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Avant-propos

L'ere des antibiotiques a considérablement changé la médecine et la maniére de traiter les maladies
infectieuses. Depuis la découverte du premier antibiotique, la pénicilline, la synthése du peptidoglycane
est un sujet de recherche fondamentale et appliqué qui a permis l'identification et 'amélioration de

nombreuses molécules utilisées aujourd’hui en thérapeutique.

Le peptidoglycane est une macromolécule qui entoure complétement les bactéries et qui est essentielle a
leur survie. Le peptidoglycane est composé de chaines glycanes reliées entre elles par de courtes tiges
peptidiques. Chez la plupart des bactéries, la synthése des ponts interpeptidiques est catalysée par les
Protéines de Liaisons a la Pénicilline (Penicillin-Binding Protein ; PBP). Ces enzymes sont les cibles des

antibiotiques de la famille des B-lactamines, comme la pénicilline qui en fut le premier représentant.

Parfois, la formation de ponts interpeptidiques peut également étre catalysée par une autre famille
d’enzymes non apparentées aux PBP, les L,D-transpeptidases (LDT). La formation de ponts
interpeptidiques par les LDT est majoritaire chez certaines bactéries pathogenes comme Mycobacterium
tuberculosis ou Clostridium difficile. Contrairement aux PBP, les LDT sont inefficacement inhibées par la
plupart des B-lactamines et peuvent contribuer a la résistance a cette famille d’antibiotique dans des
mutants de Escherichia coli sélectionnés en laboratoire. L'objectif de la these est d’étudier le mécanisme

de résistance aux B-lactamines médiée par les LDT chez E. coli.

Le manuscrit commence par une introduction sur I'enveloppe bactérienne, le peptidoglycane et la réponse
stringente et se termine sur les objectifs de la thése. L'introduction est volontairement orientée sur la
bactérie modele E. coli. La partie résultat repose sur des articles scientifiques publiés ou en cours de
publication, et se concentre sur I'identification des partenaires fonctionnels de YcbB dans la résistance aux
B-lactamines ainsi que le réle du (p)ppGpp dans I'activation du mécanisme de résistance. La derniére partie
est une bréve discussion sur I'impact des résultats présentés dans ce manuscrit. En plus de la réalisation
des objectifs de la thése, j'ai participé a une étude sur la structure de YcbB. Cette publication est présente

en annexe a la fin du manuscrit.



Introduction



1. Structure de I'enveloppe bactérienne

Il existe deux grands groupes paraphylétiques de bactéries, les bactéries didermes et les bactéries
monodermes, plus traditionnellement qualifiées respectivement de bactéries a Gram négatif et a Gram
positif (Gupta 1998). Les bactéries possedent une enveloppe complexe avec de nombreuses variations de
structures entre les especes (Silhavy, Kahne, and Walker 2010). Généralement, I'’enveloppe bactérienne
est composée (i) d’'une membrane interne, également nommée membrane cytoplasmique, qui délimite le
cytoplasme du périplasme, (ii) d’'un peptidoglycane, une structure osmoprotectrice présente dans le
périplasme, et (iii) d’'une membrane externe, présente uniquement chez les bactéries didermes, qui
constitue une barriére de perméabilité supplémentaire. De nombreuses bactéries produisent également
une couche externe de polysaccharides, la capsule, qui est parfois essentielle a leur virulence [voir (Sande
and Whitfield 2021) pour une revue sur la capsule de Escherichia coli et de Salmonella]. Par ses propriétés
physico-chimiques, I'enveloppe contribue a donner aux bactéries leur forme et a les protéger du milieu
extérieur. L'enveloppe est une structure essentielle a la survie des bactéries, ce qui en fait une cible
intéressante pour le développement d’antibiotiques. Les structures des enveloppes de Escherichia coli et
de Bacillus subtilis, respectivement les deux principaux modéles de bactéries didermes et monodermes,

sont présentées en Figure 1.
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Figure 1. Structures des enveloppes de Escherichia coli et Bacillus subtilis.
Abréviations : ALT, acide lipotéichoique; AT, acide téichoique; ECAps, « enterobacterial common
antigen » lié a un phosphatidylglycéride ; Lpp, lipoprotéine de Braun; LPS, lipopolysaccharide ; ME,



membrane externe ; IM, membrane interne ; OMP, protéine de membrane externe ; PG, peptidoglycane ;
PL, phospholipide.

1.1 La membrane interne : fonction et structure

La membrane interne, ou membrane cytoplasmique, constitue la barriére protectrice qui sépare le
cytoplasme du périplasme (Silhavy et al. 2010). La membrane interne est le siege de nombreuses réactions
métaboliques comme la synthése de certaines protéines, la production d’ATP grace a la chaine
respiratoire, ou encore la synthese des polymeéres de surface bactériens comme le peptidoglycane. La
membrane interne est une bicouche lipidique constituée de phospholipides dans les feuillets externe et
interne. Ces phospholipides sont a 75% des phosphatidylethanolamines et a 20% des
phosphatidylglycérols, les 5% restants sont un mélange de phosphatidylsérines, de cardiolipines et
d’undécaprényls mono et diphosphates (Raetz and Dowhan 1990). De nombreuses protéines sont
présentes dans la membrane interne. Elles sont intégralement logées a I'intérieur de la membrane interne
par des régions transmembranaires, ou ancrées par une seule hélice a hydrophobe et ainsi exposées vers
le cytoplasme ou le périplasme. Certaines protéines de la membrane interne sont bitopiques et

interagissent avec d’autres protéines dans le cytoplasme et dans le périplasme.

1.2 La membrane externe : fonction et structure

La membrane externe est uniquement présente chez les bactéries didermes. La membrane externe est en
contact avec le milieu extérieur et sert de barriere de perméabilité contre de nombreuses molécules
toxiques (Nikaido 2003). Outre son role de barriere chimique, des études récentes ont montré que la
membrane externe a également un role dans les propriétés mécaniques de I'enveloppe bactérienne,
notamment dans sa rigidité et dans sa capacité a supporter des déformations (Sun et al. 2021). La
membrane externe est également impliquée dans des interactions hote-pathogene, elle représente un
facteur de virulence important et est I'une des cibles bactériennes détectées par le systeme immunitaire
inné. La membrane externe est une bicouche lipidique asymétrique constituée de phospholipides dans le
feuillet interne et de glycolipides dans le feuillet externe. Le systeme Mla (pour « Maintenance of outer
membrane Lipid Asymmetry » en anglais) permet a la bactérie de s’assurer de I'asymétrie de la membrane
externe en participant au transport rétrogrades vers la membrane interne des phospholipides présents

dans le feuillet externe de la membrane externe (Malinverni and Silhavy 2009). Chez Escherichia coli, les



glycolipides sont principalement des lipopolysaccharides (LPS, 97% du feuillet externe de la membrane

externe) et des « enterobacterial common antigens » (ECA) lié a des phophatidylglycérides (ECApgL).

Le LPS est une molécule a fort potentiel inflammatoire et est responsable des chocs septiques causés par
les bactéries didermes (Raetz and Whitfield 2002). Le LPS est constitué de 3 sous-parties : le Lipide A, le
noyau oligosaccharidique et I'antigene O. Le Lipide A est formé de 2 molécules de N-acétyl-glucosamine
phosphorylés et acylés par 6 a 7 chaines d’acides gras saturés. C'est le Lipide A qui interagit avec les
phospholipides du feuillet interne de la membrane externe. Le noyau oligosaccharidique est formé de
plusieurs sucres dont du 3-deoxy-D-manno-octulosonate, du D-manno-heptose (dont certains sont
phosphorylés), du D-glucose ou encore du D-galactose ancrés a un N-acétyl-glucosamine du Lipide A. Il
existe beaucoup de variations dans le noyau oligosaccharidique du LPS au sein de la méme espéce.
L'antigéne O est la partie la plus distale de la membrane externe, il est constitué de plusieurs sucres dont
les variations sont encore plus importantes que pour le noyau du LPS. La souche non pathogéne de E. coli
K-12, la plus couramment utilisée en laboratoire, ne présente pas d’antigéne O a sa surface a cause d’une
séquence d’insertion dans le premier gene impliqué dans la synthése de I'antigéne O. Les LPS sont
synthétisés dans le feuillet interne de la membrane interne puis sont transloqués par MsbA dans le feuillet
externe et transportés jusqu’a la membrane externe par le systéme Lpt. Le LPS est essentiel a la survie de
E. coli et joue un réle primordial de barriére contre les molécules du milieu extérieur (Nikaido 2003). Les
liaisons hydrogenes entre les sucres des LPS ainsi que la présence de cations qui neutralisent les
groupements phosphates des LPS contribuent a la stabilité de la membrane externe. De plus, les chaines
d’acides gras du LPS sont saturées et permettent la formation d’'une membrane trés compacte et peu
fluide, contrairement aux membranes formées uniquement par des phospholipides. L'essentialité des LPS
en fait une cible intéressante pour le développement d’antibiotiques ciblant spécifiquement les bactéries
didermes. Des quinoléines modifiées inhibant la translocase MsbA ont justement été identifiées et
pourraient servir d’échafaudage moléculaire pour le développement d’autres molécules (Alexander et al.

2018; Ho et al. 2018).

Les ECApc. sont constitués d’'un phosphatidylglycéride et d’une sous-unité de 3 sucres (N-acétyl-D-
glucosamine, acide N-acétyl-D-manno-saminuronique et 4-acetamido-4,6-dideoxy-D-fucose) répétée 7 a
14 fois (Rai and Mitchell 2020). Ce polymére d’ECA de 7 a 14 sous-unités peut également étre ancré au LPS
a la place de I'antigéne O (ECA.ps). La sous-unité des ECA est synthétisée dans le feuillet interne de la
membrane interne sur un transporteur lipidique (I'undécaprényle phosphate) puis est transloquée vers le

feuillet externe. Les ECA sont ensuite polymérisés dans le périplasme puis transportés jusqu’a la

10



membrane externe. L'enzyme responsable de la synthése des ECAps. n'est pas connue, et 'enzyme Waal

est responsable de la synthese des ECA ps.

La membrane externe est également constituée de nombreuses protéines appartenant majoritairement a
deux classes : (i) les lipoprotéines, ancrées de facon covalente a un phospholipide par un résidu cystéine
et (ii) les protéines en tonneaux B, insérées a l'intérieur de la membrane externe (également nommées

OMP pour « Outer Membrane Proteins » en anglais) (Silhavy et al. 2010).

Chez E. coli il existe une centaine de lipoprotéines dont la plupart ont des fonctions inconnues (Braun and
Hantke 2019). Certaines sont impliquées dans la réponse a des stimuli externes pour transduire un signal
jusgu’au cytoplasme (comme RcsF, qui a la particularité de posséder un domaine senseur qui peut
s’orienter vers le milieu extérieur et détecter des défauts de I'enveloppe), d’autres sont impliquées dans
la régulation de l'activité d’enzymes périplasmiques (comme LpoA et LpoB qui activent respectivement les
PBP1la et PBP1b) et certaines possedent des activités enzymatiques (comme I’endopeptidase MepS). Chez
les Proteobacteria, une lipoprotéine particuliere dénommée Lipoprotéine de Braun (Lpp) est ancrée au
peptidoglycane par un résidu lysine en position C-ter (Braun and Wolff 1970; Hantke and Braun 1973). Lpp
constitue le seul lien covalent entre la membrane externe et le peptidoglycane. Lpp est par conséquent
importante pour les propriétés mécaniques de I'enveloppe et c’est d’ailleurs la protéine la plus abondante
chez E. coli (environ 10° copies de Lpp par cellule). Une autre lipoprotéine, Pal, est également impliquée
dans la liaison entre la membrane externe et le peptidoglycane mais le lien n’est pas covalent et repose
sur des interactions faibles. Pal a également la particularité d’interagir avec d’autres protéines (TolABQR)
et de former un complexe permettant un lien entre la membrane externe et la membrane interne
(complexe Tol-Pal). La synthése d’une lipoprotéine se fait d’abord par la synthése d’une protéine insérée
dans la membrane interne par un segment transmembranaire, cette protéine est ensuite modifiée pour
en faire une lipoprotéine, puis elle est exportée vers la membrane externe par le systeme Lol (pour

« Localization of lipoproteins » en anglais).

Grace a leur forme en tonneaux B (enchainement de feuillets B repliés en cylindre), certaines OMP sont
des porines qui permettent la diffusion passive a travers la membrane externe de nombreuses molécules
(comme OmpF et OmpC) ou de molécules spécifiques (comme LamB, permettant I'entrée spécifique du
maltose) (Rollauer et al. 2015). Ces porines sont trés abondantes et participent a la stabilité de la
membrane externe. Une OMP particuliere, OmpA, présente des propriétés de porines mais possede
également un segment périplasmique qui interagit de facon non covalente avec le peptidoglycane et

participe au maintien de la structure de I'enveloppe. Les OMP sont synthétisées dans le cytoplasme,
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transloquées non-repliées dans le périplasme puis transportées grace a des chaperonnes jusqu’au
complexe BAM (pour « B-Barrel Assembly Machinery » en anglais) qui permet de les replier et de les
insérer dans la membrane externe. Une étude récente a montré que la synthése des OMP et la synthése
du peptidoglycane se faisait de maniére synchrone (Mamou et al. 2022). Tout comme les LPS, le systeme
BAM est également une cible intéressante pour le développement de nouveaux antibiotiques pour cibler
les bactéries didermes [voir (Choi and Lee 2019) pour une revue sur les inhibiteurs de la synthése de la

membrane externe].

1.3 L'espace périplasmique

Le périplasme est I'espace qui sépare la membrane interne de la membrane externe chez les bactéries
didermes, ou I'espace a proximité de la membrane interne chez les bactéries monodermes (Matias and
Beveridge 2005; Silhavy et al. 2010; Zuber et al. 2006). C’'est un compartiment cellulaire unique, plus
visqueux que le cytoplasme, ol de nombreuses réactions enzymatique ont lieu en absence d’ATP
(Mullineaux et al. 2006). Le périplasme est particulierement sensible aux changements de conditions
physico-chimiques du milieu extérieur et de nombreuses protéines impliquées dans les réponses aux stress
y sont présentes. Chez E. coli ces principaux systemes de réponse aux stress de I'enveloppe sont les
systemes Cpx, Rcs, Bae, Psp et Rse [voir (Delhaye, Collet, and Laloux 2019) pour une revue sur le sujet].
Comme vu précédemment, le périplasme est le lieu de transit des différents composants de la membrane
externe. De nombreuses chaperonnes et enzymes impliquées dans le transport de métabolites y sont
présents. Des machineries multiprotéiques parcourent ce compartiment tel que les flagelles, les systémes
de pompes a efflux, ou les systémes de sécrétion par exemple. Chez E. coli le périplasme a une épaisseur
d’environ 25 nm et cette épaisseur dépend de la longueur de Lpp (Asmar et al. 2017). Une augmentation
de la taille du périplasme empéche la transduction de signaux depuis la membrane externe vers la
membrane interne et diminue l'intégrité de I'enveloppe (Mandela et al. 2022). Enfin, le périplasme est
principalement le lieu de synthese du peptidoglycane, qui sera développé en détail dans le chapitre

suivant.
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2. Le peptidoglycane

2.1 Fonction, structure et synthese

Fonction. Le peptidoglycane, également dénommé sacculus ou muréine, est un composant unique et
essentiel de la plupart des bactéries. Il s’agit d’une structure macromoléculaire tridimensionnelle (10° kDa)
en forme de « filet » qui entoure les bactéries et leur confere leur forme (Holtje 1998). Le peptidoglycane
mesure en général moins de 10 nm d’épaisseur chez les bactéries didermes mais peut aller de 30 a 100
nm chez les bactéries monodermes (Matias et al. 2003; Silhavy et al. 2010). Le peptidoglycane sert
principalement de protection contre la pression osmotique exercée par le cytoplasme (pression d’environ
3 atm) (Cayley, Guttman, and Record 2000; Vollmer, Blanot, and De Pedro 2008). Le peptidoglycane
permet également I'ancrage de nombreux polymeéres. Chez E. coli, comme vu au chapitre 1.2, le
peptidoglycane permet un lien avec la membrane externe par I'intermédiaire de Lpp (liaison covalente),
OmpA et Pal (liaisons faibles). Chez les bactéries monodermes, des protéines de surface, des
polysaccharides capsulaires et des acides téichoiques sont attachés au peptidoglycane de facon covalente
(Dramsi et al. 2008; Neuhaus and Baddiley 2003). Les acides téichoiques sont essentiels et participent a la

flexibilité de I'enveloppe des bactéries monodermes.

Structure. Le mot « peptidoglycane » tire son nom de ses 2 composants principaux : (i) des chaines
glycanes constituées de répétitions de disaccharides et (ii) des courtes tiges peptidiques qui relient entre
elles les chaines glycanes (Holtje 1998). La structure et la synthése du peptidoglycane varient en fonction
des différentes espéces, mais nous allons principalement détailler celles de E. coli en évoquant quelques
variations retrouvées dans d’autres bactéries [voir (Vollmer et al. 2008) pour une revue]. Les différents

fragments de peptidoglycane sont communément regroupés sous le terme muropeptides.

Les chaines glycanes du peptidoglycane sont constituées de la répétition de N-acétyl-glucosamine (GIcNAc)
et d’acide N-acétyl-muramique (MurNAc) reliés par une liaison B-1,4 (Figure 2). La taille de ces chaines
glycanes peut beaucoup varier. Chez E. coli elles sont en moyenne de 25 sous-unités dans des bactéries en
phase exponentielle de croissance et peuvent atteindre jusqu’a 200 sous-unités (Holtje 1998; Turner,
Vollmer, and Foster 2014). Par conséquent, une chaine glycane ne permet pas d’entourer toute la
circonférence de la bactérie, mais en étant reliée a d’autres chaines elles forment une structure

discontinue de chaines glycanes qui entoure in fine la bactérie. Chez la plupart des bactéries didermes, les
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extrémités des chaines glycanes se terminent par un 1,6-anhydroMurNAc (anhMurNAc) qui contient une
liaison intramoléculaire entre les carbones C1 et C6 (Holtje 1998). Ces anhMurNAc sont les produits de
dégradation des chaines glycanes par une famille d’enzyme appelée transglycosylases lytiques. Les
molécules d’anhMurNAc peuvent étre recyclées et servir notamment de molécules signales pour
I'induction de B-lactamases (Holtje et al. 1994). Il existe certaines modifications sur les sucres, notamment
la N-déacétylation, la O-acétylation ou la N-glycolylation mais elles sont absentes chez E. coli (Vollmer et

al. 2008).

Les chaines glycanes sont reliées entre elles par I'intermédiaire de tiges peptidiques portées par les
groupements lactoyl des résidus MurNAc. Dans le peptidoglycane, cette tige est généralement constituée
de 2 a 5 résidus d’acides aminés. Chez les didermes comme E. coli, la tige pentapeptide présente dans la
sous-unité du peptidoglycane est généralement composée de L-alaninel-y-D-glutamate?-acide 2,6-
diaminopimélique®-D-alanine®-D-alanine®> (Vollmer et al. 2008). La présence d’acide aminés de
conformation D est particulierement rare dans la nature et permet au peptidoglycane de résister a la
plupart des peptidases (Cava, Lam, et al. 2011). La modification la plus courante, retrouvée généralement
chez les monodermes, est le remplacement de I'acide diaminopimélique (DAP) en position 3 par une L-
lysine. Cette L-Lys® peut également étre reliée par son carbone € a une chaine latérale d’acides aminés (5
glycines chez Staphylococcus aureus, D-Asp ou D-Asn chez Enterococcus faecium, L-Ala-L-Ala chez
Enterococcus faecalis, et L-Ser-L-Ala ou L-Ala-L-Ala chez Streptococcus pneomoniae par exemple) (Vollmer
et al. 2008). L’amidation des résidus D-Glu? et/ou DAP? est également retrouvée chez certaines espéces
mais est absente chez E. coli. Dans le périplasme les tiges peptidiques peuvent étre modifiées et les D-Ala*
ou D-Ala® peuvent étre remplacées par des résidus Gly. Chez les didermes, deux tiges peptidiques
adjacentes peuvent étre directement reliées entre elles par une liaison entre le D-Ala* et le DAP3?, ou par
une liaison entre deux résidus DAP? (ponts de type 4->3 et 33, respectivement). Chez les monodermes,
ces deux types de ponts existent également sauf que les ponts 4->3 relient la D-Ala* & la L-Lys® (ou a sa
chaine latérale) et les ponts 3->3 relient la L-Lys® & une autre L-Lys® (ou a sa chaine latérale). La proportion
de tiges peptidiques impliquées dans des ponts interpeptidiques varie en fonction du mode de croissance
et de I'espece. Chez E. coli et Neisseria gonorrhoeae par exemple, en phase exponentielle de croissance
environ 30 a 50% des tiges peptidiques sont impliquées dans des ponts interpeptidiques, alors que cette
proportion monte a 70-80% chez Staphylococcus aureus (Ghuysen 1968; Glauner, Holtje, and Schwarz
1988). Ces ponts interpeptidiques du peptidoglycane sont a la base de la structure en forme de « filet » du

peptidoglycane et leur formation sera abordée en détail dans les chapitres suivants.
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Les techniques d’imagerie, notamment la microscopie de force atomique et la cryo-électro microscopie,
nous offrent une meilleure compréhension de la structure macromoléculaire du peptidoglycane. Chez E.
coli les chaines glycanes sont perpendiculaires a I'axe polaire de la cellule (Verwer et al. 1978). Les
groupements lactoyl du MurNAc orientent les tiges peptidiques dans des directions différentes, ce qui les
arrange ainsi en hélice autour des chaines glycanes avec des angles de 90° entre chaque tige peptidique
(Gan, Chen, and Jensen 2008; Vollmer and Holtje 2004). Le peptidoglycane peut facilement et rapidement
changer de taille en fonction de la pression osmotique grace a une élasticité provenant principalement des
tiges peptidiques (Rojas, Theriot, and Huang 2014). Les sacculi purifiés gardent leur forme et leur taille qui

correspond a peu pres a celle d’une cellule entiere (environ 2 a4 um de longueur et 0.5 a 1 um de largeur).

La synthése du peptidoglycane est couramment divisée en 2 grandes étapes avec plusieurs réactions
enzymatiques : une étape cytoplasmique de synthése du précurseur disaccharide-pentapeptide et une
étape périplasmique de polymérisation. Les étapes de la synthése cytoplasmique du peptidoglycane sont
généralement réalisées par des enzymes uniques qui sont par conséquent essentielles, alors que les étapes
de la synthése périplasmique sont souvent réalisées par plusieurs enzymes aux fonctions redondantes. La
synthése du peptidoglycane est la cible de nombreux antibiotiques et nous évoquerons les plus pertinents

d’entre eux au fur et a mesure de la description des différentes étapes de synthése du peptidoglycane.

2.1.1 Synthese cytoplasmique

La synthése de la sous-unité du peptidoglycane commence dans le cytoplasme par la formation d’un
précurseur nucléotidique qui deviendra lipidique avant d’étre exporté vers le périplasme (Figure 2). Les
enzymes GImSMU vont convertir une molécule de fructose-6-phosphate en uridine 5’-pyrophosphate-N-
acetyl-glucosamine (UDP-GIcNAc). Grace a une molécule de L-glutamate, GImS va d’abord convertir le
fructose-6-phosphate en glucosamine-6-phosphate, puis GImM va l'interconvertir en glucosamine-1-
phosphate (Badet et al. 1987; Mengin-Lecreulx and Van Heijenoort 1994). Grace a ses deux domaines,
GImU va a la fois acétyler et urydiler la glucosamine-1-phosphate grace a une molécule d’acétyl-CoA et
une molécule d’UTP pour former I'UDP-GIcNAc (Mengin-Lecreulx, Van Heijenoort, and Park 1996; Mengin
Lecreulx et al. 1993). L'UDP-GIcNAc est ensuite converti en UDP-MurNAc ou est directement utilisé pour

former le lipide Il (voir plus bas). L'UDP-GIcNAc est également utilisé dans la synthese des LPS et des ECA.

L'UDP-GIcNAc est converti en UDP-MurNAc en deux étapes par les enzymes MurAB. MurA ajoute un
groupement énolpyruvate a 'UDP-GIcNAc a partir d’'une molécule de phosphoénolpyruvate, et MurB

réduit le groupement énolpyruvate en D-lactoyl, formant ainsi 'UDP-MurNAc. La réaction catalysée par
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MurA est la premiere étape qui engage le devenir d’'une molécule d’UDP-GIcNAc vers la synthése du
peptidoglycane (Benson et al. 1993; Marquardt et al. 1992). Le groupement lactoyl ainsi formé par MurAB
servira de site de synthése non ribosomique de la tige peptidique. La fosfomycine, un analogue du
phosphoénolpyruvate utilisé notamment dans le traitement des infections urinaires a E. coli, inhibe MurA

et bloque ainsi la synthése des précurseurs du peptidoglycane (Kahan et al. 1974).

Les acides aminés de la tige peptidique sont rajoutés sur I'UDP-MurNAc par les amino acyle ligases ATP-
dépendantes MurCDEF pour former I'UDP-MurNAc-pentapeptide, également appelé nucléotide de Park
(en hommage a James T. Park pour sa contribution a la recherche sur le peptidoglycane). Le premier acide
aminé, le L-Ala?, est ajouté par MurC pour former I’'UDP-MurNAc-L-Ala? (Liger et al. 1995). Bien que MurC
présente une stéréospécificité stricte et ne peut pas incorporer de D-Ala, MurC est capable d’ajouter des
résidus non-canoniques L-Ser ou Gly a la place du L-Alal. La protéine PgeF (YfiH) permet d’éviter ces
incorporations déléteres et de maintenir la composition du peptidoglycane (Parveen and Reddy 2017). Le
second acide aminé, le D-Glu?, est ajouté a la suite du L-Ala® par MurD pour former ’'UDP-MurNAc-L-Ala’-
D-Glu? (Pratviel-Sosa, Mengin-Lecreulx, and van Heijenoort 1991). Le D-Glu? est formé a partir de L-Glu par
la racémase Murl (Doublet et al. 1993). Le troisieme acide aminé, le mesoDAP?, un intermédiaire de la
synthése de L-lysine, est incorporé par MurE sur le carbone y du D-Glu? pour former 'UDP-MurNAc-L-Ala’-
y-D-Glu2-DAP? (Michaud et al. 1990). Le mesoDAP? est formé & partir de L,L-DAP par I'épimérase DapF
(Richaud et al. 1987). En absence de DapF, MurE est capable d’incorporer du L,L-DAP mais I'efficacité de la
réaction est beaucoup plus faible a cause d’une différence d’un facteur 3000 entre le Km du mesoDAP et
du L,L-DAP (Mengin-Lecreulx et al. 1988). Les quatriémes et cinquiémes acides aminés, les D-Ala* et D-Ala®,
sont ajoutés en méme temps sous la forme d’un dipeptide D-Ala*-D-Ala® par MurF pour former I"'UDP-
MurNAc-L-Alal-y-D-Glu2-DAP3-D-Ala*-D-Ala® (Duncan, van Heijenoort, and Walsh 1990). Certaines bactéries
résistantes & la vancomycine sont également capables d’incorporer un dipeptide D-Ala*-D-Ser® ou D-Ala*-
D-Lac® (Stogios and Savchenko 2020). Pour former le dipeptide D-Ala*-D-Ala®, le L-Ala est converti par les
alanine racémases Alr et DadX, et le dipeptide est formé par les D-alanine-D-alanine ligases DdIA et DdIB
(Wijsman 1972; Wild et al. 1985; Zawadzke, Bugg, and Walsh 1991). Curieusement, la racémisation du L-
Ala et la ligation du dipeptide de D-Ala sont les deux seules étapes de synthese cytoplasmique du
peptidoglycane catalysées par des enzymes aux fonctions redondantes. L’antituberculeux D-cyclosérine,
un analogue du D-Ala, est un inhibiteur des alanines racémases et des D-alanine-D-alanine ligases (Neuhaus

and Lynch 1964).

16



L'UDP-MurNAc-pentapeptide est ensuite pris en charge par la transférase MraY qui catalyse le transfert
du phospho-MurNAc-pentapeptide sur le groupement phosphate d’un transporteur lipidique
membranaire, I'undécaprényl phosphate (Css-P), formant ainsi I'intermédiaire lipide | (Ikeda et al. 1991).
Le Css-P est synthétisé dans le cytoplasme par I'enzyme UppS (IspU) sous la forme d’undécaprényl
diphosphate (Css-PP) qui est ensuite déphosphorylé pour donner le Css-P. Il existe quatre Css-PP
phosphatases connues chez E. coli : BacA, YbjG, PgpB et LpxT, mais leur activité a été démontrée pour le
recyclage du transporteur lipidique depuis le périplasme et I'’enzyme responsable de la déphosphorylation
du Css-PP en Css-P dans le cytoplasme n’est toujours pas identifiée [voir (Manat et al. 2014) pour une
revue]. La transférase MurG catalyse ensuite le transfert d’un GIcNAc sur le lipide | a partir d’'une molécule

d’UDP-GIcNAc, formant ainsi le lipide Il (Mengin-Lecreulx et al. 1991).
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Figure 2. Synthése cytoplasmique du peptidoglycane.
(A) Les sucres GIcNAc et MurNAc ainsi que la chaine pentapeptide sont synthétisés dans le cytoplasme. Le
lipide II, constitué de la sous-unité disaccharide-pentapeptide et du transporteur Css, est transloquée
jusqu’au périplasme ol la polymérisation du peptidoglycane a lieu. (B) Structure de la sous-unité du
peptidoglycane, le GIcNAc-MurNAc-pentapeptide.

2.1.2 Translocation du lipide

Une fois le lipide Il synthétisé dans le feuillet interne de la membrane interne, il doit étre exporté dans le
périplasme pour pouvoir étre utilisé comme substrat dans la synthése du peptidoglycane. Une protéine

responsable de la translocation du lipide Il depuis le feuillet interne vers le feuillet externe de la membrane
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interne a été recherchée pendant longtemps car la vitesse de translocation passive du lipide Il a travers la
membrane n’est pas suffisante pour soutenir la synthése du peptidoglycane (Weppners and Neuhaus
1978). MurJ et FtsW sont les deux protéines membranaires régulierement présentées comme étant les
translocases (« flippase » en anglais) de E. coli, bien que I'attribution de cette fonction a FtsW est

actuellement débattue et remise en question.

La fonction de la premiére translocase du lipide I, MurJ, a d’abord été prédite par analyse bioinformatique
(Ruiz 2008). Il s’agit d’une protéine de la superfamille des transporteurs MOP (pour « Multidrug,
Oligosaccharidyl-lipid, Polysaccharide » en anglais), dont d’autres membres sont également impliqués
dans la translocation de Css-PP lié a I’antigene O pour la synthese de la membrane externe (Hvorup et al.
2003). Des mutants thermosensibles de MurJ) ont d’abord été identifiés et ont permis de mettre en
évidence I'essentialité de ce géne (Inoue et al. 2008). A température restrictive, ces mutations ont entrainé
la lyse bactérienne et une accumulation de précurseurs lipidiques du peptidoglycane, indiquant un réle
trés probable de Murl) dans la synthése du peptidoglycane. L’activité translocase de MurJ a ensuite été
démontrée par des expériences in vivo en analysant le produit de la colicine M (qui coupe la liaison entre
I"'undécaprényl et le reste du lipide Il) et I'accumulation des lipides dans différents mutants de Mur) (Sham
et al. 2014). D’autre études ont par la suite montré que MurJ était capable d’adopter deux conformations,
I"'une faisant face au cytoplasme et I'autre faisant face au périplasme (Figure 3) (Kuk, Mashalidis, and Lee
2017). Les auteurs proposent que la fixation du lipide Il a Murl, lorsque la protéine est orientée vers le
cytoplasme, induit un changement de conformation qui oriente MurJ vers le périplasme, permettant ainsi
la translocation du lipide Il a travers la membrane interne. Une fois le lipide Il utilisé dans le périplasme, le
retour a une conformation orientée vers le cytoplasme se ferait grace au potentiel de membrane, car la
dépolarisation des membranes entraine le blocage de Mur) dans sa conformation orientée vers le

périplasme (Rubino et al. 2018).

FtsW appartient a la famille des protéines SEDS (pour « Shape, Elongation, Division and Sporulation » en
anglais). Le r6le de FtsW comme translocase repose principalement sur une étude dans laquelle les auteurs
ont utilisé un fluorophore sur des analogues de lipide Il pour identifier une activité translocase dans des
vésicules membranaires en surproduisant FtsW (Mohammadi et al. 2011). Ce systeme a montré une
activité translocase plus faible pour MurJ que pour FtsW. Néanmoins, plusieurs arguments contre I'activité

translocase de FtsW sont présentés dans la littérature.

L’étude sur MurJ de (Sham et al. 2014) a montré que I'activité translocase des cellules n’était pas réduite

lorsque la quantité de FtsW était drastiqguement diminuée, suggérant que Murl) est bien la seule
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translocase de E. coli. Une autre étude basée sur de la spectrométrie de masse a montré une affinité du
lipide Il plus grande pour MurJ) que pour FtsW (Bolla et al. 2018). Une étude de microscopie a démontré
qgue Mur] est localisée le long de la paroi latérale et également dans le septum, suggérant que cette
translocase pourrait alimenter a elle seule le processus d’élongation et de division (Liu et al. 2018).
Plusieurs études démontrent maintenant que FtsW et son homologue RodA sont des glycosyltransférases
capables de synthétiser les chaines glycanes a partir de lipide Il (voir chapitre 2.1.3) (Meeske et al. 2016;
Taguchi et al. 2019). Néanmoins, toutes ces études ne permettent pas d’éliminer la possibilité que FtsW

pourrait avoir a la fois une activité translocase et une activité glycosyltransférase.

Une fois dans le périplasme, le lipide Il est la cible de nombreux antibiotiques ne pénétrant pas la
membrane interne et pénétrant en général peu la membrane externe des bactéries didermes. Les
glycopeptides (comme la vancomycine) se fixent a I'extrémité D-Ala*-D-Ala> des tiges peptidiques et
empéchent les enzymes de synthése du peptidoglycane d’interagir avec le lipide Il (Stogios and Savchenko
2020). La teixobactine, un polypeptide non ribosomique, déstabilise la membrane interne et empéche
I'interaction avec les enzymes de synthése du peptidoglycane en interagissant avec les groupements
phosphates du lipide Il (Ling et al. 2015; Shukla et al. 2020). La colicine M, une bactériocine produite par
certaines souches de E. coli, dégrade le lipide Il en hydrolysant la liaison entre le groupement phosphate

et le Css (El Ghachi et al. 2006).
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Figure 3. Structure et changement de conformation de Mur)J.

(i) Structure de Mur) de Thermosipho africanus (PDB 5T77) dans sa conformation ouverte vers le
cytoplasme. Le lobe N en bleu, le lobe C en violet et le segment transmembranaire 13-14 en vert forme
une structure en N dans laquelle se loge le lipide Il. (ii) La translocation du lipide Il nécessite un changement
de conformation de MurJ) de sa forme en N ouverte vers le cytoplasme vers une forme en V ouverte vers
le périplasme. Figure provenant de la référence (Caveney, Li, and Strynadka 2018).

2.1.3 Synthése périplasmique

La synthése périplasmique du peptidoglycane nécessite plusieurs activités catalytiques essentielles : (i) la

transglycosylation, qui permet la polymérisation des chaines glycanes, et (ii) la transpeptidation, qui
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permet la réticulation du peptidoglycane en reliant les chaines glycanes entres elles (Figure 4). Les
enzymes qui catalysent ces deux réactions sont les glycosyltransférases et les transpeptidases,
respectivement (les transpeptidases seront abordées en détail dans les chapitres dédiés 2.2 et 2.5). Les
fonctions « opposées » a ces deux réactions de synthese, (iii) la dégradation des chaines glycanes et (iv) la
dégradation des ponts interpeptidiques, sont également essentielles a la croissance du peptidoglycane.
Les enzymes qui assurent ces fonctions de dégradations, communément appelées hydrolases, sont les
transglycosylases lytiques, les amidases, les endopeptidases et les carboxypeptidases (ces enzymes seront

abordées en détail dans le chapitre 2.4).

Peptidoglycane

---OOEOE- -~ préexistant ~~ XXX~

8§ 8§ §7 8 8§ 8

L,D-transpeptidases D,D-transpeptidases
(3>3) (4->3)
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peptidoglycane Glycosyltransférases

-—
Peériplasme % Mur]
Cytoplasme

S U S
‘A

uop{_) Lipide | YoP4ED)  Lipide Il

GlcNAc
§ MurNAc-

pentapeptide

Figure 4. Synthése périplasmique du peptidoglycane.

Dans le périplasme, les chaines glycanes sont formées par les glycosyltransférases qui catalysent la
formation de liaisons glycosidiques B-1,4 (orange) entre le GIcNAc d’une molécule de lipide Il et le MurNAc
d’une chaine glycane en cours d’expansion. La formation de cette liaison libére le transporteur Css-PP qui
est recyclé en Css-P puis transloqué dans le cytoplasme par les enzymes BacA, YbjG, PgpB et LpxT. Les
nouvelles chaines glycanes sont incorporées au peptidoglycane préexistant par la formation de ponts
interpeptidiques reliant un résidu en position 4 a un résidu en position 3 (ponts 4->3 catalysés par les D,D-
transpeptidases) ou reliant deux résidus en position 3 (ponts 3->3 catalysés par les L,D-transpeptidases).

Elongasome et divisome. La synthése du peptidoglycane doit étre régulée de fagon spatiale et temporelle
pour permettre aux bactéries de conserver leur forme et de se diviser au bon moment [voir (Egan,

Errington, and Vollmer 2020) pour une revue sur le sujet]. Chez les bacilles comme E. coli, il est
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communément admis que la synthése du peptidoglycane est généralement réalisée par deux complexes
multiprotéiques qui assurent cette régulation spatio-temporelle : I'élongasome permet la croissance
latérale et le divisome permet la formation du septum. Toutes les fonctions présentées (i a iv) ont
théoriqguement lieu dans I'élongasome et le divisome, mais certaines enzymes fonctionnent
indépendamment de ces complexes. L’élongasome et le divisome sont coordonnés par une protéine du
cytosquelette, MreB dans I'élongasome (homologue de I'actine) et FtsZ dans le divisome (homologue de
la tubuline) (Bi and Lutkenhaus 1991; Jones, Carballido-Lopez, and Errington 2001). Ces deux protéines
sont individuellement capables de s’assembler en polyméres pour recruter et guider les autres protéines
de ces complexes. Les monomeéres de MreB se polymérisent et dépolymérisent constamment, formant
ainsi des filaments avec un mouvement hélicoidal autour de I'axe polaire de la bactérie (Dominguez-
Escobar et al. 2011; Garner et al. 2011; Van Teeffelen et al. 2011). MreB interagit avec les protéines
membranaires RodA, PBP2, MreC, MreD et RodZ, ainsi qu’avec MraY et MurG impliquées dans la synthése
des lipides | et Il (Kruse, Bork-Jensen, and Gerdes 2005; Mohammadi et al. 2007). MreB se positionne au
niveau de la membrane cytoplasmique grace a une hélice amphiphile en position N-ter et a son interaction
avec RodZ (Van Den Ent et al. 2010; Salje et al. 2011). A22 est un inhibiteur de la polymérisation de MreB,
ce qui en fait une molécule utilisée dans de nombreuses études pour comprendre le fonctionnement de
I’élongasome (Bean et al. 2009). Les monomeéres de FtsZ se polymérisent et se dépolymérisent en filaments
formant un anneau au centre de la bactérie (I'anneau Z, ou « Z-ring » en anglais). La formation de I'anneau
Z est finement positionnée au centre de la bactérie par les protéines oscillatoires MinCDE et régulée par
de nombreuses protéines [voir (den Blaauwen, Hamoen, and Levin 2017) pour une revue sur le divisome].
Les filaments de FtsZ interagissent dans un premier temps avec les protéines FtsAEX, ZipA et ZapABC, qui
permettent de stabiliser I'anneau Z, ainsi qu’avec FtsK qui permet notamment la translocation des
chromosomes aux cellules filles. Dans un second temps, I'anneau Z recrute des protéines impliquées dans
la régulation (FtsQLBN) et la synthése (FtsW, PBP3 et PBP1b) du peptidoglycane. Le systéme Tol-Pal
(présenté au chapitre 1.3) assure I'invagination de la membrane externe au fur et a mesure de la formation

du septum et de la constriction de I'anneau Z (Gerding et al. 2007).

Polymérisation des chaines glycanes. Dans le feuillet externe de la membrane interne, le lipide Il est utilisé
comme substrat par les glycosyltransférases pour alimenter la croissance des chaines glycanes du
peptidoglycane. Une fois que le disaccharide-pentapeptide d’'une molécule de lipide Il est ajoutée a une
chaine glycane, le Css-PP restant est déphosphorylé par BacA, YbjG, PgpB et LpxT, puis le Css-P est recyclé

dans le feuillet interne de la membrane interne pour pouvoir étre utilisé par MraY. La bacitracine, un
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polypeptide non ribosomique, se fixe au Css-PP périplasmique et bloque sa déphosphorylation, limitant

ainsi la quantité de transporteur lipidique disponible (Stone and Strominger 1971).

Chez E. coli, il existe six glycosyltransférases appartenant a deux familles d’enzymes non apparentées : les

glycosyltransférases 51 (GT51) et les SEDS.

Glycosyltransférases 51 (GT51). Chez E. coli, il existe quatre GT51: la glycosyltransférase
monofonctionnelle MtgA et les trois PBP bifonctionnelles de classe A (aPBP ; PBP1a, PBP1b et PBP1c) qui
possédent également un module transpeptidase (Di Berardino et al. 1996; Goffin and Ghuysen 1998). Les
GT51 possedent 5 motifs signatures avec un résidu Glu catalytique présent dans le premier motif (Coutinho
et al. 2003). Les GT51 bifonctionnelles ont été considérées pendant longtemps comme les principales
glycosyltransférases car les GT51 monofonctionnelles sont peu conservées et ne sont pas essentielles dans
la plupart des bactéries (Reed et al. 2011; Schiffer and Héltje 1999). Les GT51 ont deux sites de fixation a
leurs substrats, I'un pour le donneur et I'autre pour I'accepteur (Lovering et al. 2007). Les GT51 catalysent
la formation d’une liaison glycosidique B-1,4 entre les carbones C1 du MurNAc a I'extrémité réductrice
d’une chaine glycane croissante liée au Css-PP (donneur) et le carbone C4 du GIcNAc d’'une molécule de
lipide Il (accepteur) (Perlstein et al. 2007). La chaine glycane en cours de croissance dans le site donneur
est transférée sur le lipide Il du site accepteur. La chaine glycane additionnée d’'une nouvelle sous-unité
disaccharide-pentapeptide est alors déplacée dans le site donneur ce qui libére le Css-PP qui s’y trouve et
permet un nouveau cycle de croissance de la chaine glycane. La moénomycine, un analogue structurale
d’une chaine glycane en cours d’expansion, se fixe dans le site donneur des GT51 et inhibe leur activité

glycosyltransférase (Heaslet et al. 2009; Ostash and Walker 2010).

Glycosyltransférases SEDS. Jusqu’a récemment, la communauté scientifique pensait que les aPBP étaient
les principales glycosyltransférases (Denome et al. 1999). Cette idée était néanmoins contestée chez
Bacillus subtilis et Enterococcus faecalis car contrairement a E. coli la délétion de toutes les aPBP n’est pas
létale et confére méme la résistance a la moénomycine (Arbeloa et al. 2004; McPherson and Popham
2003). En 2016, les laboratoires de David Z. Rudner et Thomas G. Bernhardt ont montré que la SEDS RodA
était la principale glycosyltransférase de I’élongasome (Cho et al. 2016; Meeske et al. 2016). La
surexpression de RodA atténue les défauts de croissance de mutants déficients en aPBP de B. subtilis. En
purifiant RodA, les auteurs ont également montré une activité glycosyltransférase in vitro qui n’était pas
inhibée pas la moénomycine. Les auteurs ont proposé par synténie et par homologie de séquence et de
structure avec RodA que la SEDS FtsW était la glycosyltransférase du divisome. Cette proposition était

également soutenue par une analogie phénotypique entre la déplétion de RodA qui induit la formation de
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cellules sphériques et la déplétion de FtsW qui induit une filamentation des cellules (Gamba, Hamoen, and
Daniel 2016; Henriques et al. 1998). Des études ont par la suite confirmé les résultats obtenus avec RodA
et démontré I'activité glycosyltransférase de FtsW (Emami et al. 2017; Taguchi et al. 2019). Le mécanisme
glycosyltransférase des SEDS est similaire a celui des GT51, avec une chaine glycane croissante qui sert de
donneur et un lipide Il qui sert d’accepteur (Welsh et al. 2019). Cependant, les structures des SEDS et des
GT51 sont différentes (Heaslet et al. 2009; Huang et al. 2012; Ovchinnikov et al. 2015; Sjodt et al. 2018).
La SEDS RodA de Thermus thermophilus est une protéine intégrale de membrane qui possede dix segments
transmembranaires avec des longues boucles périplasmiques et des courtes boucles cytoplasmiques, alors
que la GT51 monofonctionnelle MtgA de Staphylococcus aureus est périplasmique et ancrée a la
membrane cytoplasmique par une hélice N-ter (Figure 5). RodA et FtsW interagissent et fonctionnent en
couplage dans I’élongasome et le divisome avec leur PBP de classe B (bPBP) respective, la PBP2 et |la PBP3
(Leclercq et al. 2017; Sjodt et al. 2018). Les activités de RodA et de FtsW dépendent de leur interaction
avec ces bPBP; I'interaction de RodA avec la PBP2 induit un changement de conformation de RodA qui
ouvre suffisamment sa cavité pour pouvoir y accueillir une molécule de lipide Il (Sjodt et al. 2020; Taguchi

et al. 2019).

Extracytoplasmic

Mobile region

Cytoplasmic :
ytop h ‘

Figure 5. Structures des glycosyltransférases SEDS RodA de Thermus thermophilus et GT51
monofonctionnelle MgtA de Staphylococcus aureus.

(A) Superposition de la structure de RodA (vert) et de RodA D255A (bleu) (respectivement PDB 6BAR et
6BAS). RodA est une protéine intégrale de membrane. Figure provenant de la référence (Sjodt et al. 2018).
(B) Superposition de deux structures de MtgA (PDB 3VMR en jaune et PDB 3HZS en rouge). L'inhibiteur
moénomycine (vert) et un analogue du lipide Il (bleu) sont respectivement représentés en batonnets dans
les sites donneur et accepteur. La protéine est ancrée dans la membrane cytoplasmique par une hélice N-
ter. Figure provenant de la référence (Sauvage and Terrak 2016).
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Réticulation du peptidoglycane. Une fois les chaines glycanes polymérisées par les glycosyltransférases
GT51 ou SEDS, les transpeptidases catalysent la formation des ponts interpeptidiques pour relier les
chaines glycanes entres elles et ainsi réticuler le peptidoglycane. La plupart des bactéries contiennent une
majorité de ponts de type 4->3 (Schleifer and Kandler 1972). La formation des ponts 4->3 est catalysée
par les D,D-transpeptidases qui appartiennent a la famille des PBP. Ces enzymes relient le b-Ala* d’une tige
pentapeptide donneuse a la chaine latérale du résidu en position 3 d’une tige peptidique accepteuse (DAP?
chez E. coli). L’ATP étant une molécule absente du périplasme, I’énergie de liaison nécessaire a la formation
d’un pont 4->3 provient de la coupure de la liaison D-Ala*-D-Ala® de la tige pentapeptide donneuse
(spécificité D,D) (Terrak et al. 1999). Par conséquent, le substrat donneur des D,D-transpeptidases est
obligatoirement une tige pentapeptide, alors que le substrat accepteur peut étre une tige penta, tetra ou
tripeptide, voir un simple acide aminé. Le large spectre d’accepteur possible est d’ailleurs utile pour
marquer le peptidoglycane de cellules vivantes avec des acides aminés de conformation D fluorescents
(Kuru et al. 2012). Les PBP seront décrites au chapitre 2.2. Les antibiotiques de la famille des B-lactamines,
comme la pénicilline, inhibent directement I'ensemble des protéines appartenant a la famille des PBP
(d’ou la désignation de « Penicillin-Binding Proteins ») et donc les D,D-transpeptidases qui appartiennent
a cette famille (Suginaka, Blumberg, and Strominger 1972; Yocum et al. 1979). Ces antibiotiques seront

détaillés dans le chapitre 2.3.

Il existe dans de nombreuses bactéries un autre type de pont, les ponts de type 3->3. Ces ponts sont en
général minoritaires chez E. coli et ne représentent que 5% du total des muropeptides en phase
exponentielle de croissance (Pisabarro, De Pedro, and Vazquez 1985). Néanmoins, les ponts 3—3 peuvent
étre majoritaires chez certaines espéces (comme les mycobactéries ou Clostridium difficile) et constituer
jusqu’a 80% du total des ponts (Lavollay et al. 2008, 2011; Peltier et al. 2011). La formation de ces ponts
est catalysée par les L,D-transpeptidases (LDT), qui permettent de relier les résidus en position 3 d’une tige
tetrapeptide donneuse a la chaine latérale du résidu en position 3 d’une tige peptidique accepteuse
(Mainardi et al. 2005). Les LDT ne sont pas apparentées aux D,D-transpeptidases de la famille des PBP.
L’énergie nécessaire a la formation d’un pont 3->3 provient de la coupure de la liaison DAP3-D-Ala* de la
tige tetrapeptide donneuse (spécificité L,D). La formation d’une tige tetrapeptide, qui sert de substrat
donneur des LDTs, est par conséquent nécessaire a la formation des ponts 3->3. Les tiges tétrapeptides
peuvent étre formées (i) par I'hydrolyse d’'un pont de type 4->3 par une endopeptidase ou (ii) par
I’hydrolyse de la liaison D-Ala*-D-Ala® d’une tige pentapeptide par une D,D-carboxypeptidase. Comme pour
les D,D-transpeptidases, la tige accepteuse des LDT peut étre une tige penta, tétra ou tripeptide.

Contrairement aux D,D-transpeptidases, les LDT ne sont pas ou peu inhibées par la majorité des B-
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lactamines . Seules les B-lactamines appartenant a la classe des carbapénemes sont des inhibiteurs
efficaces de ces enzymes (Triboulet et al. 2013). Les LDT sont également capable de remplacer I'acide
aminé en position quatre d’une tige tetrapeptide. Cette propriété a été utilisée en remplacant la D-Ala*
par des sondes fluorescentes dérivées d’acide aminés de conformation D pour localiser I'activité des LDTs
in vivo (Silva et al. 2018). L’analyse du peptidoglycane de E. coli cultivé en milieu riche révele souvent la

présence LDT-dépendante de tiges tetrapeptides avec la D-Ala* substituée par une Gly*. Le réle des L,D-

transpeptidases sera décrit au chapitre 2.5.

2.2 Les Protéines de Liaisons a la Pénicilline

Les bactéries possedent de nombreuses Protéines de Liaisons a la Pénicilline, ou PBP (pour « Penicillin-
Binding Proteins » en anglais). Les PBP ont été identifiées grace a leur capacité a se lier aux antibiotiques
de la famille des B-lactamines (Tipper and Strominger 1965; Wise and Park 1965). Les PBP sont
généralement classées en deux grands groupes : les PBP de haut poids moléculaire et les PBP de bas poids
moléculaires. Les PBP de haut poids moléculaires, qui comprennent les PBP de classe A et B (aPBP et bPBP),
sont des PBP transmembranaires qui possédent plusieurs modules et qui sont directement impliquées
dans la synthése du peptidoglycane. Les PBP de bas poids moléculaires, souvent regroupées sous le terme
PBP de classe C (cPBP), sont des hydrolases qui participent a la maturation du peptidoglycane.
Historiquement, pour chaque espéce, les PBP ont été identifiées en SDS-PAGE grace a des B-lactamines
radiomarquées, puis numérotées par ordre décroissant de taille (Spratt 1975). Ceci peut
malheureusement porter a confusion, car la numérotation des PBP peut changer complétement en
passant d’un organisme a un autre. Par exemple, la PBP1a, la PBP2 et la PBP3 de E. coli sont respectivement

les homologues de la PBP2, la PBP3 et la PBP1 chez S. aureus [voir (Sauvage et al. 2008) pour une revue].

Mécanisme catalytique. Le site catalytique des PBP est caractérisé par 9 résidus d’acides aminés trés
conservés. Le motif 1 (SXXK) dont fait partie la sérine catalytique, le motif 2 (SXN) et le motif 3 [KTG(T/S)]
forment le site catalytique des PBP (Goffin and Ghuysen 1998). Les PBP réalisent leur fonction par un
mécanisme catalytique a deux étapes (Figure 6). La premiére étape, commune a toutes les PBP, est
I’attaque nucléophile de la sérine catalytique de la PBP sur le carbone du groupement carbonyle du b-Ala*
d’une tige pentapeptide donneuse. Cette attaque nucléophile libére le D-Ala® de la tige peptidique et
forme une liaison ester entre le D-Ala* de la tige peptidique donneuse et la sérine catalytique de 'enzyme

(acyl-enzyme). La seconde étape qui differe en fonction des PBP, est la formation d'un pont

interpeptidique (D,D-transpeptidation ; aPBP et bPBP) ou [I'hydrolyse de [I'acyl-enzyme (D,D-
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carboxypeptidation ; cPBP). Dans le cas de la D,D-transpeptidation, la liaison ester est attaquée par le
groupement amine du résidu en position 3 d’une tige peptidique accepteuse, ce qui libere I'enzyme et
entraine la formation d’un pont interpeptidique de type 4->3 reliant le D-Ala* du donneur au résidu en
position 3 de I'accepteur (DAP3 chez E. coli). Dans le cas de la D,D-carboxypeptidation, la liaison ester de

I’acyl-enzyme est hydrolysée par une molécule d’eau, ce qui libére I’'enzyme et la tige tetrapeptide.

Disaccharide-tetrapeptide
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Donneur pentapeptide %
) 5 D,D-carboxypeptidation
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Acyl enzyme
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Figure 6. Réactions de D,D-carboxypeptidation et D,D-transpeptidation catalysées par les PBP.

L’attaque nucléophile de la sérine catalytique de la PBP sur la liaison amide reliant le D-Ala* au D-Ala® d’une
tige pentapeptide donneuse entraine la formation d’un acyl-enzyme reliant la sérine catalytique de la PBP
au D-Ala’ de la tige donneuse par une liaison ester, libérant le D-Ala®. Une molécule d’eau peut attaquer la
liaison ester et libérer I'enzyme et la tige tetrapeptide (D,D-carboxypeptidation). Le groupement amine du
résidu en position 3 d’une tige accepteuse peut attaquer la liaison ester et former un dimeére relié par un
pont de type 4->3 (D,D-transpeptidation).

E. coli posséde douze PBP : trois PBP de classe A (PBP1a, PBP1b et PBP1c, encodées respectivement par
les génes mrcA, mrcB et pbpC), deux PBP de classe B (PBP2 et PBP3, encodées respectivement par les
génes mrdA et ftsl) et sept PBP de classe C (PBP4, PBP4b, PBP5, PBP6a, PBP6b, PBP7 et AmpH, encodées

respectivement par les génes dacB, yfeW, dacA, dacC, dacD, pbpG et ampH).

PBP de classe A. Les trois PBP de classe A (aPBP) de E. coli sont des enzymes bifonctionnelles qui possédent
une activité glycosyltransférase et D,D-transpeptidase. Le domaine N-ter transmembranaire de
transglycosylation (GT51) est relié au domaine C-ter de D,D-transpeptidation par une attache et un
domaine régulateur qui permet I'interaction avec des lipoprotéines de la membrane externe (domaine
ODD pour laPBP1a et UB2H pour la PBP1b) (Figure 7). Les fonctions des PBP1a et PBP1b sont partiellement

redondantes car une seule des deux enzymes est suffisante pour soutenir la croissance (Yousif, Broome-
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Smith, and Spratt 1985). La fonction de PBP1c est encore inconnue et semble distincte de celles des PBP1a
et PBP1b (Schiffer and Holtje 1999). Les doubles mutants mrcA pbpC ou mrcB pbpC sont viables et la
surproduction de PBP1c ne permet pas la croissance d’un double mutant mrcA mrcB (Denome et al. 1999).
De plus, seule I'activité glycosyltransférase de la PBP1c a été démontrée expérimentalement et la plupart
des B-lactamines testées ne se fixent pas a son domaine D,D-transpeptidase, ce qui suggére que la PBP1c
est uniguement une glycosyltransférase. Par des expériences de |étalité conditionnelle avec des doubles
mutants mrcA IpoB ou mrcB IpoA, deux études indépendantes ont réussi a identifier les lipoprotéines
régulatrices de PBP1a et PBP1b (Paradis-Bleau et al. 2010; Typas et al. 2010). PBP1a et PBP1b sont
respectivement activées lorsque leur domaine régulateur entre en contact avec les lipoprotéines associées
LpoA et LpoB. L'activité D,D-transpeptidase de PBPla et PBPlb est couplée a leur activité
glycosyltransférase, mais l'inverse n’est pas vraie. Cela signifie que l'inactivation du domaine D,D-
transpeptidase des aPBP entraine une synthése de chaines glycanes non reliées par des ponts, alors que
I'inactivation du domaine glycosyltransférase inactive complétement I'enzyme (Sung et al. 2009; Terrak et
al. 1999). Des expériences de croissance menées dans des conditions de stress, comme la présence de B-
lactamines, de lysozyme, ou a des concentrations de pH variables, ont montré une redondance partielle
entre les couples PBP1a-LpoA et PBP1b-LpoB (Garcia del Portillo et al. 1990; Mueller et al. 2019; Ranijit,
Jorgenson, and Young 2017). Pendant longtemps PBP1a et PBP1b étaient respectivement considérées
comme les composants principaux de I'élongasome et du divisome (Typas et al. 2011). Des expériences in
vivo de tracage de molécule unique de PBPla ont cependant démontré |'absence de mouvement
hélicoidale de PBP1a, rejetant I’hypothése qu’elle puisse intervenir exclusivement dans I’élongasome (Cho
et al. 2016). PBP1a montre un déplacement bimodal qui consiste en des mouvements rapides de diffusion
a travers la membrane séparés par des pauses. Les auteurs suggerent que PBPla diffuse a travers la
membrane jusqu’a trouver une ouverture dans la couche de peptidoglycane, ce qui lui permet d’interagir
avec LpoA et de combler cette ouverture. Dans le sens de cette hypothése, une étude a montré que la
surexpression d’endopeptidase, ce qui participe théoriquement a la formation d’ouvertures dans la
couche de peptidoglycane, entraine une augmentation de la synthése du peptidoglycane par les aPBP (Lai,
Cho, and Bernhardt 2017). Les auteurs d’une autre étude ont également montré le méme schéma de
déplacement pour PBP1b et proposent que les aPBP ont un role de réparation du peptidoglycane
(Vigouroux et al. 2020). Néanmoins, le role de PBP1b dans la formation du septum n’est pas a exclure car
il y a un fort enrichissement de PBP1b au divisome et la protéine régulatrice CpoB coordonne I’activité D,D-
transpeptidase de PBP1b avec I'invagination de la membrane externe par le systéme Tol-Pal (Bertsche et

al. 2006; Gray et al. 2015).
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Figure 7. Structure de la surface moléculaire la PBP1b de Escherichia coli.

L’hélice transmembranaire (TM Helix), le domaine glycosyltransférase GT51 (GTase Domain), 'attache
(Linker), le domaine UB2H (UB2H Domain) et le domaine D,D-transpeptidase (TPase Domain) sont
respectivement colorés en cyan, bleu, rose, beige et vert. La moénomycine et I'ampicilline, qui inhibent
respectivement les domaines GTase et TPase sont représentées par des batonnets jaunes. Figure
provenant de la référence (King et al. 2017).

PBP de classe B. Les deux PBP de classe B (bPBP) de E. coli sont essentielles a la croissance. Ce sont des
enzymes monofonctionnelles qui possedent une activité D,D-transpeptidase. Leur domaine C-ter de D,D-
transpeptidation est semblable a celui des aPBP. Leur domaine N-ter transmembranaire ne possede
cependant pas d’activité catalytique et est probablement impliqué dans d’autres fonctions. Des études
structurales suggeérent que le domaine N-ter (également nommé domaine de morphogénése) pourrait
servir de piédestal au domaine C-ter pour atteindre la couche de peptidoglycane (Sauvage et al. 2014). Le
domaine N-ter intervient également dans des interactions protéines-protéines. Par exemple, |'interaction
du domaine N-ter de la PBP2 avec la protéine de I'’élongasome MreC stimule I'activité glycosyltransférase
de RodA (Contreras-Martel et al. 2017; Rohs et al. 2018). De méme, le domaine N-ter de la PBP3 de E. coli
lui permet de se localiser au divisome et d’y recruter la protéine FtsN qui stimule [Iactivité
glycosyltransférase de FtsW et PBP1b (Boes et al. 2019; Wissel and Weiss 2004). Les PBP2 et PBP3 de E.
coli fonctionnent en s’associant respectivement avec les glycosyltransférases SEDS RodA et FtsW dans
I’élongasome et dans le divisome (chapitre 2.1.3) (Cho et al. 2016; Spratt 1975; Taguchi et al. 2019).

L'inhibition respective de la PBP2 ou de la PBP3 entraine le méme phénotype que I'inactivation de RodA
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ou de FtsW, c’est-a-dire la formation de cellules sphériques ou de filaments. Chez d’autres espéces et
notamment chez les monodermes, des bPBP possédant une faible affinité pour les B-lactamines sont
souvent impliquées dans la résistance a cette famille d’antibiotique (PBP2a de Staphylococcus aureus ou

PBPS de Enterococcus faecium par exemple) (Fontana et al. 1994; Hartman and Tomasz 1984).

Un changement de paradigme a récemment eu lieu dans le role des différents couples glycosyltransférase-
D,D-transpeptidase dans la synthése du peptidoglycane. Avant la découverte des couples SEDS-bPBP, les
aPBP étaient considérées comme les principales enzymes contribuant a la synthése du peptidoglycane.
Les modeles les plus récents suggerent cependant que les couples SEDS-bPBP de I'élongasome et du
divisome sont les principales machineries de synthese du peptidoglycane, permettant de construire une
structure d’échafaudage (activité de « scaffolding » en anglais) dont les parties manquantes pour former
un peptidoglycane complet sont comblées par les aPBP qui fonctionnent de facon autonome (activité de
« gap-filling » en anglais) (Figure 8) (Cho et al. 2016; Vigouroux et al. 2020) [voir (Straume et al. 2021) pour
une revue sur le sujet]. Cette idée est d’autant plus soutenue par le fait que la quasi-totalité des phyla

bactériens posséde un couple SEDS-bPBP alors que les aPBP y sont parfois absentes (Meeske et al. 2016).
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Figure 8. Modele proposé d’élongation par les aPBP et les couples SEDS-bPBP.

(A) La synthése du peptidoglycane se fait par les couples SEDS-bPBP (jaune) qui se déplacent avec un
mouvement hélicoidal autour de I'axe polaire de la bactérie. L'espace entre les chalnes glycanes
synthétisées par les SEDS-bPBP est comblé par les aPBP immobiles. (B) Dans ce modeéle, les chaines
glycanes jaunes sont orientées grace au mouvement hélicoidal des SEDS-bPBP, alors que les chaines
glycanes bleu sont insérées par les aPBP de fagon anarchique.
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PBP de classe C. Les sept PBP de classe C (cPBP) de E. coli sont impliquées dans des processus de
remodelage et de maturation du peptidoglycane. Elles sont toutes accessoires et leurs fonctions seront
détaillées dans le chapitre 2.4. Les cPBP sont des D,D-carboxypeptidases qui hydrolysent la liaison D-Ala*-
D-Ala® d’une tige peptidique et/ou des endopeptidases qui hydrolysent les ponts interpeptidiques de type
4-53.

La PBP4b (YfeW), la PBP5 (DacA), la PBP6a (DacC) et la PBP6b (DacD) sont des D,D-carboxypeptidases
monofonctionnelles (Amanuma and Strominger 1980; Baquero et al. 1996; Spratt and Strominger 1976;
Vega and Ayala 2006). La PBP4b est totalement dispensable, il n'y a aucun phénotype associé a son
absence et son activité D,D-carboxypeptidase est faible (Vega and Ayala 2006). La PBP5 a la particularité
d’étre la PBP la plus produite chez E. coli ce qui en fait la D,D-carboxypeptidase majoritaire (Matsuhashi et
al. 1979; Spratt and Strominger 1976). PBP5 a également la particularité d’étre la seule PBP de E. coli a
étre trés peu inhibée par la majorité des B-lactamines (Kocaoglu and Carlson 2015). La PBP6a est fortement
produite en phase stationnaire mais son role physiologique est encore incertain (Buchanan and Sowell
1982; Van der Linden et al. 1992). PBP5, PBP6a et PBP6b sont ancrées a la membrane cytoplasmique par
une hélice amphiphile, qui est nécessaire a I'activité in vitro de PBP5 (Nelson and Young 2001; o’Daniel et

al. 2010).

La PBP7 est une endopeptidase 4->3 monofonctionnelle (Romeis and Holtje 1994). La protéase
périplasmique OmpT coupe la PBP7 lorsque les cellules d’E. coli sont lysées ou lorsque les membranes sont
perturbées par congélation-décongélation (Henderson, Dombrosky, and Young 1994). La version tronquée
de PBP7, qui releve d’un artefact méthodologique, a été désignée dans la littérature comme étant la PBPS.

La PBP7 est soluble et peu attachée a la membrane cytoplasmique (Barbas et al. 1986).

La PBP4 et AmpH sont bifonctionnelles et possédent une activité D,D-carboxypeptidase et une activité
endopeptidase 4->3 (Gonzalez-Leiza, de Pedro, and Ayala 2011; Korat, Mottl, and Keck 1991). La PBP4 est

majoritairement soluble alors que AmpH est lié a la membrane cytoplasmique.

2.3 Les B-lactamines

Les antibiotiques les plus couramment utilisés en thérapeutiques appartiennent a la famille des B-
lactamines. Ce succes est di a leur tres large spectre d’action ainsi qu’a leur propriétés
pharmacocinétiques (disponibilité orale, bonne diffusion tissulaire, peu de toxicité) (Lima et al. 2020). La

premiere B-lactamine identifiée, la pénicilline G, provient des champignons unicellulaires du genre
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Penicillium et a été découverte par Alexander Fleming en 1928 (Kong, Schneper, and Mathee 2010). Il aura
fallu attendre le début des années 1940 pour arriver a purifier cette molécule en quantité suffisante pour
pouvoir traiter des patients et entrer dans I'ére des antibiotiques. Le mode d’action et les cibles des j3-
lactamines, les PBP, auront ensuite été découverts dans les décennies suivantes (Park and Strominger
1957; Tipper and Strominger 1965; Wise and Park 1965). De nombreuses molécules de B-lactamines
appartenant a différentes classes ont ensuite été développées et optimisées pour traiter les infections
bactériennes. Aujourd’hui, en plus de leur énorme contribution au traitement des infections bactériennes,
les B-lactamines sont également un formidable outil de recherche pour comprendre la synthése de la paroi

bactérienne et pour décrypter les différents mécanismes de réponse aux stress de I'enveloppe.

Les classes des B-lactamines. Les B-lactamines présentent toutes une structure commune : un cycle
azétidine-2-one (hétérocycle azoté a quatre atomes substitué d’un groupement carbonyle, nommé
simplement cycle ou noyau B-lactame). Il existe plusieurs classes de B-lactamines en fonction de la nature
du cycle accolé au noyau B-lactame. Les principales familles de B-lactamines sont les pénames, les
céphémes, les carbapénémes et les monobactames (Figure 9). Il existe également des inhibiteurs de B-
lactamases (les enzymes qui dégradent les B-lactamines) qui appartiennent a des familles différentes de
B-lactamines [voir (Bush and Bradford 2016) pour une revue sur les B-lactamines]. La plupart des B-
lactamines ont été obtenues par hémisynthése, en modifiant des chaines latérales, pour améliorer la

disponibilité orale, la stabilité ou encore le spectre d’activité (Bush and Bradford 2016).

Les pénames, ou pénicillines, ont été les premiéres B-lactamines identifiées. Ce sont des molécules qui
proviennent initialement des fungi unicellulaires du genre Penicillium. Le noyau péname des pénicillines
est constitué d’un cycle thiazolidine fusionné au cycle B-lactame (Dalhoff and Thomson 2003). Ce cycle
saturé est composé de cing atomes dont un atome de souffre en position 4. L'ampicilline, I'amoxicilline et

le mecillinam sont trois représentants des pénicillines obtenus par hémisynthése.

Les céphémes, ou céphalosporines, different des pénicillines par la présence d’un cycle dihydrothiazine
fusionné au cycle B-lactame (Dalhoff and Thomson 2003). Ce cycle mono-insaturé en position C2-C3 est
composé de six atomes dont un atome de souffre en position 5. Les céphalosporines sont les B-lactamines
les plus abondantes et les plus utilisées en thérapeutique (Bush and Bradford 2016). Les céphalosporines
sont classées en cing générations en fonction de leur spectre d’activité et de leur date de
commercialisation. Le ceftriaxone et le céfsulodine sont deux représentants des céphalosporines de 3¢

génération obtenus par hémisynthése.
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Les carbapénémes different des pénames et des céphémes par la présence d’'un cycle pyrroline (ou
azoline) fusionné au cycle B-lactame (Papp-Wallace et al. 2011). Ce cycle mono-insaturé en position C2-C3
est composé de cing atomes et est dépourvu de souffre, contrairement aux pénames et aux céphéemes. La
liaison entre le C5 et le C6 des carbapénemes (dans le noyau B-lactame) est en configuration trans alors
qgue celle des pénames et des céphemes est en configuration cis. Les carbapénemes présentent des
concentrations minimales inhibitrices (CMI) extrémement basse vis-a-vis de la majorité des bactéries. Leur
tres large spectre, leur extréme efficacité a traiter des infections bactériennes et leur injection par
intraveineuse en font des antibiotiques de dernier recours. L'imipéneme et le méropéneme sont des

représentants des carbapénémes obtenus par hémisynthése.

Les monobactames sont des B-lactamines particulieres car elles possedent un simple cycle B-lactame
(Imada et al. 1981). Leur spectre d’action est plus restreint que les autres B-lactamines (Bush and Bradford
2016). L'aztréoname, obtenu par synthése totale, est le seul représentant commercialisé des

monobactames.

Les B-lactamines possedent des spectres d’action variés. Chez E. coli par exemple, le méropéneme inhibe
efficacement la PBP5 mais n’inhibe pas les aPBP, alors que I'ampicilline inhibe efficacement les aPBP mais
n‘inhibe pas la PBP5 (Curtis et al. 1979; Kocaoglu and Carlson 2015). L’ampicilline, le ceftriaxone et le
méropéneme sont typiquement des B-lactamines a large spectre, mais il existe certaines B-lactamines a
spectre trés restreint. Par exemple, toujours chez E. coli, le mecillinam inhibe spécifiquement la PBP2 de
I’élongasome, |’aztréoname inhibe spécifiqguement la PBP3 du divisome, et le céfsulodine inhibe
spécifiquement 'activité D,D-transpeptidase des PBP1a et PBP1b. Ces B-lactamines a spectre restreint sont
tres utilisées en recherche et permettent d’étudier spécifiquement I'élongation, la division et les
contributions relatives a la synthése du peptidoglycane des aPBP et bPBP (Atze et al. 2022; Cho, Uehara,
and Bernhardt 2014; Lai et al. 2017; Pazos et al. 2020).

32



Classe de

’ Structure Chaine(s) latérale(s) d’un représentant
B-lactamine
R Ampicilline NH,
H
5 N,
Péname R= -
0
Ceftriaxone /(|) ‘
N
A H .8
Céphéme R1= W — F
S N
>’,’N o OH
NH,
Imipénéeme
Ve :
Carbapénéme R1= HN R2= .-
—
o]
Aztréonam j)‘\w
Monob N 2
onobactame R = RZ= o sZoH

Figure 9. Structures des classes de B-lactamines.
Les structures des quatre classes de B-lactamines les plus communes (péname, céphéme, carbapénéme
et monobactame) sont présentées avec un représentant de chaque classe.

Mode d’action des B-lactamines. Les B-lactamines sont des inhibiteurs suicides des PBP. Les PBP sont
efficacement inhibées par les B-lactamines grace a la formation d’un acyl-enzyme liant la sérine catalytique
des PBP au groupement carbonyle du noyau B-lactame (Park and Strominger 1957; Tipper and Strominger
1965). Contrairement a la formation d’un acyl-enzyme avec une tige peptidique donneuse, la formation
de I'acyl-enzyme avec une B-lactamine est stable et permet d’inactiver I’enzyme de fagon irréversible. La
réactivité des B-lactamines avec les PBP provient en partie de la ressemblance structurelle entre les B-
lactamines et I'extrémité D-Ala*-D-Ala® des tiges pentapeptides du peptidoglycane (Figure 10).
L'inactivation des PBP essentielles par les B-lactamines déplace I'équilibre synthése-dégradation du
peptidoglycane vers la dégradation, ce qui diminue l'intégrité de I'enveloppe bactérienne et mene ala lyse

cellulaire (Tomasz 1979; Tomasz and Waks 1975).
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Figure 10. Analogie structurelle entre le substrat des PBP et les B-lactamines.
La structure de I'extrémité D-Ala*-D-Ala’ d’une tige pentapeptide présente des similarités avec la structure
des B-lactamines (rouge) et avec la répartition des électrons aux positions |, Il et Ill (bleu).

En plus d’un déséquilibre synthese-dégradation du peptidoglycane, 'inactivation des PBPs par les B-
lactamines entraine une cascade d’événements qui peut conduire in fine a la mort cellulaire (non-lytique).
Cette cascade d’événement n’est pas totalement comprise et est encore le sujet de nombreuses études.
Certaines d’entre elles ont notamment montré que la culture d’E. coli avec des concentrations
subinhibitrice d’ampicilline entraine une augmentation de la production d’especes réactives de I'oxygéne
(ROS) et de la fréquence de mutation (Gutierrez et al. 2013; Kohanski, DePristo, and Collins 2010). En 2014,
I’équipe de Thomas G. Bernhardt a démontré I'existence d’un cycle futile de synthése et de dégradation
du peptidoglycane lorsque les bactéries sont confrontées aux B-lactamines (Cho et al. 2014). Les auteurs
de cette étude ont montré que I'inhibition de la PBP2 par le mecillinam entraine la formation de chaines
glycanes non pontées (médiée par I'activité glycosyltransférase de RodA, qui n’était pas connu en 2014).
Ces chaines glycanes non pontées sont ensuite dégradées par la transglycosylase lytique Slt. Les fragments
de peptidoglycane générés par Slt sont recyclés dans le cytoplasme et vont alimenter la synthése du
peptidoglycane, entrainant le cycle futile décrit par les auteurs. En absence de Slt les chaines glycanes
formées par I'élongasome vont étre reliées au peptidoglycane préexistant par des ponts de type 33
(médiées par les L,D-transpeptidases). Les auteurs ont également montré que ce cycle futile était
spécifique da a I'inactivation des PBPs. L’'inhibition de la polymérization de MreB par le A22, qui inactive
indirectement I'activité de RodA et de la PBP2, n’entraine pas de cycle futile seul ou en présence de
mecillinam. Les auteurs suggérent que ce cycle futile est a I'origine de la diminution de la quantité de lipide
Il observée dans des cellules traitées aux B-lactamines (Kohlrausch and Holtje 1991). Cette hypothése est
en adéquation avec les résultats d’'une autre étude qui suggére que l'inactivation du domaine D,D-

transpeptidase de la PBP1a par le céfsulodine stimule son activité glycosyltransférase (Banzhaf et al. 2012).
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Dans une étude récente, I'’équipe de James J. Collins a essayé de comprendre au niveau méabolique la
cascade d’évenement induite par le mecillinam et le cycle futile (Lobritz et al. 2022). Les auteurs de cette
étude ont montré que l'exposition au mecillinam entrainait de trés nombreux changements
métaboliques. Le mecillinam entrainait (i) une augmentation des produits de la glycolyse, du cycle de Krebs
et de la voie des pentose phosphate, (ii) une augmentation de la respiration, (iii) une augmentation de la
quantité d’UDP-GIcNAc, (iv) une augmentation de la synthése des acides aminés et des protéines, (v) une
diminution de la charge énergétique des adenylates et (vi) un déréglement de I'environnement redox
intracellulaire. Les auteurs de cette étude conclut que I’'exposition au mecillinam, et par extension le cycle
futile, entraine une demande énergétique trés importante qui va carencer les cellules en ATP. La cellule
augmente alors la génération d’ATP par la glycolyse, le cycle de Krebs et la respiration. Cette augmentation
du métabolisme énergétique entraine un stress oxydant qui endommage les protéines, ce qui entraine
une augmentation de la synthése des protéines pour compenser les dégats. Cette synthése accrue des
protéines vient alors rajouter une demande énergétique supplémentaire, entrainant encore plus de
déreglements métaboliques et in fine la mort cellulaire. Ce modéle de mort cellulaire non-lytique proposé
est en adéquation avec une étude réalisée sur des bactéries monoderme de forme L (Kawai et al. 2019).
Les bactéries de forme L sont des bactéries sans peptidoglycane obtenue par traitement avec du lysozyme
et des B-lactamines, et cultivées dans un milieu osmoprotectant. Dans cette étude, les auteurs ont montré
qgue l'inhibition de la synthese du peptidoglycane entraine une augmentation de la glycolyse et de la
production de ROS. Les auteurs ont également montré que le traitement de Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus ou Listeria monocytogenes a la pénicilline G et au lysozyme dans un milieu
osmoprotectant permettait la formation de bactérie de forme L uniquement si le milieu de culture
contenait des sources de carbone stimulant la néoglucogénése plutdt que la glycolyse. Enterococcus
faecium, qui ne posséde pas de chaine respiratoire, échappait a la mort cellulaire dépendante de la

glycolyse et induite par les B-lactamines.

Toutes ces études montrent que les B-lactamines ont un impact qui va au-dela de la synthése du
peptidoglycane et touchent de nombreux aspects du métabolisme. L'état métabolique des cellules est par
conséquent un élément important pour la létalité des B-lactamines. Cette idée est notamment soutenue
par le fait que la létalité des B-lactamines est parfaitement corrélée a la vitesse de croissance (A. J. Lee et
al. 2018; Tuomanen et al. 1986). Cette notion de métabolisme actif nécessaire a la |étalité des B-lactamines
est également en adéquation avec I'existence d’interférence des B-lactamines avec le chloramphenicol (un

inhibiteur de la synthese des protéines) chez Klebsiella pneumoniae ou avec la bedaquiline (un inhibiteur
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de I'ATP synthase) chez Mycobacterium abscessus par exemple (Brown and Alford 1984; Lindman and Dick

2019).

Mécanisme de résistance aux B-lactamines. Les bactéries ont développé de nombreux moyens de défense
pour résister a I'action des B-lactamines (Figure 11) [voir (Blair et al. 2015) pour une revue sur le sujet]. La
premiere description d’'une enzyme capable de dégrader les B-lactamines remonte a 1940, avant leur
utilisation en thérapeutique (Abraham and Chain 1940). L'utilisation massive des antibiotiques, a la fois en
médecine humaine et en agriculture, entraine une énorme pression de sélection sur les bactéries. Cette
pression de sélection favorise |'apparition de résistance par mutation ou par transfert horizontal de genes.
Plusieurs mécanismes de résistance aux B-lactamines existent et les bactéries résistantes peuvent les
accumuler. L'apparition de souches multirésistantes difficiles a traiter amene parfois a des impasses

thérapeutiques.

Chez les bactéries didermes comme E. coli, les B-lactamines doivent pénétrer la membrane externe pour
atteindre les PBP. Les B-lactamines sont des molécules hydrophiles et pénétrent la membrane externe en
passant par des porines. Les principales porines de E. coli sont OmpF et OmpC, et toutes deux permettent
la pénétration des B-lactamines. Des substitutions dans les porines ou la modification du niveau
d’expression des genes codant pour les porines permettent de diminuer la pénétration des B-lactamines
(Cohen, McMurry, and Levy 1988; Lavigne et al. 2013; Novais et al. 2012; Tangdén et al. 2013; Ude et al.
2021).

Toujours chez les bactéries didermes, un autre moyen de diminuer la concentration périplasmique des -
lactamines est la production de pompes a efflux [voir (Du et al. 2018) pour une revue]. Les mutations
conduisant a une résistance par les pompes a efflux sont généralement situées dans des genes codant
pour des régulateurs transcriptionnels et entrainent une surproduction des pompes. Les pompes a efflux
transportent activement les B-lactamines du périplasme vers le milieu extérieur. Elles peuvent étre
spécifiques a certains antibiotiques ou avoir un large spectre et conférer de multiples résistances (Vargiu
and Nikaido 2012). Les pompes a efflux a large spectre appartiennent a la superfamille RND (pour
« Resistance, Nodulation, Cell division » en anglais). Chez E. coli, la pompe a efflux a large spectre
majoritaire est constituée des trois protéines AcrAB et TolC. AcrB s’assemble en homotrimere dans la
membrane interne et s’associe avec la protéine périplasmique AcrA et la protéine de la membrane externe
TolC qui forme un canal (Du et al. 2014). Des inhibiteurs des pompes a efflux de la famille RND sont
actuellement en développement et pourrait étre utilisés en combinaison avec des antibiotiques (Plé et al.

2022).
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Le mécanisme de résistance aux B-lactamines le plus couramment rencontré en thérapeutique chez les
bactéries didermes est la production d’enzymes capables d’hydrolyser ces antibiotiques, les B-lactamases
[voir (Tooke et al. 2019) pour une revue sur les B-lactamases]. En se concentrant dans le périplasme, les
B-lactamases sont capables d’hydrolyser les B-lactamines avant qu’elles ne rencontrent leurs cibles. Il
existe plusieurs classifications pour les B-lactamases. La classification d’Ambler, la plus couramment
utilisée, se base sur la comparaison des séquences protéiques et discrimine les B-lactamases en quatre
classes (A, B, C et D) (Ambler 1980). Les B-lactamases de classes A, C et D sont des enzymes qui dégradent
les B-lactamines grace a la formation d’un acyl-enzyme avec leur sérine catalytique. L’acyl-enzyme sera
ensuite hydrolysé, libérant I’enzyme et inactivant définitivement I'antibiotique. Les B-lactamases de classe
B sont des métallo-enzymes qui utilisent un ion zinc dans leur site actif pour faciliter I’hydrolyse des [3-
lactamines. Les B-lactamases peuvent également étre classées par leur capacité a hydrolyser les
pénicillines (pénicillinases), les céphalosporines (céphalosporinases) et/ou les carbapénémes
(carbapénémases) (Bush, Jacoby, and Medeiros 1995). La combinaison de carbapénémases et de
céphalosporinases a large spectre (ESBLs pour « Extended-Spectrum B-Lactamases » en anglais, capables
d’hydrolyser les céphalosporines et les pénicillines) a conduit a I'émergence d’isolats cliniques résistants a
toutes les B-lactamines (Lynch, Clark, and Zhanel 2013). La plupart des Enterobacteriaceae comme E. coli
possede le géne chromosomique ampC qui code pour une céphalosporinase de classe C (Jacoby 2009).
L'expression de ampC peut étre induite en réponse a des fragments de peptidoglycane dans le cytoplasme,
pouvant indiquer la présence de B-lactamines dans le périplasme. La surexpression de ampC en réponse
aux B-lactamines nécessite le régulateur transcriptionnel AmpR, absent des souches de laboratoire K-12
de E. coli. Des mutations dans le promoteur de ampC peuvent également augmenter le niveau
d’expression du géne et conférer une résistance aux B-lactamines. Plusieurs inhibiteurs de B-lactamases
existent. Les inhibiteurs de 1™ génération comme I'acide clavulanique possédent un noyau B-lactame et
réagissent avec les B-lactamases de classes A, C et D pour former un acyl-enzyme stable qui inactive
I'enzyme de facon irréversible. Les inhibiteurs de 2"% génération comme I'avibactam ont un cycle
diazabicyclooctane (abrévié en DBO) et fonctionnent d’une fagon similaire aux inhibiteurs de 1°¢
génération, a 'exception que leur inhibition est réversible (Ehmann et al. 2012). Les inhibiteurs de 1°© et

2"% génération ne sont cependant pas capables d’inhiber les métallo-B-lactamases de classe B.

Un mécanisme de résistance souvent rencontré chez les bactéries monodermes est I'expression de PBP
de faible affinité pour les B-lactamines. La PBP2a de Staphylococcus aureus, la PBP5 de Enterococcus
faecium et la PBP4 de Enterococcus faecalis sont toutes des bPBP de faible affinité qui montrent un niveau

d’acylation avec les B-lactamines trois fois plus faible que pour les autres bPBP (Lambert 2005; Zapun,
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Contreras-Martel, and Vernet 2008). La surexpression de ces PBP de faible affinité n’est cependant pas
suffisante pour conférer la résistance chez les entérocoques, et des substitutions d’acide aminés dans les
bPBP sont nécessaires (Klare et al. 1992). La résistance aux B-lactamines par des substitutions dans les PBP
est d’ailleurs fréguemment rencontrée. La présence de mutations dans la PBP4 de Pseudomonas
aeruginosa, dans la PBP1 de Helicobacter pylori, dans la PBP1 de Neisseria gonorrhoeae et dans d’autres
PBP d’autres espéces a déja été décrite dans la littérature (Bellido et al. 1990; Okamoto et al. 2002; Ropp
et al. 2002). En plus de simple ou multiples substitutions dans les PBP, des événements de recombinaisons
homologues entre espéces proches peuvent entrainer la formation d’alléle mosaique codant pour des PBP

de faible affinité (Lambert 2005).

Enfin, le dernier mécanisme de résistance aux B-lactamines décrit dans la littérature est le contournement
de l'activité D,D-transpeptidase des PBP par I'activité L,D-transpeptidase des LDT (Hugonnet et al. 2016;

Mainardi et al. 2000). Ce mécanisme de résistance sera décrit en détail dans le chapitre 2.5.2.
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Figure 11. Mécanismes de résistance aux B-lactamines chez les bactéries didermes.

Les B-lactamines pénétrent dans le périplasme en passant par les porines de la membrane externe. Les
bactéries sensibles (fond orange) sont tuées a cause de l'inhibition des PBP par les B-lactamines.
Confrontées aux antibiotiques (atb), les bactéries peuvent développer des résistances (fond bleu) en
diminuant I'expression des porines (diminution de la perméabilité), en produisant des pompes a efflux
(efflux de I'antibiotique), en produisant des PBP de faible affinité (modification des cibles), en produisant
des B-lactamases qui hydrolysent les B-lactamines (dégradation de I’antibiotique), et en contournant les
PBP par I'action des LDTs (L,D-transpeptidation).
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2.4 Les hydrolases du peptidoglycane

La premiére enzyme de dégradation du peptidoglycane identifiée, le lysozyme, a été découverte par
Alexander Fleming en 1922 (Fleming 1922). Il s’agit d’une N-acétyl-muramidase qui hydrolyse les liaisons
B-1,4 entre les MurNAc et les GIcNAc des chaines glycanes. Cette protéine est produite par de nombreuses
especes d’animaux et leur confére une protection relative contre les bactéries monodermes. De
nombreuses autres familles d’enzyme dégradant le peptidoglycane ont ensuite été décrites, et ces

enzymes, regroupées sous le terme d’hydrolases, sont nécessaire a la croissance des bactéries.

L’expansion de la surface du peptidoglycane lors de I'élongation et la séparation des cellules filles nécessite
la dégradation de matériel préexistant médiée par les hydrolases (Héltje and Heidrich 2001). Sans cette
dégradation, le peptidoglycane en expansion ne pourrait croitre qu’en épaisseur et le septum ne pourrait
pas étre dégradé, entrainant la formation de chainettes. La pression osmotique exercée par le cytoplasme
est présente tout au long du cycle cellulaire, par conséquent I'action des hydrolases doit intervenir de
facon coordonnée avec la synthese des nouvelles chaines glycanes. Les activités des différentes hydrolases
doivent étre finement régulées pour ne pas entrainer la lyse bactérienne induite par une dégradation
incontrolée du peptidoglycane. Il existe plusieurs familles d’hydrolases avec des enzymes aux fonctions
redondantes, classées pour leurs différentes capacités a dégrader une liaison particuliere du
peptidoglycane. Chez E. coli, il existe dans le périplasme quatre groupes d’hydrolases: les
transglycosylases lytiques, les amidases, les endopeptidases et les carboxypeptidases (Figure 12). La
redondance des hydrolases fait qu’aucune d’entre elles n’est spécifiquement essentielle pour la
croissance, et les délétions indépendantes des génes codant pour les hydrolases n’entrainent en général
pas ou peu de différences phénotypiques. L'absence d’activité transglycosylase lytique ou endopeptidase
n‘est pas compatible avec la croissance de E. coli, alors que l'absence d’activité amidase ou
carboxypeptidase est tolérée (Denome et al. 1999; Heidrich et al. 2001; Scheurwater and Clarke 2008;
Singh et al. 2012; Vollmer 2012). La redondance des différentes hydrolases est frappante et trois éléments
de réponse peuvent nous éclairer sur cette redondance. Tout d’abord, certaines d’entre elles peuvent
avoir une spécialisation spatio-temporelle et intervenir dans la régulation et la synthese du peptidoglycane
médiées par le divisome, I'élongasome ou les aPBP. Ensuite, certaines hydrolases peuvent étre spécialisées
pour répondre aux différentes conditions physicochimiques que les bactéries peuvent rencontrer, comme
des fluctuations de la température, du pH, de I'osmolarité, de la concentration de certains ions ou encore

la présence de molécules toxiques. Enfin, certaines hydrolases peuvent étre spécifiquement requises pour
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des processus cellulaires spécifiques tel que I'incorporation de complexes multiprotéiques a travers la

couche de peptidoglycane.
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Figure 12. Réactions catalysées par les hydrolases du peptidoglycane chez Escherichia coli.

Les enzymes et les liaisons coupées sont indiquées en rouge. Abréviations: D,D-CP, D,D-
carboxypeptidase ; ED, endopeptidase; G, GIcNAc; L,D-CP, L,D-carboxypeptidase ; LT, transglycosylase
lytique ; M, MurNAc.

Transglycosylases lytiques. Les transglycosylases lytiques sont des N-acétyl-muramidases qui catalysent
la coupure non hydrolytique de la liaison B-1,4 entre un MurNAc et un GIcNAc d’une chaine glycane (Holtje
et al. 1975). La réaction catalysée par les transglycosylases lytiques induit la formation d’une liaison
intramoléculaire entre le carbone C1 et le carbone C6 du MurNAc, formant une molécule de 1,6-anhydro-
MurNAc (anhMurNAc) a l'extrémité réductrice d’'une chaine glycane. Le role principal des
transglycosylases lytiques est la création d’espace dans le périplasme (Holtje 1998). En coupant les chaines
glycanes, elles limitent 'encombrement périplasmique, permettent la séparation du septum, I'expansion
et le recyclage du peptidoglycane, ainsi que I'incorporation de complexes multiprotéiques a travers la
couche de peptidoglycane (Koraimann 2003; Weaver et al. 2022). |l existe neuf transglycosylases lytiques
chez E. coli. Parmi ces neuf enzymes il y a sept lipoprotéines (MItABCDEF et RIpA), une enzyme soluble (Slt)

et une enzyme ancrée a la membrane interne (MItG).

Les activités in vitro de sept enzymes (MItABCDEF et Slt) ont été testées dans une étude qui montre des
préférences différentes de substrats (Lee et al. 2013). Sur des chaines glycanes non pontées, toutes les
transglycosylases lytiques testées présentaient une activité exolytique (qui coupe a I’extrémité des chaines
glycanes), et quatre d’entre elles (MItBDE et Slt) présentaient une activité endolytique (qui coupe dans les
chaines glycanes). Sur des chaines glycanes pontées, seules quatre enzymes (MItABC et Slt) présentaient
une activité exolytique. L’activité in vitro de MItA est plus importante a 30 °C qu’a 37 °C, et sa surexpression

a 30 °C se traduit par la formation de sphéroblastes, suggérant un role de MItA pour la croissance a des
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températures sous-optimales (Lommatzsch et al. 1997). Des analyses d’homologie de séquence suggerent
gue la protéine RIpA est une transglycosylase lytique mais son activité n’a jamais été démontrée chez E.
coli. L'activité de RIpA a seulement été démontrée pour la protéine homologue de Pseudomonas
aeruginosa (Jorgenson et al. 2014). Chez E. coli I'activité in vitro de RIpA pourrait nécessiter un activateur,

ou RIpA pourrait étre uniquement impliquée dans la régulation d’autres enzymes (Pazos et al. 2020).

L'enzyme MItG est particuliere car il s’agit de la seule transglycosylase lytique ancrée a la membrane
interne par un segment transmembranaire (Yunck, Cho, and Bernhardt 2016). Les auteurs de I'étude
identifiant MItG ont montré qu’elle s’associe a la PBP1b et qu’elle possede une activité endolytique. Les
auteurs proposent que MItG coupe les chaines glycanes en cours d’élongation pour permettre a PBP1b de
commencer |’élongation d’une nouvelle chaine glycane (fonction de « terminase »). D’autres travaux ont
ensuite montré que MItG interagit également avec RodA et qu’elle produit in vitro des chaines glycanes

composées de 7 sous-unités (Bohrhunter et al. 2021; Sassine et al. 2021).

L’enzyme Slt (encodée par le gene sitY) est également particuliere car il s’agit de la seule transglycosylase
lytique soluble (Holtje et al. 1975). La fonction de Slt serait la prévention de I'incorporation aberrante de
chafnes glycanes dans la couche de peptidoglycane par les L,D-transpeptidases lorsque le couplage entre
glycosyltransférase et D,D-transpeptidase est inactivé, notamment par I’action des B-lactamines (Cho et al.
2014). La structure de St est en forme d’anneau dans lequel se loge les chaines glycanes en cours de
dégradation (Van Asselt, Thunnissen, and Dijkstra 1999; M. Lee et al. 2018). La bulgécine A est un inhibiteur

spécifique de Slt (Templin, Edwards, and Holtje 1992).

Peu de phénotypes sont associés aux simples mutants des transglycosylases lytiques MItABCDEF. Une
triple délétion de m/tC, mitD et mitE induit un défaut de séparation des cellules filles et la formation de
courtes chainettes (de 3 a 6 cellules), et la délétion de mitF est impossible dans un mutant qui porte déja
les délétions de mItABCDE et sitY, démontrant ainsi le role essentiel des transglycosylases lytiques

(Heidrich et al. 2002; Scheurwater and Clarke 2008).

Amidases. Le terme amidase désigne les enzymes avec une activité N-acétyl-muramyl-L-alanine amidase.
Les amidases liberent les tiges peptidiques des chaines glycanes en catalysant I'hydrolyse de la liaison
amide entre le résidu D-Lac d’une molécule de MurNAc et le L-Ala® de la tige peptidique. Les amidases sont
principalement impliquées dans la séparation des cellules filles mais elles peuvent également avoir un réle
secondaire dans le recyclage du peptidoglycane (voir plus bas dans la section Recyclage du
peptidoglycane). Il existe cing amidases chez E. coli. Quatre d’entre elles sont périplasmiques (AmiABCD)

et une d’entre elles est cytoplasmique (AmpD).
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AmiA, AmiB et AmiC sont des amidases solubles. Elles sont spécifiquement actives sur des substrats
contenant MurNAc et ne fonctionnent pas sur des substrats anhMurNAc. AmiB et AmiC sont recrutées au
niveau du septum au moment de la division cellulaire grace a la protéine FtsN tandis que AmiA n’y montre
pas d’accumulation particuliere (Peters, Dinh, and Bernhardt 2011). Leurs fonctions sont néanmoins
redondantes car les simples délétions et les combinaisons de doubles délétions montrent toutes des
phénotypes similaires : la présence de septa épais et la formation de courtes chainettes allant de 3 a 4
cellules pour les simples mutants, et de 3 a 14 cellules pour les doubles mutants (Heidrich et al. 2001;
Priyadarshini, De Pedro, and Young 2007). Le triple mutant est également viable et entraine la formation
de longues chainettes allant de 20 a 60 cellules, démontrant ainsi le role des amidases dans la séparation
des cellules filles. L’activité de de AmiA, AmiB et AmiC est régulée par d’autres protéines. La protéine de
la membrane interne EnvC active AmiA et AmiB, et la lipoprotéine NlpD active AmiC (Uehara et al. 2010).
Un modele de régulation spatio-temporelle de AmiC a été proposé dans lequel I'invagination de la
membrane externe pendant la constriction de l'anneau Z, grace au systeme Tol-Pal, permet le
rapprochement de la lipoprotéine NIpD et de AmiC au niveau du peptidoglycane (Tsang, Yakhnina, and
Bernhardt 2017). La lipoprotéine ActS a récemment été identifiée comme étant également un activateur
des trois amidases AmiA, AmiB et AmiC (Gurnani Serrano et al. 2021). Contrairement a envC et nlpD, le

géne actS semble étre exprimé en conditions de stress de I'enveloppe.

AmiD est une lipoprotéine capable de libérer les tiges peptidiques des chaines glycanes, des disaccharides
et des monosaccharides contenant MurNAc ou anhMurNAc (formés par les transglycosylases lytiques)
(Uehara and Park 2007). Cette capacité a libérer la tige peptidique de substrats anhMurNAc fait de AmiD
une enzyme spécialisée dans le recyclage des fragments de peptidoglycane qui se trouvent dans le
périplasme. Contrairement aux trois autres amidases périplasmiques, son activité n’est pas requise pour

la séparation des cellules filles.

AmpD est une amidase cytoplasmique capable de libérer la tige peptidique des disaccharides et
monosaccharides contenant anhMurNAc (Hesek et al. 2009). AmpD est une amidase spécifiquement
requise pour le recyclage du peptidoglycane. L'inactivation de AmpD entraine |’accumulation
cytoplasmique des fragments de peptidoglycane recyclés GlcNAc-anhMurNAc-tripeptide (Jacobs et al.
1994).

Endopeptidases. Le terme endopeptidase désigne les enzymes capables d’hydrolyser la liaison amide qui
forme les ponts interpeptidiques du peptidoglycane de type 4->3 et/ou 3->3. A cause de la structure du

peptidoglycane en « filet » formée par des liaisons covalentes, les endopeptidases étaient prédites depuis
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plusieurs décennies comme ayant un réle crucial dans I'expansion du peptidoglycane (Figure 13) (Holtje
and Heidrich 2001; De Jonge et al. 1989). C'est en 2012 que I'équipe de Manjula Reddy a démontré
I'essentialité des endopeptidases dans la croissance de E. coli (Singh et al. 2012). Il existe huit
endopeptidases chez E. coli. Trois d’entre elles sont des endopeptidases a sérine-active appartenant a la
famille des PBP (PBP4, PBP7 et AmpH), deux d’entre elles sont des endopeptidases a cystéine-active
appartenant a la famille des NIpC/P60 peptidases (MepH et MepS), et les trois derniéres endopeptidases
sont des métalloenzymes qui appartiennent aux familles des LAS metallopeptidases, lysostaphin/M23
peptidases et M15 peptidases (MepA, MepM et MepK, respectivement). L’activité de ces huit
endopeptidases a été démontrée in vitro sur des sacculi ou des muropeptides purifiés (Chodisetti and
Reddy 2019; Engel et al. 1992; Gonzalez-Leiza et al. 2011; Keck and Schwarz 1979; Korat et al. 1991; Romeis
and Holtje 1994; Singh et al. 2012). Les huit endopeptidases sont capables d’hydrolyser les ponts 4->3.
MepA a été la premiére endopeptidase identifiée comme étant capable d’hydrolyser les ponts 4->3 et
3->3 sans préférence de substrat notable. Par la suite, MepK a également été identifiée comme étant
capable d’hydrolyser les deux types de ponts, mais avec une préférence trés marquée pour les ponts 3-3.
PBP4 et AmpH possédent également une activité D,D-carboxypeptidase (voir plus bas). Ces endopeptidases
sont principalement solubles, sauf AmpH qui est liée a la membrane interne, MepM qui est prédite comme
étant liée a la membrane interne, et MepS qui est une lipoprotéine de la membrane externe. MepH, MepM
et MepS sont les trois endopeptidases redondantes et essentielles pour I'expansion du peptidoglycane et
la croissance de E. coli, et un mutant qui porte les délétions des trois genes n’est pas viable (Singh et al.
2012). La triple délétion des génes codant pour MepA, PBP4 et la PBP7 aggrave le phénotype de chainette
observé dans un triple mutant amiA, amiB et amiC, suggérant un role de ces trois endopeptidases dans la
séparation des cellules filles (Heidrich et al. 2002). Un role de la PBP4 dans la division cellulaire a été
davantage confirmé dans une étude récente, dans laquelle les auteurs proposent une coordination entre

la PBP4 et les amidases pour le recrutement de FtsN au divisome (Verheul et al. 2022).
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Figure 13. Modele d'insertion des chaines glycanes par les endopeptidases.

D’aprés ce modele, une nouvelle chaine glycane est polymérisée (chaine A) par les glycosyltransférases
(GT, étape a) puis attachée au peptidoglycane préexistant (chaines 2 et 3) par les transpeptidases (TP,
étape b). L’hydrolyse des ponts interpeptidiques reliant les chaines 2 et 3 par les endopeptidases (ED,
étape c) permet I'ouverture de la couche de peptidoglycane et l'insertion de la chaine A (étape d). Ce
modele s’applique a I'élongasome dans lequel une chaine glycane s’insere a la fois (Atze et al. 2022).
D’autres modeles existent ou plusieurs chaines glycanes s’insérent en méme temps et ou les anciennes
chafnes sont dégradées par I'action des transglycosylases lytiques.

L'équipe de Thomas G. Bernhardt a montré que la surproduction des endopeptidases MepA, MepM, MepS
et PBP7 stimule la synthése du peptidoglycane par les aPBP, ce qui confére une résistance partielle au
mecillinam en redirigeant le flux des précurseurs du peptidoglycane de I’élongasome vers les aPBP (Lai et
al. 2017). Les auteurs suggérent que les ouvertures dans la couche du peptidoglycane induites par les
endopeptidases permettent a PBP1a et PBP1b d’interagir avec leur lipoprotéines respectives LpoA et LpoB.
Dans une autre étude, la méme équipe a ensuite montré que la surproduction des endopeptidases Mep$S
ou MepM, et donc la redirection de la synthése du peptidoglycane vers les aPBP, était létale dans un
mutant déficient du gene ftsP codant pour une protéine accessoire du divisome (Truong, Vettiger, and
Bernhardt 2020). Ces deux études suggérent que les endopeptidases MepA, MepM, MepS et PBP7 sont
impliquées dans la synthése du peptidoglycane médiée par les aPBP, et que la régulation de I’activité des
endopeptidases est cruciale pour permettre une bonne coordination spatio-temporelle entre synthése et
dégradation du peptidoglycane. La lipoprotéine Nlpl permet cette coordination en formant des complexes
multiprotéiques reliant PBP1a et LpoA aux endopeptidases MepS, MepM, PBP4 et PBP7 (Banzhaf et al.
2020). Nlpl sert également d’adaptateur qui guide MepS jusqu’a la protéase périplasmique Prc,
permettant de controler la quantité de MepS (Singh et al. 2015; Su et al. 2017). En adéquation avec ce role

régulateur, 'absence de Nlpl entraine une augmentation de la quantité de MepS dans le périplasme et la
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surexpression de Nlpl entraine une diminution de la quantité de MepS. Chez Vibrio cholerae, '’homologue
de MepM, ShyA, présente une conformation active (ouverte) et une conformation inactive (fermée) (Shin
et al. 2020). Les auteurs de cette étude ont montré que ce changement de conformation est conservé
entre les endopeptidases de cette famille d’enzyme, et donc qu’il s’applique également a MepM de E. coli.
Le mécanisme qui déclenche le changement de conformation est inconnu. Les auteurs proposent qu'’il
existe un réservoir d’endopeptidases inactives qui pourraient s’activer en fonction des conditions de
croissance. Une telle adaptation permettrait de réagir plus rapidement que par une régulation
transcriptionnelle a des changements dans les conditions du milieu extérieur. Une autre hypothése
présentée par les auteurs est qu'un changement de conformation pourrait s’opérer lorsque

I’endopeptidase détecte des différences de tension dans la couche de peptidoglycane.

D’autres roles ont également été attribués aux endopeptidases chez d’autres espéeces de bactéries. Chez
Helicobacter pylori par exemple, I'endopeptidase HdpA est impliquée dans la régulation de la morphologie
(Bonis et al. 2010). L'absence de cette endopeptidase modifie la forme des cellules et diminue la
colonisation de I'estomac des souris, alors que sa surexpression entraine la formation de cellules
sphériques. Chez Mycobacterium smegmatis, I'endopeptidase DacB2 est impliquée dans la maturation du
peptidoglycane et permet la transition entre un peptidoglycane néosynthétisé relié par des ponts 43 au
niveau des pdles vers un peptidoglycane maturé relié par des ponts 3-3 le long de la paroi latérale de la
bactérie (Baranowski et al. 2018). Chez Mycobacterium tuberculosis, I'’endopeptidase RipA est essentielle
pour la croissance des bactéries dans les macrophages et pour la persistance dans un modele murin (Healy,
Gouzy, and Ehrt 2020). Lors des infections par Neisseria gonorrhoeae, I'enzyme bifonctionnelle LdcA, une
endopeptidase et L,D-carboxypeptidase, contribue a la pathogénicité en permettant le relargage dans le
milieu extérieur de fragments de peptidoglycane portant des tiges tripeptides. Ces muropeptides sont

détectés par les récepteurs NOD1 du systeme immunitaire inné (Lenz, Hackett, and Dillard 2017).

Carboxypeptidases. Le terme carboxypeptidases désigne les enzymes qui hydrolysent la liaison amide
entre les acides aminés a I'extrémité d’une tige peptidique. Les D,D-carboxypeptidases hydrolysent la
liaison entre le D-Ala* et le D-Ala® d’une tige pentapeptide et les L,D-carboxypeptidases hydrolysent la
liaison entre le DAP? et le D-Ala* d’une tige tetrapeptide, relarguant dans les deux cas une molécule de D-

Ala.

Il existe six D,D-carboxypeptidases chez E. coli, et elles appartiennent toutes a la famille des PBP. Il s’agit
des PBP4, PBP4b, PBP5, PBP6a, PBP6b et de AmpH (voir chapitre 2.2 sur les PBP pour plus de détails). PBP4

et AmpH possédent également une activité endopeptidase 43 (voir plus haut). La PBP5, encodée par le
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géne dacA, est la D,D-carboxypeptidase majoritaire de E. coli. La PBP5 est insensible a la majorité des B-
lactamines, elle contribue a la morphologie et participe a la maturation du peptidoglycane dans
I’élongasome et le divisome (Kocaoglu and Carlson 2015; Nelson and Young 2000, 2001; Potluri et al. 2010;
Potluri, de Pedro, and Young 2012). La PBP6b a été identifiée comme importante pour conserver la
morphologie des cellules a pH acide (Peters et al. 2016). L'expression, la stabilité et I'activité de la PBP6b
augmente a pH 5, suggérant une spécialisation de cette D,D-carboxypeptidase pour la croissance en pH
acide. L'analyse du peptidoglycane de E. coli montre une quantité négligeable de tiges pentapeptides
(Glauner 1988; De Jonge et al. 1989). Cette observation démontre qu’au cours de la synthése des nouvelles
chaines glycanes, si une tige pentapeptide n’est pas utilisée par une D,D-transpeptidase pour faire un pont
43 elle sera immédiatement prise en charge et maturée en tige tetrapeptide par les D,D-
carboxypeptidases. Cette maturation immédiate des tiges pentapeptides pourrait avoir un role dans la
coordination entre transglycosylation et D,D-transpeptidation, empéchant a la derniere réaction de se
produire en dehors des sites de synthése des nouvelles chaines glycanes. Cette D,D-carboxypeptidation
guasi-immeédiate des tiges pentapeptides permet également de disposer sur la totalité de la surface du
peptidoglycane des tiges tetrapeptides qui pourront servir de substrats aux L,D-transpeptidases (voir
chapitre 2.5). Une étude récente a démontré que I'assemblage des OMP par le systtme BAM dans la
membrane externe était couplé a la synthése du peptidoglycane (Mamou et al. 2022). Les auteurs de cette
étude ont montré que les tiges tetrapeptides, mais pas pentapeptides, inhibent le complexe BAM et donc
la synthese des OMP. Les auteurs proposent donc que les OMP sont assemblées par le complexe BAM
dans les zones de synthese du peptidoglycane, ol il y a des tiges pentapeptides. Par conséquent, les D,D-
carboxypeptidases régulent également la synthése spatio-temporelle des OMP et contribuent ainsi a la
stabilité de la membrane externe. En plus des six D,D-carboxypeptidases présentées, les aPBP possedent
une faible activité D,D-carboxypeptidase in vitro (Egan et al. 2015; Typas et al. 2010). Cette légere activité
D,D-carboxypeptidase permettrait d’hydrolyser I'acyl-enzyme lorsque les D,D-transpeptidases ne trouvent
pas de tige peptidique accepteuse a proximité pour former un pont 4->3. Cette faible activité D,D-
carboxypeptidase n’a pas été démontrée pour les bPBP de E. coli mais il est probable qu’elles puissent

également réagir avec une molécule d’eau pour ne pas rester bloquées sous la forme d’acyl-enzyme.

LdcA est la seule L,D-carboxypeptidase monofonctionnelle de E. coli. LdcA est cytoplasmique et permet le
recyclage des tiges tetrapeptides en provenance du périplasme (voir plus bas dans la section Recyclage du
peptidoglycane) (Templin, Ursinus, and Holtje 1999). Tout comme les D,D-transpeptidases qui possédent
une activité D,D-carboxypeptidase, les L,D-transpeptidases possédent une activité L,D-carboxypeptidase in

vitro (Hugonnet et al. 2016; Triboulet et al. 2015). L’activité L,D-carboxypeptidase des LDT leur permettrait,
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comme pour les D,D-transpeptidases, de se libérer de la tige donneuse lorsqu’il n’y a pas de tige accepteuse

pour attaquer I'acyl-enzyme.

Recyclage du peptidoglycane. Les fragments de peptidoglycane générés par les hydrolases peuvent étre
recyclés dans le cytoplasme. Le recyclage du peptidoglycane n’est pas essentiel dans les conditions de
croissance en laboratoire, mais ce processus complexe est important pour (i) limiter les dépenses
énergétiques, (ii) détecter et réguler I’équilibre entre synthese et dégradation du peptidoglycane, et (iii)
éviter le relargage de molécules pro-inflammatoires reconnues par le systeme immunitaire inné (Bastos,
Wheeler, and Boneca 2020; Johnson, Fisher, and Mobashery 2013). Chez E. coli, 40 a 50% du
peptidoglycane est dégradé a chaque génération et plus de 90% des fragments sont recyclés (Figure 14).
Les tiges tetra ou tripeptides libres, générées par les amidases, s’associent aux protéines périplasmiques
MppA ou OppA qui amenent les tiges peptidiques vers la perméase Opp (composée des protéines
OppBCDF), qui assure leur transport jusqu’au cytoplasme (Park et al. 1998). Cette voie de recyclage des
tiges peptidiques libres générées par les amidases semble assez mineure car I'absence de Opp n’affecte
pas le renouvellement du peptidoglycane (Park 1993). La majorité du recyclage passe par les fragments de
GlcNAc-anhMurNAc additionnés ou non d’une tige peptidique, générés par les transglycosylases lytiques,
qui sont directement transportés dans le cytoplasme par la perméase AmpG (Jacobs et al. 1994). Une fois
dans le cytoplasme, les fragments GIcNAc-anhMurNAc sont pris en charge par 'amidase AmiD qui coupe
éventuellement la tige peptidique et par la glucosaminidase NagZ qui coupe la liaison entre le GIcNAc et
I'anhMurNAc. Le GIcNAc et 'anhMurNAc vont subir une série de réactions pour les convertir in fine en
glucosamine-6-phosphate qui pourra étre converti en fructose-6-phosphate pour entrer dans la glycolyse
ou en UDP-GIcNAc pour alimenter la synthése du peptidoglycane, des LPS ou des ECA (Johnson et al. 2013).
Les tetrapeptides importés du périplasme ou générés par AmiD sont convertis en tripeptides par I'activité
L,D-carboxypeptidase de LdcA. Les tripeptides sont ensuite liés a une molécule d’'UDP-MurNAc par la ligase
Mpl pour retourner dans la synthese du peptidoglycane, ou sont convertis en acide aminés par les enzymes
MpaA, YcjG et PepD. L'absence de LdcA entraine une accumulation |étale en phase stationnaire d’UDP-
MurNAc-tetrapeptides générés par Mpl (Templin et al. 1999). En absence de LdcA, "'UDP-MurNAc-
tetrapeptide généré par Mpl ne pourra pas étre converti en UDP-MurNAc-pentapeptide car la formation
de ce dernier nécessite I'ajout du dipeptide D-Ala*-D-Ala®> par MurF sur une molécule d’UDP-MurNAc-
tripeptide (voir chapitre 2.1.1). La toxicité des UDP-MurNAc-tetrapeptides générés par Mpl en absence de
LdcA a été attribuée au fait que les D,D-transpeptidases ne peuvent pas utiliser les tiges tetrapeptides

comme substrats.
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Figure 14. Recyclage du peptidoglycane chez Escherichia coli.

Les fragments de peptidoglycanes générés par les hydrolases sont transportés jusqu’au cytoplasme. Dans
le cytoplasme, les sucres sont transformés en Glc-6P qui alimente la glycolyse ou la synthése des
composants de I'enveloppe. Les tiges peptidiques peuvent étre dégradées en acide aminés ou recyclées
sur I'UDP-MurNAc pour directement alimenter la synthese du peptidoglycane.

2.5 Les L,D-transpeptidases

Dés la fin des années 1960, la communauté scientifique savait que les ponts de type 43 n’étaient pas les
seuls ponts du peptidoglycane de E. coli (Schwarz, Asmus, and Frank 1969). Dans le peptidoglycane de E.
coli, les ponts de type 3->3 représentent respectivement environ 5% et 13% de la totalité des
muropeptides en phase exponentielle de croissance et en phase stationnaire (Blasco, Pisabarro, and de
Pedro 1988; Glauner 1988; Pisabarro et al. 1985). Les enzymes responsables de la formation des ponts
3->3, les L,D-transpeptidases (LDT), ont été découvertes 36 ans apres l'identification de ce type de pont
(Mainardi et al. 2005). La premiére LDT identifiée provient d’'un mutant de Enterococcus faecium résistant
a I'ampicilline et sélectionné en laboratoire. Dans ce mutant, la L,D-transpeptidase Ldts, assure la
transpeptidation du peptidoglycane a la place des D,D-transpeptidases, conférant ainsi une résistance aux
B-lactamines. Aprés la découverte de Ldtm, d’autres LDT ont été identifiées et les analyses du

peptidoglycane d’autres bactéries ont révélé la présence d’une grande proportion de ponts 3-3 chez
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certaines d’entre elles. Les ponts de type 33 représentent entre 60 et 80% de la totalité des ponts chez
des bactéries pathogenes comme Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium abscessus et Clostridium
difficile (Figure 15) (Lavollay et al. 2008, 2011; Peltier et al. 2011). L'étude du réle physiologique des LDT

est aujourd’hui un sujet de recherche important qui occupe de nombreuses équipes a travers le monde.

Phylum/Espéce Proportion de ponts 333 (%)
Firmicutes
Enterococcus faecium 3
Clostridium difficile 70
Gammaproteobacteria
Escherichia coli 5
Pseudomonas aeruginosa 7
Enterobacter cloacae 20
Vibrio cholerae 2
Actinomycetales
Mycobacterium tuberculosis 60-80
Mycobacterium smegmatis 60
Mycobacterium abscessus 70
Corynebacterium jeikeium 40
Streptomyces coelicolor 60
Alphaproteobacteria
Agrobacterium tumefasciens 40-60

Figure 15. Proportions de ponts de type 3->3 dans diverses espéeces bactériennes provenant de quatre
phyla différents.

Les différentes valeurs proviennent des références (Brown et al. 2012; Cava, De Pedro, et al. 2011;
Hugonnet et al. 2014; Kumar et al. 2012; Lavollay et al. 2008, 2009, 2011; Mainardi et al. 2002; Peltier et
al. 2011; Pisabarro et al. 1985; Quintela, Caparrds, and de Pedro 1995; Rimal et al. 2022).

Structure des L,D-transpeptidases. Les LDT ne sont pas apparentées aux D,D-transpeptidases de la famille
des PBP. Différentes études structurelles montrent que la structure des LDT est conservée (Figure 16)
(Biarrotte-Sorin et al. 2006; Both et al. 2013; Correale et al. 2013). Les LDT fonctionnent en monomere et
sont composées d’'un domaine C-ter catalytique et d’'un domaine N-ter non catalytique, probablement
impliqué dans des interactions protéines-protéines et souvent ancré a la membrane interne. Le domaine
catalytique C-ter est un domaine YkuD (nommé par la ressemblance avec la L,D-transpeptidase putative
YkuD de Bacillus subtilis, qui est le premier représentant de la famille des L,D-transpeptidases dont la
structure a été résolue) (Bielnicki et al. 2006). Ce domaine contient la cystéine catalytique responsable de
la formation de I'acyl-enzyme avec les tiges tetrapeptides du peptidoglycane. Les LDT peuvent varier en
taille et en domaine. Chez Mycobacterium tuberculosis par exemple, Ldtme, et Ldtmis sont plus grandes que
Ldtme et Ldtmes car les deux premiéres LDT possedent un domaine supplémentaire qui pourrait leur servir
de piédestal, comme pour le domaine N-ter des bPBP. Chez E. coli, la LDT YcbB possede un domaine

d’interaction avec le peptidoglycane situé entres les domaines N-ter et C-ter. Les différences structurelles
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entre les LDT et les PBP font que les LDT sont uniguement inhibées par les B-lactamines de la famille des
carbapénémes, et parfois dans une moindre mesure par les céphalosporines. Les structures de plusieurs
LDT en complexe avec des carbapénémes ont été obtenues (Bianchet et al. 2017; Correale et al. 2013;

Kumar et al. 2017).

A

Figure 16. Structure de la L,D-transpeptidase modeéle Ldtm de Enterococcus faecium.

(A) Représentation des domaines N-ter de fixation au peptidoglycane (rose) et C-ter de L,D-
transpeptidation (bleu) de Ldt, (PDB 1ZAT). (B) La triade catalytique de Ldts, est composée d’une cystéine,
une histidine et une asparagine connectées par des liaisons hydrogénes.

2.5.1 Fonctions des L,D-transpeptidases

Les D,D-transpeptidases sont étudiées en détail depuis plus de 50 ans. Ce n’est que récemment que les
LDT ont commencé a étre étudiées étant donné leur découverte relativement récente. Contrairement aux
D,D-transpeptidases, il ne semble pas y avoir de fonction évidente que nous pouvons attribuer aux LDT.

Les LDT remplissent des fonctions assez variées qui different selon les especes.

Escherichia coli. |l y a six enzymes avec un domaine YkuD dont cing LDT chez E. coli. Les trois premiéres
LDT de E. coli a avoir été identifiées sont ErfK, Ybis et YcfS (renommées ensuite en LdtA, LdtB et LdtC,
respectivement). Ces trois LDT sont particulieres car elles ne forment pas de ponts de type 3-3, mais elles
ancrent la lipoprotéine de Braun (Lpp) au peptidoglycane (Braun and Wolff 1970; Magnet et al. 2007). La
réaction catalysée par ces trois LDT est la méme pour que pour la formation d’'un pont 3->3, a I'exception
que ce n’est pas un résidu DAP® d’une tige accepteuse qui attaque I'acyl-enzyme mais le groupement
amine de la lysine en C-ter de la Lpp (Figure 17). Ces trois LDT sont par conséquent importantes dans la

stabilité de I'enveloppe car elles assurent le seul lien covalent entre le peptidoglycane et la membrane
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externe. L'absence de ces trois LDT augmente la perméabilité de la membrane externe (Sanders and
Pavelka 2013). Les deux autres LDT a avoir été identifiées sont YcbB et YnhG (renommées ensuite en LdtD
et LdtE, respectivement). Ces deux LDT sont responsables de la formation des ponts de type 3->3 dans le

peptidoglycane de E. coli (Magnet et al. 2008).
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Figure 17. Réaction de L,D-transpeptidation catalysée par les L,D-transpeptidases.

L’attaque nucléophile de la cystéine catalytique de la LDT sur la liaison amide reliant le DAP? au D-Ala*
d’une tige donneuse tetrapeptide entraine la formation d’un acyl-enzyme reliant la cystéine catalytique
de la LDT au DAP? de la tige donneuse par une liaison thioester, libérant le D-Ala®. Le groupement amine
de la lysine N-terminal de la Lpp peut attaquer la liaison thioester et ancrer la Lpp au peptidoglycane
(réaction catalysée par ErfK, YbiS et YcfS). Le groupement amine du résidu en position 3 d’une tige
accepteuse peut attaquer la liaison thioester et former un dimeére relié par un pont de type 33 (réaction
catalysée par YcbB et YnhG).

YcbB est sous le contréle du régulateur transcriptionnel CpxR du systeme a deux composants de réponse
au stress de I’enveloppe Cpx (Bernal-Cabas, Ayala, and Raivio 2015; Delhaye, Collet, and Laloux 2016). Les
stress de I'enveloppe, comme des protéines mal repliées dans le périplasme ou les membranes, sont
détectés par la lipoprotéine NIpE et la protéine de la membrane interne CpxA, qui s’autophosphoryle et
active le régulateur transcriptionnel CpxR (Delhaye, Laloux, and Collet 2019). L’activation de CpxR
augmente le niveau d’expression de ycbB et augmente la quantité de ponts 3->3 dans le peptidoglycane.
YnhG est sous le contréle d’'un promoteur reconnu par le facteur ¢® (6, encodé par le géne rpoS) (Weber
et al. 2005). o° est un facteur sigma alternatif de réponse a différents stress qui contrdle en particulier
I’expression d’un grand nombre de génes induits en phase stationnaire [voir (Ishihama 2018) pour une
revue sur o°]. Des résultats non publiés obtenus au laboratoire ont montré que I'augmentation de la
quantité de ponts 3->3 observée en phase stationnaire est di a 'augmentation de I'expression de ynhG

(Blasco et al. 1988; Glauner 1988; Pisabarro et al. 1985).
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Bien que YcbB et YnhG soient finement régulées, ces deux LDT ne sont pas essentielles et leur absence
n‘impacte pas la survie en phase stationnaire, en faible osmolarité ou en présence de B-lactamines
(Sanders and Pavelka 2013). Le role de YcbB et de YnhG dans I’'homéostasie de |’enveloppe est par

conséquent le sujet de nombreuses études.

Le maillage du peptidoglycane forme des pores qui permettent la diffusion passive de nutriments et de
protéines (Meroueh et al. 2006). Des expériences sur des sacculi purifiés ont montré la diffusion a travers
le peptidoglycane de molécules d’environ 2 nm de rayon, ce qui correspond a des protéines globulaires de
22 a 24 kDa (Demchick and Koch 1996). Néanmoins, les auteurs précisent qu’un peptidoglycane étiré par
la pression osmotique du cytoplasme pourrait permettre la diffusion de protéines allant jusqu’a 50 kDa.
L'augmentation de la quantité totale de ponts dans le peptidoglycane grace a une augmentation de la
synthése des ponts 3->3 permettrait de diminuer cette diffusion en diminuant la taille des pores. Cela
pourrait permettre de diminuer le relargage de molécules dans le milieu extérieur et contribuer a limiter
les dépenses énergétiques. Une diminution de la taille des pores permettrait également d’augmenter la
rigidité du peptidoglycane et de potentiellement contrebalancer des défauts de l'enveloppe. En
adéquation avec sa régulation dépendante de ¢°, YnhG pourrait avoir un réle dans le contréle de la taille

des pores en phase stationnaire.

Une autre étude a également démontré I'existence de larges pores allant jusqu’a 66 nm? de surface sur
des sacculi purifiés (alors que la surface moyenne des pores est d’environ 5 nm?) (Turner et al. 2018). Des
protéases sont couramment utilisées pour la purification des sacculi, et ces larges pores pourraient
vraisemblablement venir de la protéolyse de complexes multiprotéiques traversant le périplasme et
reliant les membranes internes et externes (élongasome, divisome, pompe a efflux, flagelles, etc.). Les
auteurs suggerent assez naturellement que la présence de ces larges pores pourrait poser des problémes
majeurs a I'intégrité de I'enveloppe. En adéquation avec sa régulation dépendante de CpxR, YcbB pourrait
permettre de combler ces pores lorsque les machineries multiprotéiques se désassemblent. Dans le sens
de cette hypothese, une étude a montré un rble de YcbB lorsque le systeme d’export des LPS se
désassemble (More et al. 2019). Les auteurs ont montré qu’une diminution de la quantité de la protéine
LptC, impliquée dans le systeme d’export du LPS, induit une augmentation de la quantité de ponts 353
dans le peptidoglycane. La déplétion en LptC induit I'arrét de la croissance bactérienne, et la présence de
YcbB est nécessaire pour empécher la lyse des cellules. Ce sauvetage de la lyse bactérienne par YcbB,
induite par un défaut de synthése des LPS, nécessite I'activité D,D-carboxypeptidase de la PBP6a, I'activité

glycosyltransférase de la PBP1b ainsi que sa lipoprotéine associée LpoB. Les auteurs de cette étude
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proposent que YcbB est un composant essentiel d’'un systeme de réparation du peptidoglycane, un

« repairosome » (par analogie anglicisée avec I’'élongasome et le divisome).

La sixieme enzyme, YafK (renommée ensuite en LdtF, puis en DpaA), était considérée pendant longtemps
comme une LDT car elle posseéde un domaine YkuD, mais son activité L,D-transpeptidase n’avais jamais été
démontrée in vivo ou in vitro. Deux études récentes ont définitivement montré que YafK n’est pas une LDT
mais une endopeptidase particuliere qui coupe la liaison formée par ErfK, YbiS ou YcfS reliant une tige
tripeptide a la Lpp (Bahadur, Chodisetti, and Reddy 2021; Winkle et al. 2021). En hydrolysant la liaison
entre le peptidoglycane et la Lpp, YafK contribue notamment a la survie de E. coli lorsque les cellules

deviennent sphériques en présence de mecillinam.

Salmonella enterica. Comme chez E. coli, il existe cing LDT chez Salmonella enterica. La toxine typhoide
secrétée par le pathogene S. enterica sérovar Typhi est un facteur de virulence essentiel. La toxine est
produite dans le cytoplasme, exportée vers le périplasme et secrétée dans le milieu extérieur. La sécrétion
se fait au niveau des poles de la bactérie dans les vacuoles intracellulaires ou se trouve la bactérie (Chang,
Song, and Galan 2016). Une étude a montré que la toxine devait passer a travers le peptidoglycane pour
atteindre la membrane externe, ou elle pourra alors étre sécrétée (Figure 18) (Geiger et al. 2018). Le
passage de la toxine a travers le peptidoglycane fait intervenir la LDT YcbB (I’homologue de E. coli) ainsi
que la muramidase TtsA. Au niveau des pdbles de S. Typhi, le peptidoglycane est modifié par YcbB qui
catalyse la formation de ponts 3->3. La muramidase TtsA reconnait spécifiquement les ponts de type 353
et coupe les chaines glycanes modifiées par YcbB. L’action de YcbB et de TtsA permet ainsi de créer une
ouverture localisée dans la couche de peptidoglycane, ce qui permet le passage de la toxine. Cette étude
arévélé un nouveau role des LDT dans le transport et la sécrétion de toxine. Ce réle pourrait étre conservé

dans d’autres espéces et étendu a d’autres protéines.
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Figure 18. Mécanisme d'export de la toxine typhoide médié par YcbB chez Salmonella.

(1) Le modele propose que les trois sous-unités de la toxine typhoide passent a travers la membrane
interne (IM) par le systeme Sec pour rejoindre le périplasme ou la toxine est assemblée. (2) YcbB modifie
la couche de peptidoglycane au niveau des poles en ajoutant des ponts de type 3-3. La muramidase TtsA
reconnait spécifiguement ces ponts de type 33 et dégrade le peptidoglycane pour laisser passer la
toxine. (3) Une fois positionnée au niveau de la membrane externe (OM) la toxine est préte pour étre
excrétée dans le milieu extérieur si la membrane externe rencontre des perturbations. Figure provenant
de la référence (Geiger et al. 2018).

Vibrio cholerae. |l existe deux LDT chez Vibrio cholerae, LdtA et LdtB, qui ont respectivement une forte
identité de séquence avec YcbB et YnhG et avec ErfK, YbiS et YcfS de E. coli. En adéquation, LdtA catalyse
la formation de ponts 3->3 et LdtB catalyse I'ancrage de la Lpp au peptidoglycane (Cava, De Pedro, et al.
2011). LdtA et LdtB sont également capables de réaliser une réaction d’échange du résidu en quatrieme
position d’une tige tetrapeptide. LdtA et LdtB sont capables de remplacer la D-Ala* par un acide aminé de
conformation D dit « non-classique » car peu fréquent dans le peptidoglycane des bactéries. Les auteurs
de I'’étude ayant identifié LdtA et LdtB ont spécifiqguement montré que ces LDT pouvaient remplacer le D-
Ala* par un résidu D-Met*. Le D-Met est synthétisé dans le périplasme a partir de L-Met grace a la racémase
périplasmique BsrV. L’absence de D-Met* dans le peptidoglycane, obtenu par la double délétion de IdtA et
IdtB ou par la simple délétion de bsrV, entraine une accumulation anormale de peptidoglycane dans le
périplasme. Cette accumulation de peptidoglycane augmente la sensibilité des cellules aux stress

osmotiques. Ces acides aminés non-classiques de conformation D incorporés par les LDT sont donc
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importants pour la stabilité de I'enveloppe de V. cholerae et pourrait modifier les propriétés du

peptidoglycane ou réguler I'activité des PBP (Lam et al. 2009).

Mycobacterium. Les LDT sont particulierement importantes chez les bactéries du genre Mycobacterium.
Les chaines glycanes des mycobactéries pathogenes Mycobacterium tuberculosis et Mycobacterium
abscessus et de la mycobactérie modeéle non pathogene Mycobacterium smegmatis sont reliées par une
majorité de ponts de type 3->3 (60 a 80% de la totalité des ponts) (Lavollay et al. 2008, 2011; Rimal et al.
2022). Il existe cing LDT chez M. tuberculosis et chez M. abscessus (Ldtme a Ldtmes et Ldtmab: @ Ldtmabs,
respectivement), et six LDT chez M. smegmatis (LdtABCEFG). Un modeéle de synthese et de maturation du
peptidoglycane chez les mycobactéries a récemment été proposé (Figure 19) (Baranowski et al. 2018;
Garcia-Heredia et al. 2018; Shaku and Kana 2018). Les auteurs de ces études ont montré que I'activité des
LDT de M. smegmatis est localisée le long de la paroi latérale de la bactérie et pas au niveau des péles (ou
se situe la synthése du peptidoglycane chez les mycobactéries). En condition de faible osmolarité,
I’'absence des LDT de M. smegmatis entraine la formation de bourgeonnement sur la paroi latérale, suivi
de la lyse d’une partie de la population. L'endopeptidase 4->3 DacB2 coupe les ponts 4->3 du
peptidoglycane néosynthétisé le long de la paroi latérale, puis les LDT restaurent la réticulation en formant
des ponts 3->3 a partir des produits de DacB2. Les LDT sont donc impliquées dans la maturation du
peptidoglycane de M. smegmatis mais le réle physiologique de cette maturation n’est toujours pas
compris. En adéquation avec ce modeéle, I'absence de Ldtu et Ldtme, chez M. tuberculosis induit également
la formation de bourgeonnements le long de la paroi latérale (Schoonmaker, Bishai, and Lamichhanea
2014). Ces deux LDT sont également nécessaires a la pathogénicité de M. tuberculosis. L'infection de souris
avec un mutant de M. tuberculosis Aldty: Aldtye; n'entraine aucune mortalité jusqu’a 300 jours post-
infections, contre 100% de mortalité a 150 jours avec la souche sauvage. Enfin, I'absence des LDT de M.
smegmatis et |'absence de Ldtmy et Ldtue de M. tuberculosis entrainent une augmentation de la sensibilité
aux B-lactamines. Un peptidoglycane majoritairement réticulé par les LDT pourrait participer a la
résistance intrinséque des mycobactéries a cette classe d’antibiotique (en plus de la production de B-
lactamases). En accord avec cette hypotheése, les carbapénemes, qui inhibent les PBP et les LDT, sont des
antibiotiques efficaces in vivo contre M. tuberculosis en association avec I'acide clavulanique et font partie

des antibiotiques de 3™ ligne pour le traitement des tuberculoses multirésistantes (Hugonnet et al. 2009).
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Figure 19. Modeéle de maturation du peptidoglycane chez les mycobactéries.

La croissance des mycobactéries provient des poles dans lesquels les nouvelles chaines glycanes sont
reliées entre elles par des ponts de type 4->3 formés par les PBP. Au cours de la croissance, ces ponts 4->3
sont hydrolysés par une endopeptidase. L’hydrolyse des ponts 4->3 libére des tiges tetrapeptides utilisées
par les LDT pour former des ponts de type 3->3 et restaurer la fonction osmoprotectrice du
peptidoglycane. Figure provenant de la référence (Baranowski et al. 2018).

Caulobacter crescentus. || existe deux LDT chez Caulobacter cescentus, LdtD et YkuD. C. crescentus a un
cycle de vie dimorphique : une forme mobile avec un flagelle et une forme immobile adhérente a une
surface par I'intermédiaire d’un pédoncule (Skerker and Laub 2004). Le pédoncule est une structure qui
est une prolongation de I’enveloppe a un des deux péles de la bactérie. Une étude récente a montré que
ce pédoncule a la particularité d’avoir des ponts de type 3->3 dans son peptidoglycane, alors que le
peptidoglycane du reste de la bactérie n’est constitué que de ponts 43 (Stankeviciute et al. 2019). Les
auteurs de cette étude ont montré que LdtD est responsable de la formation des ponts 33 dans le
pédoncule et que I'expression de IdtD augmente pendant I'élongation du pédoncule. L’absence de ponts
3->3 d’une souche AldtD n’abolit pas la formation du pédoncule mais rend la souche plus sensible au

lysozyme, suggérant que LdtD participe a la maturation et a la solidité du pédoncule.

2.5.2 Contournement des PBP par les L,D-transpeptidases

Résistance aux B-lactamines médiée par les L,D-transpeptidases chez Enterococcus faecium. Ldts, a été

la premiere LDT découverte dans le cadre d’un projet qui consistait a identifier les mutations capables de
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conférer la résistance a I'ampicilline chez E. faecium (Mainardi et al. 2000). Les auteurs ont utilisé la souche
D344S, qui est sensible a 'ampicilline car elle porte la délétion du gene codant pour la PBP5 de faible
affinité, afin d’identifier des mutations dans d’autres PBP qui pourraient conférer une résistance a
I"ampicilline. Aprés cing étapes de sélection sur des concentrations croissantes d’ampicilline, le mutant
M512 a été obtenu. M512 a une CMI de I'ampicilline supérieure a 2000 pg/ml, contre 0,06 pug/ml pour la
souche parentale D344S. L’étude de la structure du peptidoglycane du mutant M512 par chromatographie
liquide a haute pression et spectrométrie de masse a révélé le remplacement total des ponts de type 4->3
par des ponts de type 33, qui ne représentaient que 0,7% du total des ponts dans la souche parentale
D344S. L'étude ultérieure de la composition du peptidoglycane des mutants intermédiaires (M1 a M4) a
révélé que I'augmentation de la CMI de I'ampicilline et le remplacement des ponts 43 par les ponts 353

étaient tous les deux progressifs (Figure 20) (Mainardi et al. 2002).

Proportion de ponts en Proportion de ponts en

absence d'amp (%) présence d'amp (%)
Souche CMiamp 433 3->3 433 33
(ng/ml)
D3445 0,06 96,9 31 75,0 25,0
M1 0,5 88,6 11,4 36,0 64,0
M2 1 88,1 11,9 33,0 67,0
M3 2 88,3 11,7 27,4 72,6
M4 128 71,3 28,7 28,5 71,5
M512 >2000 28,5 71,5 0,0 100

Figure 20. Proportions de ponts 4->3 et 3->3 dans les mutants résistants a I'ampicilline de D344S.

Les concentrations d’ampicilline (amp) utilisées sont respectivement de 0,03 ;0,12 ;0,25 ;0,5 ; 0,5 et 1000
pg/ml pour les souches D344S, M1, M2, M3, M4 et M512. Les différentes valeurs proviennent de la
référence (Mainardi et al. 2002).

A ce stade, les auteurs avaient identifié le contournement de I'activité D,D-transpeptidase par I'activité L,D-
transpeptidase comme nouveau mécanisme de résistance aux B-lactamines. La LDT responsable de ce
mécanisme de résistance, Ldti,, a par la suite été identifiée par génétique inverse (Mainardi et al. 2005).
A partir d’extraits bruts de E. faecium, les auteurs ont partiellement purifié 'enzyme qui possédait une
activité L,D-transpeptidase. Ils ont ensuite obtenu la séquence protéique de I'enzyme par séquengage N-
terminal. Le gene codant pour cette enzyme a ensuite été identifié dans le génome de E. faecium, et la
production de cette protéine chez E. coli a permis de démontrer pour la premiére fois I'activité L,D-

transpeptidase d’une protéine, Ldtm.

Aprés l'identification de Ldtm, les éléments nécessaires a I’activation du mécanisme de résistance aux -

lactamines médiée par Ldtm ont été recherchés. L’activité L,D-transpeptidase était détectée dans des
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extraits membranaires de la souche parentale D344S, indiquant que Ldtm était déja produite dans la
souche parentale bien qu’elle ne contribuait qu’a la formation de 3% du total des ponts du peptidoglycane.
Une activité D,D-carboxypeptidase insensible a 'ampicilline a été détectée dans les extraits membranaires
des mutants M4 et M512. Cette activité D,D-carboxypeptidase permettrait de fournir le substrat
tetrapeptide essentiel a I'activité de Ldtm. En adéquation avec cette hypothese, la quantité d’UDP-
MurNAc-tetrapeptides dans les mutants M4 et M512 avait fortement augmenté, suggérant que I’activité
D,D-carboxypeptidase identifiée était cytoplasmique. Cette D,D-carboxypeptidase insensible a I'ampicilline
a par la suite été identifiée et caractérisée in vitro (Sacco et al. 2010). Il s’agit de la métallo-D,D-
carboxypeptidase DdcY, homologue de VanY nécessaire pour la résistance a la vancomycine chez les
entérocoques (Arthur et al. 1999). L’expression de ddcY est controlée par un systéme a deux composants
DdcR/DdcS, et la surproduction de DdcY dans la souche M512 provient de la substitution T161A dans le
senseur DdcS qui abolit son activité phosphatase (Sacco et al. 2010). L’augmentation de I'activité D,D-
carboxypeptidase cytoplasmique est nécessaire mais pas suffisante pour le contournement des PBP par
Ldtim, car I'expression ectopique de ddcY ne conférait pas la résistance a I'ampicilline a la souche parentale
D344S mais augmentait le niveau de résistance du mutant M1 (Mainardi et al. 2002; Sacco et al. 2014).
M1 possede une mutation dans un opéron qui contient les genes stpA et stkA, qui encodent
respectivement une sérine-thréonine protéine phosphatase et une sérine-thréonine protéine kinase. La
mutation retrouvée chez le mutant M1 inactive completement la phosphatase StpA grace a la substitution
T101R, induisant une hyperphosphorylation de plusieurs protéines par StkA. Par conséquent, la résistance
aux B-lactamines médiée par le contournement des PBP par Ldtim chez E. faecium nécessite deux
facteurs essentiels : (i) la surproduction de la D,D-carboxypeptidase cytoplasmique DdcY, qui fournit le
substrat tetrapeptide de Ldtm, et (ii) une hyperphosphorylation de certaines protéines par la kinase StkA
(Figure 21) (Sacco et al. 2015). L'identification des protéines phosphorylées par StkA qui activent ce

mécanisme de résistance est actuellement en cours au laboratoire.
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Figure 21. Résistance aux B-lactamines médiée par Ldtim chez Enterococcus faecium.

Ce mécanisme de résistance chez E. faecium nécessite deux événements mutationnels. La premiére
mutation (1) entraine la production de DdcS T161A qui s’autophosphoryle et transfere le groupement
phosphate a DdcR qui induit I'expression de DdcY. La D,D-carboxypeptidase cytoplasmique DdcY fournit le
substrat tetrapeptide a Ldts, constitutivement exprimée. Le pont 33 formé par Ldtw, relie la Lys en
position 3 de la tige donneuse au résidu Asp ou Asn porté par la Lys en position 3 de la tige accepteuse. La
seconde mutation (2) entraine la production de la phosphatase StpA T101R inactive, entrainant une
hyperphosphorylation des protéines par I'activité de la kinase StkA. Les protéines hyperphosphorylées par
StkA nécessaires a I'activation du mécanisme de résistance sont inconnues.

Résistance aux B-lactamines médiée par les L,D-transpeptidases chez Escherichia coli. En 2016, le
laboratoire a montré que la résistance aux B-lactamines médiée par les LDT était également possible chez
E. coli (Hugonnet et al. 2016). Dans cette étude, le laboratoire a montré que la surexpression ectopique
du géne ycbB codant pour une LDT ne suffisait pas pour conférer la résistance aux B-lactamines. D’'une
facon similaire a E. faecium, il faut des facteurs supplémentaires pour activer le mécanisme de résistance.
Les auteurs ont montré que la surexpression du gene ycbB permettait néanmoins la sélection de mutants
résistants a de fortes concentrations d’ampicilline, alors qu’en absence de YcbB aucun mutant n’était
sélectionné. La méme expérience a été réalisée pour la deuxieme LDT de E. coli qui catalyse la formation
de ponts de type 33, YnhG, mais cette LDT n’est pas capable de contourner I'activité des PBP comme le
fait YcbB. Les mutants résistants a I'ampicilline surproduisant YcbB présentaient une quasi-totalité de
ponts 3->3 dans leur peptidoglycane lorsqu’ils étaient cultivés en présence d’ampicilline. Les auteurs ont

également purifié YcbB et démontré son activité L,D-transpeptidase in vitro pour la premiére fois.
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Les auteurs ont ensuite cherché par une approche gene candidat les partenaires fonctionnels de YcbB dans
la synthése du peptidoglycane. lls ont pour cela réalisé les mémes expériences de sélection de mutants en
surexprimant ycbB dans différentes souches portant la délétion d’'un géne codant pour un partenaire
potentiel de YcbB. Par cette approche, les auteurs ont démontré que I'apparition de mutants résistant a
I’ampicilline n’était pas possible en absence de la PBP5, de la PBP1b et de sa lipoprotéine associée LpoB.
Des sélections de mutants supplémentaires dans des souches possédant des alleles codant pour des
versions inactivées de PBP1b dans I'un des deux domaines ont permis de démontrer que c’est |'activité
glycosyltransférase de PBP1b et pas I'activité D,D-transpeptidase qui était nécessaire pour le mécanisme
de résistance. Le modele proposé suggere que PBP1b synthétise de nouvelles chaines glycanes, que les
tiges pentapeptides sont ensuite converties en tiges tetrapeptides par la PBP5, et ces tiges tetrapeptides
sont utilisées comme substrats par la LDT YcbB qui reliera les chaines glycanes entre elles. Cette expérience
présente cependant des limites car d’une part il y a de nombreux génes impliqués dans la synthese et la
dégradation du peptidoglycane (et ils n’ont donc pas tous été testés), et d’autre part beaucoup de ces

génes sont essentiels a la croissance bactérienne et ne peuvent donc pas étre testés par cette approche.

Les auteurs ont ensuite essayé d’identifier les mutations chromosomiques capables d’activer le
mécanisme de résistance lorsque YcbB est surproduite. Le séquencage de sept mutants indépendants a
permis l'identification de sept mutations différentes dans les génes codant pour des aminoacyl-ARNt
synthétases. Les auteurs ont supposé que ces mutations pourraient diminuer I'activité ou le niveau
d’expression de ces enzymes, mimant alors une carence en acide aminés et déclenchant la production de
I’alarmone (p)ppGpp par I'enzyme RelA. La production de (p)ppGpp et ses effets sont réunis sous le terme
de réponse stringente, qui sera détaillée dans le chapitre 3. En exprimant un alléle tronqué du géne relA
codant pour I'enzyme RelA’ qui synthétise de fagon constitutive du (p)ppGpp, les auteurs ont confirmé
gue c’est bien la production de cette alarmone qui active le mécanisme de résistance. Par conséquent, la
résistance aux B-lactamines médiée par le contournement des PBP par YcbB chez E. coli nécessite deux
facteurs essentiels : (i) la surproduction de la LDT YcbB, qui fonctionne avec I'activité glycosyltransférase
de la PBP1b et I'activité D,D-carboxypeptidase de la PBP5, et (ii) une surproduction de I'alarmone (p)ppGpp
(Figure 22).
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Figure 22. Résistance aux B-lactamines médiée par YcbB chez Escherichia coli.

Ce mécanisme de résistance chez E. coli nécessite deux principaux éléments. Le premier élément (1) est la
surproduction de la LDT YcbB. L’expression native de YcbB n’est pas suffisante pour conférer la résistance
aux B-lactamines. La surproduction de YchB est possible grace au plasmide pKT2(ycbB) qui porte le géne
ycbB sous controle d’un promoteur inductible par I'IPTG. YcbB assure I'activité de transpeptidation (TP).
Le second élément (2) est la production de I'alarmone (p)ppGpp. La production de (p)ppGpp peut venir de
mutations chromosomiques qui miment une carence en acide aminés, ou par la production de I'enzyme
RelA’ grace au plasmide pKT8(relA’) qui porte le géne relA’ sous contréle d’un promoteur inductible par le
L-arabinose. L’'activité glycosyltransférase (GT) de PBP1b, sa lipoprotéine LpoB ainsi que la D,D-
carboxypeptidase PBP5 sont essentielles au contournement des PBP par YcbB.

Bien que les deux mécanismes de résistance aux B-lactamines présentés dans ce chapitre sont possibles
grace au contournement des PBP par des LDT, les différences entre E. faecium et E. coli sont frappantes.
Tout d’abord, Ldtim de E. faecium est constitutivement produite en quantité suffisante pour conférer la
résistance, alors que E. coli a besoin de surproduire YcbB. A l'inverse, pour fournir les substrats
tetrapeptides des LDT E. faecium nécessite la surproduction de la D,D-carboxypeptidase cytoplasmique
DdcY alors que E. coli utilise la D,D-carboxypeptidase périplasmique PBP5 constitutivement produite en
qguantité suffisante. Enfin, pour activer le mécanisme de résistance, les deux espéces nécessitent un
évenement distinct aux effets pléiotropes : E. faecium nécessite une hyperphosphorylation des protéines
alors que E. coli nécessite la production de I’'alarmone (p)ppGpp. La résistance aux B-lactamines médiée

par le contournement des PBP par les LDT est donc possible dans des especes aussi éloignées que E.
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faecium et E. coli, ce qui suggére qu’un tel mécanisme de résistance pourrait également étre possible dans

d’autres especes bactériennes.

3. La réponse stringente

3.1 (p)ppGpp : synthese, dégradation et regulation

Lorsque les bactéries rencontrent des conditions environnementales qui limitent leur croissance, elles
déclenchent la synthése de guanosine 5’-diphosphate 3’-diphosphate (ppGpp) et de guanosine 5’-
triphosphate 3’-diphosphate (pppGpp), réunies sous le terme (p)ppGpp. Ce processus déclenche une
réponse pléiotrope complexe dénommeée la réponse stringente (le mot « stringente » est un anglicisme
qui provient de « stringent » qui devrait normalement se traduire par « stricte »). La production de
(p)ppGpp été identifiée pour la premiere fois il y a plus de 50 ans en réponse a une carence en acides
aminés (Cashel and Gallant 1969). Les auteurs de cette étude ont observé I'effet d’une carence en acide
aminés sur la quantité de nucléotides marqués au phosphore 32 en réalisant des autoradiographies sur
des gels en deux dimensions de métabolites extraits a I'acide formique. Ils se sont apercus que la carence
en acides aminés induisait une diminution de la quantité de nucléotides et I'apparition d’'une nouvelle
tache constituée de deux petites taches chevauchantes et qui migraient trés peu dans le gel. Les auteurs
ont nommé cette tache le « magic spot » et c’est aujourd’hui un terme récurrent pour désigner le
(p)pPGpp. Aujourd’hui de nombreux laboratoire étudient les effets de la réponse stringente ainsi que les
différents stress environnementaux capables de la déclencher. Les enzymes de la superfamille RSH
(RelA/SpoT Homologue) sont responsables de la synthése et de la dégradation du (p)ppGpp. Le (p)ppGpp
se fixe a de nombreuses enzymes et les cibles peuvent étre communes a différentes especes bactériennes

ou spécifiques a certaines d’entre elles.

Syntheése et dégradation du (p)ppGpp. La synthése du (p)ppGpp nécessite le transfert d’un pyrophosphate
d’une molécule d’ATP sur le groupement 3’-OH du ribose d’une molécule de GTP ou de GDP (Figure 23).
Ce transfert se produit par I'attaque nucléophile du groupement 3’-OH du ribose sur le phosphate B de
I’ATP (Steinchen et al. 2015). La dégradation du (p)ppGpp se produit par I’hydrolyse du groupement
pyrophosphate, reformant ainsi une molécule de GTP ou de GDP (Sy 1977). ll y a trois groupes d’enzymes
RSH : les longues RSH bifonctionnelles, les petites synthases SAS (pour « Small Alarmone Synthetases » en

anglais) et les petites hydrolases SAH (pour « Small Alarmone Hydrolyases » en anglais). Les longues RSH
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sont présentes chez les bactéries et dans les chloroplastes des plantes et des algues vertes (Atkinson,
Tenson, and Hauryliuk 2011; Jimmy et al. 2020; Takahashi, Kasai, and Ochi 2004). Les longues RSH
possedent plusieurs domaines répartis entre la région enzymatique N-ter et la région régulatrice C-ter. La
région N-ter posseéde un domaine synthase et un domaine hydrolase, alors que la région C-ter possede des
domaines impliqués dans la régulation des activités enzymatiques et dans des interactions protéines-
protéines. Les domaines de synthese et d’hydrolyse maintiennent un niveau de (p)ppGpp optimal en
fonction des conditions de croissance (Hogg et al. 2004). Une accumulation de (p)ppGpp peut étre toxique
et le domaine hydrolase permet d’éviter cette accumulation. E. coli et |la plupart des bactéries appartenant
aux classes des Betaproteobacteria et des Gammaproteobacteria possedent deux longues RSH, les
enzymes RelA et SpoT (Atkinson et al. 2011). Les bactéries appartenant aux autres classes possédent
généralement une longue RSH bifonctionnelle, Rel, ainsi que des SAS et SAH. RelA est monofonctionnelle
a cause de mutations dans le site actif du domaine hydrolase alors que SpoT est bifonctionnelle (Aravind
and Koonin 1998). Une étude a montré que RelA utilise préférentiellement le GDP pour former du ppGpp
et SpoT utilise préférentiellement le GTP pour former du pppGpp (Sajish et al. 2009). Les auteurs de cette
étude ont également montré que RelA était capable de synthétiser en faible quantité du pGpp a partir de
GMP mais la fonction de cette molécule est inconnue. Chez E. coli il existe également une troisieme
enzyme impliquée dans le métabolisme du (p)ppGpp mais qui n'appartient pas a la famille RSH. Cette
enzyme, GppA, hydrolyse le phosphate gamma en 5’ du ribose d’'une molécule de pppGpp et forme ainsi
du ppGpp (Hara and Sy 1983; Keasling, Bertsch, and Kornberg 1993). Les SAS et les SAH, absentes chez E.
coli, ne contiennent respectivement qu’un domaine synthase et hydrolase du (p)ppGpp. Ces enzymes sont
généralement dépourvues de domaine régulateur et leur activité est régulée au niveau transcriptionnel
en réponse a différents stress tels que la présence d’antibiotiques, d’éthanol ou d’un pH alcalin (Abranches
et al. 2009; Geiger et al. 2014; Nanamiya et al. 2008; Pando et al. 2017). RelZ est une SAS particuliere de
Mycobacterium smegmatis qui possede un domaine RNase impliqué dans la séparation des R-loops
(hybrides ADN-ARN), démontrant que les RSH peuvent avoir d’autres fonctions enzymatiques et suggérant

un réle du (p)ppGpp dans la réparation de I’ADN (Krishnan et al. 2016; Murdeshwar and Chatterji 2012).
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Figure 23. Schéma de synthése et de dégradation du (p)ppGpp.

Les enzymes RSH utilisent une molécule de GTP/GDP (1) et d’une molécule d’ATP (2) pour former le
(p)ppGpp (3) et de ’'AMP (4). Les RSH sont également capables d’hydrolyser le (p)ppGpp pour reformer du
GTP ou du GDP en libérant un pyrophosphate (PPi). Figure provenant de la référence (Beljantseva et al.
2017).

Régulation de RelA et SpoT. Les enzymes RelA et Rel interagissent avec les ribosomes qui régulent leurs
activités. Lorsque RelA ou Rel ne sont pas liées aux ribosomes, elles sont dans une conformation qui
favorise I'hydrolyse du (p)ppGpp (conformation sans activité pour RelA), et lorsqu’elles se lient aux
ribosomes elles sont dans une conformation qui favorise la synthése de (p)ppGpp (Arenz et al. 2016; Brown
et al. 2016; Gratani et al. 2018; Loveland et al. 2016). L'absence d’ARNt chargé suite a une carence en
acides aminés va stabiliser I'interaction entre RelA ou Rel avec le ribosome et permettre la synthése de
(p)ppGpp (Kudrin et al. 2018). Le (p)ppGpp se fixe a RelA sur le complexe RelA-ribosome et stimule aussi
sa propre synthese (Shyp et al. 2012). SpoT est la seule enzyme avec une activité hydrolase du (p)ppGpp
chez E. coli. SpoT est par conséquent cruciale pour (i) éviter la toxicité induite par I'accumulation de
(p)pPGpp et (i) maintenir le niveau intracellulaire basal de (p)ppGpp (Sarubbi, Rudd, and Cashel 1988; Xiao
et al. 1991). SpoT est capable d’augmenter ou de diminuer la concentration intracellulaire de (p)ppGpp en
interagissant avec plusieurs protéines. En réponse a une carence en source de carbone ou en phosphate,
la protéine YtfK est surproduite et se fixe a SpoT pour stimuler son activité synthase (Germain et al. 2019;
Meyer, Germain, and Maisonneuve 2021; Spira, Silberstein, and Yagil 1995). Toujours dans le cas d’une
carence en source de carbone, la protéine Rsd est capable de stimuler 'activité hydrolase de SpoT afin
d’éviter une trop forte accumulation de (p)ppGpp (J. W. Lee, Park, and Seok 2018). En réponse a une
carence en acide gras, les protéines porteuses d’acyle non chargées vont interagir avec SpoT et induire
une augmentation de la quantité de (p)ppGpp (Battesti and Bouveret 2006; Seyfzadeh, Keener, and
Nomura 1993). Enfin, une accumulation de (p)ppGpp dépendante de SpoT a également été observée en
réponse a une carence en fer mais le mécanisme activateur de cette accumulation n’est pas connu (Vinella

et al. 2005).
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3.2 Effets du (p)ppGpp

Le (p)ppGpp a des effets pléiotropes qui permettent I'adaptation a des conditions de croissance non
favorables. Le (p)ppGpp est capable de se fixer directement a plusieurs enzymes et de réguler leurs
activités (Zhang et al. 2018). Ces effets directs sont variés et touchent des enzymes impliquées dans
plusieurs voies métaboliques comme la synthese des nucléotides, la réplication de I’ADN ou encore la
maturation des ribosomes. Le ppGpp et le pppGpp sont respectivement de meilleurs régulateurs
d’enzymes chez E. coli et B. subtilis (Maciag et al. 2010; Mechold et al. 2013; Wang, Sanders, and Grossman
2007). Par conséquent, la concentration de ppGpp est plus importante que celle de pppGpp chez E. coli
(grace a I'activité de GppA notamment), alors que c’est I'inverse chez Bacillus subtilis (Keasling et al. 1993;
Samarrai et al. 2011). Cette simple différence entre E. coli et B. subtilis reflete la variabilité de la réponse
stringente chez les différentes espéces de bactéries. La régulation directe de I'activité de certaines
enzymes par le (p)ppGpp va également entrainer des effets indirects sur I’expression de nombreux génes
(Geiger and Wolz 2014; Sanchez-Vazquez et al. 2019). Ces effets indirects sont essentiels pour I'adaptation

des bactéries aux conditions environnementales déclenchant la réponse stringente.

Effets du (p)ppGpp sur la transcription. Chez les Proteobacteria, le (p)ppGpp est capable de se fixer a
I’ARN polymérase (RNAP) et de moduler son activité. Une étude récente a montré par RNA-seq que la
fixation du (p)ppGpp a la RNAP modifie le niveau d’expression de pres de 30% des genes de E. coli
(Sanchez-Vazquez et al. 2019). Les auteurs de cette étude ont montré qu’il n'y a presque pas de
changement d’expression des génes si la RNAP est incapable de fixer le (p)ppGpp, démontrant que la
guasi-totalité de la régulation transcriptionnelle de la réponse stringente passe par l'interaction entre le
(p)ppGpp et la RNAP. Il existe deux sites de fixation du (p)ppGpp sur la RNAP (Ross et al. 2016). Le site 1
est localisé a I'interface entre les sous-unités B’ et w (respectivement encodées par les genes rpoC et rpoZ).
Le site 2 est localisé a I'interface entre la sous-unité B’ et le régulateur transcriptionnel DksA. Le phénotype
d’une souche (p)ppGpp° (ArelA AspoT) ressemble fortement a celui d’'une souche AdksA, suggérant que la
fixation du (p)ppGpp au site 2 de la RNAP est responsable de la majorité des effets de la réponse stringente
chez E. coli. En se fixant a la RNAP, le (p)ppGpp déstabilise les complexes ouverts de transcription des
promoteurs instables (riches en GC entre le -10 et le +1) qui contrélent I'expression des ARN ribosomaux
et des ARN de transferts (Barker et al. 2001; Haugen et al. 2006; Reiness et al. 1975). En se fixant dans le
canal secondaire de la RNAP, DksA interfere avec le positionnement des ribonucléotides dans le site actif

de la RNAP et diminue également la stabilité des complexes ouverts de transcription dans les promoteurs
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instables des ARNr et ARNt (Doniselli et al. 2015). Par conséquent, le (p)ppGpp et DksA fonctionnent en
synergie pour diminuer la quantité d’ARNr et d’ARNt et in fine |la quantité de ribosomes et de protéines
(Molodtsov et al. 2018; Paul et al. 2004). En plus de diminuer la transcription des ARNr et ARNt, le (p)ppGpp
et DksA diminuent également I'expression des génes codant pour les protéines ribosomales (Lemke et al.
2011). Cette forte diminution de ribosomes en situation de carence assure a la bactérie une énorme
économie d’énergie. En déstabilisant les complexes ouverts des promoteurs instables reconnus par le
facteur sigma végétatif 0’ et en modulant I'affinité de la RNAP pour les différents facteurs sigma, le
(p)ppGpp et DksA favorisent également le recrutement de facteurs sigma alternatifs et contribuent a
augmenter le niveau d’expression des génes impliqués dans les réponses aux stress (Jishage et al. 2002;
Mauri and Klumpp 2014; Sharma and Chatterji 2010). Le (p)ppGpp et DksA sont également impliqués dans
I"augmentation du niveau d’expression des genes de biosynthése des acides aminés qui sont sous contréle
de promoteurs stables (riches en AT entre le -10 et le +1) (Barker et al. 2001; Paul, Berkmen, and Gourse
2005; Traxler et al. 2008). Chez les Firmicutes et les Actinobacteria, le (p)ppGpp ne se fixe pas a la RNAP
mais exerce tout de méme une régulation transcriptionnelle indirecte sur plusieurs genes. Chez Bacillus
subtilis et Staphylococcus aureus par exemple, les quatre premiers nucléotides nécessaires a la
transcription des ARNr sont généralement des GTP (Kastle et al. 2015; Krasny and Gourse 2004). En
inhibant directement les enzymes impliquées dans la synthése du GTP (voir plus bas), le (p)ppGpp permet
de diminuer indirectement l'initiation de la transcription des ARNr. De plus, chez les Firmicutes le
répresseur transcriptionnel CodY réprime I'expression de plus d’une centaine de genes lorsque la
concentration intracellulaire en GTP est élevée (Geiger and Wolz 2014; Sonenshein 2005). L'inhibition de
la synthése du GTP par le (p)ppGpp permet donc de lever la répression de CodY et d’induire I'expression

des genes de ce régulon.
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Figure 24. Effet indirects du (p)ppGpp sur I'expression des genes.

(A) Chez les Proteobacteria, le (p)ppGpp se fixe a I’ARN polymérase (RNAP) avec le régulateur
transcriptionnel DksA. La fixation du (p)ppGpp et de DksA a la RNAP augmente le niveau d’expression des
génes de biosynthése des acides aminés (1), diminue I'expression des ARNr et ARNt (2), et augmente la
disponibilité de la RNAP pour les facteurs sigma alternatifs et augmente le niveau d’expression des genes
dépendant de ces facteurs sigma (3). (B) Chez les Firmicutes et les Actinobacteria, le (p)ppGpp diminue la
concentration en GTP ce qui empéche la transcription des ARNr et ARNt qui dépendent d’une ou de
plusieurs molécules de GTP pour initier la transcription. (C) Chez les Firmicutes, lorsque les concentrations
en GTP sont élevées le répresseur transcriptionnel CodY empéche la fixation de la RNAP sur certains
promoteurs. En diminuant la concentration en GTP, le (p)ppGpp leve la répression et permet |'expression
des genes du régulon Cody.

Effets du (p)ppGpp sur la synthése des nucléotides. La synthese d’une molécule de (p)ppGpp consomme
une molécule d’ATP et une molécule de GTP ou de GDP. Par conséquent, la synthéese du (p)ppGpp participe
per se a la diminution de la quantité intracellulaire de ces trois nucléotides. Le (p)ppGpp est également
capable d’inhiber directement des enzymes impliquées dans la voie de synthése de novo et dans le
recyclage des purines (Figure 25) (Gallant, Irr, and Cashel 1971). L’inhibition de la synthése de novo des
purines passe par la fixation du (p)ppGpp a PurF, inhibant ainsi la conversion du PRPP en IMP (Wang et al.
2019). Le (p)ppGpp impacte aussi les étapes suivantes en inhibant I'enzyme PurA impliquée dans la
synthése de I'ATP a partir de I'[MP ainsi que les enzymes GuaB et Gmk impliquées dans la synthése du GTP
a partir de I'IMP (Hou et al. 1999; Kriel et al. 2012; Liu et al. 2015). GuaB et Gmk sont respectivement

faiblement inhibées par le (p)ppGpp chez B. subtilis et E. coli. L'inhibition de la voie de recyclage des

67



purines chez E. coli passe par l'inhibition de I'enzyme Gsk qui convertit respectivement l'inosine et la
guanosine en IMP et GMP (Wang, Grant, and Laub 2020). Le (p)ppGpp inhibe également I'enzyme Hpt qui
convertit respectivement I’hypoxanthine et la guanine en IMP et en GMP, ainsi que I'enzyme Gpt qui
convertit la xanthine en XMP (Hochstadt-Ozer and Cashel 1972; Zhang et al. 2018). Enfin, le (p)ppGpp
participe directement a la dégradation des nucléotides en se fixant a la nucléotide 5’-monophosphate
nucléosidase PpnN et en stimulant son activité enzymatique (Zhang et al. 2019). L'inhibition directe des
enzymes impliquées dans la synthése des purines a des effets indirects sur la réplication, la transcription

et la traduction.
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Figure 25. Effets du (p)ppGpp sur la synthese des nucléotides.

Le (p)ppGpp inhibe directement plusieurs enzymes impliquées dans la synthese des nucléotides puriques.
La voie de synthése de novo est représentée en noir et la voie de recyclage en vert. Abréviations : PRPP,
5’-phosphoribosyl-1-pyrophosphate; IMP, inosine  5-monophosphate; XMP, xanthine 5'-
monophosphate; GMP/GTP, guanosine 5’-mono/triphosphate; AMP/ATP, adénosine 5'-
mono/triphosphate.

Effets du (p)ppGpp sur la réplication de ’ADN. La réplication de I’ADN est inversement proportionnelle a
la quantité intracellulaire de (p)ppGpp (Ferullo and Lovett 2008; Schreiber, Ron, and Glaser 1995). Le
(p)ppGpp régule la réplication de I’ADN au niveau de l'initiation et de I'élongation. L'initiation de la
réplication nécessite I’ATPase DnaA qui se fixe a I'origine de réplication du chromosome oriC lorsque celle-
ci est négativement surenroulée (Magnan and Bates 2015). En se fixant a la RNAP, le (p)ppGpp empéche
la reconnaissance d’un des deux promoteurs de dnaA et diminue le niveau d’expression de ce gene

(Chiaramello and Zyskind 1990; Riber and Lgbner-Olesen 2020). De plus, le (p)ppGpp diminue le niveau de
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surenroulement négatif de I’ADN et diminue la reconnaissance de oriC par DnaA (Kraemer, Sanderlin, and
Laub 2019). Le mécanisme aboutissant a la diminution du surenroulement négatif de I’ADN par le
(p)ppGpp n’est pas encore déterminé et pourrait provenir de la diminution du niveau global de
transcription ou de la régulation transcriptionnelle ou enzymatique de gyrases et topoisomérases.
L’élongation de I’ADN nécessite la primase DnaG qui synthétise les amorces ARN utilisées pour former les
fragments d’Okazaki pendant la réplication du brin retardé (le « lagging strand » en anglais) (Rowen and
Kornberg 1978). Le (p)ppGpp diminue la vitesse d’élongation de I’ADN en inhibant directement la primase
DnaG (Maciag et al. 2010; Wang et al. 2007).

Effets du (p)ppGpp sur les ribosomes. En plus de I'effet du (p)ppGpp sur la transcription des ARNr, le
(p)ppGpp diminue davantage la quantité de ribosomes en inhibant les GTPases ObgE, RsgA et Era
impliquées dans la maturation des sous-unités 30S et 50S et en augmentant |'expression des génes hpf,
rmf et raiA impliqués dans I’hibernation des ribosomes (Corrigan et al. 2016; Feng et al. 2014; lzutsu,
Wada, and Wada 2001; Zhang et al. 2018) [voir (Prossliner et al. 2018) pour une revue sur I’hibernation
des ribosomes]. Le (p)ppGpp diminue également I'initiation, I’élongation et |la terminaison de la traduction
en inhibant les GTPases associées aux ribosomes. Par compétition avec le GTP, le (p)ppGpp inhibe les
facteurs d’initiation IF2, d’élongation EF-Tu et EF-G et de relargage RF3 (Kihira et al. 2012; Milon et al.
2006; Rojas et al. 1984). IF2 s’associe a la sous-unité 30S et a un ARNt-fMet pour recruter la sous-unité 50S
et ainsi former le ribosome 70S, EF-Tu apporte les ARNt-aminoacylés aux ribosomes, EF-G assure la
translocation de la chaine peptidique en cours d’élongation, et RF3 permet le relargage du peptide et le

désassemblage du ribosome 70S [voir (Rodnina 2018) pour une revue sur la traduction].

Effets du (p)ppGpp sur la synthése des lipides. Pour éviter une augmentation incontrélée du volume
cytoplasmique qui dépasserait la capacité des membranes, le (p)ppGpp est produit en réponse a une
carence en acides gras (Vadia et al. 2017). En plus de la synthese de (p)ppGpp induite par SpoT et les
protéines porteuses d’acyles non chargés, une carence en acides gras entraine également une diminution
de la quantité de lysine qui déclenche la synthése de (p)ppGpp par RelA (Battesti and Bouveret 2006; Sinha
et al. 2019). L'inhibition de la synthese des phospholipides ou du LPS de la membrane externe de E. coli
induit également la production de (p)ppGpp, et I'alarmone évite la lyse en faisant entrer les bactéries dans
un état de semi-dormance (Roghanian et al. 2019). Le (p)ppGpp régule I'activité d’enzymes et I'expression
de genes impliqués dans la synthese des lipides. Le (p)ppGpp diminue I'expression du géne plsB qui code
pour I'enzyme responsable de la premiére étape de synthese des phospholipides, et des génes fabABHDG

qui codent pour les enzymes responsables de la synthese des acides gras (My et al. 2013; Podkovyrov and
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Larson 1996; Wahl et al. 2011). Le (p)ppGpp inhibe directement les activités de FabA et FabZ responsables
de I'élongation des chaines d’acide gras, de I'acétyl-CoA carboxyltransférase (composée des protéines
AccA et AccD) nécessaire a la formation de malonyl-CoA utilisé par les protéines porteuses d’acyles, et de
PgsA responsable de la synthése des phosphatidylglycérols et des cardiolipines (Merlie and Pizer 1973;
Polakis, Guchhait, and Lane 1973; Stein and Bloch 1976).

Effets du (p)ppGpp sur la réparation de I’ADN. Des études datant du début des années 2000 ont montré
un lien entre la réponse stringente et la réparation de I’ADN (McGlynn and Lloyd 2000; Trautinger et al.
2005; Trautinger and Lloyd 2002). Ces études ont notamment montré que I'absence de production de
(p)ppGpp augmente davantage la sensibilité aux radiations UV d’une souche portant les délétions des
génes ruvABC (codant pour des protéines nécessaires a la résolution des jonctions Holliday formées par
les événements de recombinaisons homologues). Des mutations dans spoT entrainant une forte
production de (p)ppGpp, ou des mutations dans le géne rpoB (codant pour la sous-unité B de la RNAP)
mimant les effets de la fixation du (p)ppGpp a la RNAP sont capables de diminuer la sensibilité aux UV des
mutants ruvABC. Lorsque la RNAP est bloquée par une lésion de I’ADN, deux mécanismes indépendants
existent pour réparer ’ADN. Ce processus de couplage entre transcription et réparation de I’ADN se
nomme TCR pour « Transcription-Coupled DNA Repair » en anglais. (i) La protéine Mfd est capable de
pousser la RNAP et de la dissocier de 'ADN pour pouvoir recruter les enzymes de réparation de I’ADN
UvrAB (Selby and Sancar 1993). (ii) L'hélicase UvrD est capable de faire reculer la RNAP (action de
« backtracking » en anglais) et de recruter les enzymes de réparation de ’ADN UvrAB (Kamarthapu et al.
2016). Les auteurs de cette derniere étude proposent qu’en diminuant I'initiation de la transcription et le
nombre de ribosomes, le (p)ppGpp est capable d’améliorer le TCR en favorisant le recul UvrD-dépendant
de la RNAP. Dans les opérons fortement transcrits comme ceux des ARNr, la RNAP est incapable de reculer
lorsqu’elle rencontre une Iésion de I’ADN car d’autres RNAP en amont encombrent I’ADN. En diminuant
I'initiation de la transcription, le (p)ppGpp favorise le recul de la RNAP sur les opérons fortement transcrits.
De plus, le couplage transcription-traduction chez E. coli peut impliquer une forte concentration de
ribosomes sur certaines molécules d’ARNm naissantes fortement traduites (Proshkin et al. 2010). Les
nombreux ribosomes peuvent bloquer le recul de la RNAP et empécher la réparation de 'ADN. En
diminuant la quantité de ribosomes, le (p)ppGpp favorise également le recul de la RNAP sur les genes
fortement exprimés. Cependant, une étude ultérieure n’a pas réussi a reproduire les résultats de
(Kamarthapu et al. 2016) et met en doute le lien existant entre (p)ppGpp et TCR médié par UvrD (Adebali,
Sancar, and Selby 2017). Cette derniére étude ne montre pas de différence dans le TCR entre une souche

sauvage et une souche (p)ppGpp°. Les auteurs de cette étude suggérent que Mfd est la seule voie de TCR
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dans les cellules et que I'absence de (p)ppGpp n’affecte pas I'efficacité du TCR. Par conséquent, le réle de
I’hélicase UvrD (et de ses hélicases partenaires DinG et Rep) serait plut6t la résolution des conflits entre
réplication et transcription (Boubakri et al. 2010). L'un des r6les proposés du (p)ppGpp est justement I'aide
a la résolution de ces conflits (Figure 26) (Trautinger et al. 2005). Si la RNAP recule apres avoir rencontré
une lésion de I’ADN, elle devient difficile a débloquer par la fourche de réplication (Dutta et al. 2011). En
déstabilisant les interactions RNAP-ADN, en diminuant l'initiation et la vitesse de transcription et en
stoppant les fourches de réplication de I’ADN, le (p)ppGpp permettrait d’éviter les conflits entre réplication
et transcription qui surviennent lorsque la RNAP a reculé face a une lésion de I’ADN. En induisant des
pauses dans la transcription et la réplication, le (p)ppGpp permet également I'exposition de simples brins
d’ADN (Kingston, Nierman, and Chamberlin 1981; Krohn and Wagner 1996). L’exposition de ces simples
brins d’ADN induit indirectement I'expression des génes de la réponse SOS (Durfee et al. 2008). Pour
conclure, bien que I'absence de (p)ppGpp soit fortement corrélée a une plus grande sensibilité aux stress
génotoxiques, le role de la réponse stringente dans la réparation de I’ADN est toujours incertain (Rasouly,

Pani, and Nudler 2017).
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Figure 26. Modele proposé de réparation de I’ADN et de résolution des conflits entre réplication et
transcription par le (p)ppGpp.

(A) Les concentrations faibles de (p)ppGpp et les faibles activités de DksA, GreA et Mfd peuvent induire un
arrét de la réplication lorsque la fourche de réplication rencontre une région avec des RNAP bloquées par
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une lésion a I’ADN. L’'inversion de la fourche de réplication induit la formation d’une jonction Holliday. Le
sauvetage ultérieur de la fourche se produit via la nucléase RecBCD ou par recombinaisons. La
recombinaison est obligatoire si RuvABC casse la fourche. La réplication productive reprend a condition
gue le bloc initial ait été supprimé. (B) Les concentrations fortes de (p)ppGpp et les fortes activités de
DksA, GreA et Mfd diminuent le blocage des RNAP aux Iésions de I’ADN. Lorsqu’une fourche rencontre une
|ésion de I’ADN, un ADN simple brin est exposé sur lequel RecA est chargée et induit I'expression des
protéines de la réponse SOS (RecQ, UvrA, UvrB, UvrD, UmuCD et DinB). L'inversion de la fourche peut se
produire via des activités d’hélicase (RecQ, UvrD) et d’exonucléase spécifique de brin (Recl) ou par
migration de branche d’ADN (RecG), offrant de nombreuses facons de sauver la fourche sans
recombinaisons. Si RuvABC sont présentes et cassent la fourche, la réplication reprend ensuite via la
recombinaison. Dans tous les cas (A ou B), la réplication redémarre grace a la protéine PriA. Figure
provenant de la référence (Trautinger et al. 2005).

Quelques exemples du role du (p)ppGpp dans la pathogénicité. En régulant I'expression de nombreux
facteurs de virulence, le (p)ppGpp participe a la pathogénicité de nombreuses especes bactériennes [voir
(Dalebroux et al. 2010) pour une revue sur la virulence et le (p)ppGpp]. Le (p)ppGpp participe a plusieurs
stades de I'infection et les souches (p)ppGppP sont moins virulentes que les souches sauvages. Chez E. coli,
la réponse stringente diminue la synthése des flagelles et augmente la synthése des fimbriae, favorisant
ainsi les interactions et I’adhésion des bactéries aux cellules épithéliales (Aberg, Shingler, and Balsalobre
2006; Lemke, Durfee, and Gourse 2009). Chez Enterococcus faecium, en levant la répression de CodY le
(p)ppGpp stimule la formation de biofilm sur des cathéters urinaires dans un modele murin (Colomer-
Winter et al. 2019). Chez Enterococcus faecalis, 'absence de (p)ppGpp diminue la tolérance a la
vancomycine et la virulence dans un modéle de poisson-zébre (Abranches et al. 2009). Chez Streptococcus
pneumoniae, le (p)ppGpp permet I'expression de la toxine Ply (Kazmierczak et al. 2009). Cette toxine
cytotoxique et proinflammatoire participe a I'invasion du sang par les bactéries en passant par les tissus
pulmonaires (Cockeran, Anderson, and Feldman 2002). Lors des infections chroniques a Mycobacterium
tuberculosis, la bactérie est naturellement résistante a I’antituberculeux isoniazide et cette tolérance
dépend directement de la production de (p)ppGpp (Dutta et al. 2019). Enfin, la production de (p)ppGpp
peut également conférer a E. coli la résistance au mecillinam, mais le mécanisme mis en place par la
réponse stringente pour conférer cette résistance est toujours inconnu (Thulin, Sundqvist, and Andersson
2015). Un inhibiteur de la synthése du (p)ppGpp, la relacin, est une molécule intéressante mais active
uniquement sur les bactéries monodermes (Wexselblatt et al. 2012). Les auteurs de cette étude ont
notamment montré que la relacin était capable d’inhiber la formation de biofilms et de spores chez Bacillus
subtilis et Bacillus anthracis. En améliorant la pénétration et I'efficacité d’inhibition de la relacin, des
analogues pourraient servir d’adjuvants et améliorer les traitements actuels en diminuant la virulence et

la tolérance aux antibiotiques de certains pathogénes (Wexselblatt et al. 2013).
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Objectifs

Le peptidoglycane est majoritairement réticulé par les D,D-transpeptidases de la famille des PBP chez la
plupart des bactéries, et majoritairement par les L,D-transpeptidases chez quelques bactéries pathogénes
comme Mycobacterium tuberculosis ou Clostridium difficile. Chez E. coli, la contribution des LDT est
importante uniquement en phase stationnaire de croissance ou en biofilm, mais I’'absence des LDT n’a
presque pas d’impact phénotypique sur la croissance en conditions de laboratoire. Cette absence de
phénotype rend difficile I’étude des LDT de E. coli, qui est pourtant 'un des modeles bactériens les plus
étudiés et comprenant le plus d’outils génétiques a notre disposition. La résistance aux B-lactamines
médiée par les L,D-transpeptidases, identifiée pour la premiere fois chez E. faecium en 2000 puis chez E.
coli en 2016, offre un phénotype facilement exploitable pour étudier le fonctionnement de la LDT YcbB de
E. coli. En s’appuyant sur ce phénotype de résistance aux B-lactamines médiée par YcbB, trois objectifs ont

été poursuivis.

(i) Tous les modeles de synthése de peptidoglycane prédisent que linsertion de nouveau matériel
nécessite une hydrolyse ménagée par des endopeptidases qui génerent I'espace nécessaire a l'insertion
de nouvelles chaines glycanes et a I'expansion du peptidoglycane. Le premier objectif de la thése est de
déterminer quelles endopeptidases sont nécessaires a la synthése du peptidoglycane lorsque YcbB est la

seule transpeptidase fonctionnelle et d’identifier leurs spécificités pour les ponts de type 4->3 ou 3->3.

(ii) Dans la résistance aux B-lactamines médiée par YcbB, les cibles des B-lactamines (PBP) sont toujours
présentes dans le périplasme et sont inactivées en présence de B-lactamines bien que leur activité D,D-
transpeptidase ne participe pas a la formation des ponts interpeptidiques. Ceci est potentiellement associé
a des effets en aval qui peuvent étre Iétaux. Le deuxieme objectif de la thése est d’identifier a I’échelle du
génome I'ensemble des génes nécessaires a la résistance aux B-lactamines médiée par YcbB en permettant
(i) de contrecarrer les effets [étaux associés a la fixation des B-lactamines a leurs cibles et (ii) de maintenir

un peptidoglycane osmoprotectant durant la totalité du cycle cellulaire.

(iii) La résistance aux B-lactamines médiée par YcbB chez E. coli nécessite la production de I'alarmone
(p)ppGpp aux effets pléiotropiques. Le dernier objectif de la thése est d’identifier les cibles de cette
alarmone spécifiquement impliquées dans la résistance aux B-lactamines médiée par YcbB et de
déterminer si la modulation de I'activité de ces cibles est directe (activation ou inhibition d’une activité

enzymatique) ou indirecte (activation ou répression de la transcription).
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1. Les endopeptidases partenaires de
YcbB

Introduction

La résistance aux B-lactamines médiée par la L,D-transpeptidase YcbB implique un remodelage complet du
peptidoglycane, qui devient quasi-exclusivement réticulé par des ponts 33 (Hugonnet et al. 2016). La
capacité de E. coli a pouvoir utiliser des transpeptidases de spécificité D,D ou L,D implique qu’il existe deux
ensembles d’enzymes, potentiellement chevauchants, capable d’assurer les autres étapes de synthese et
de dégradation du peptidoglycane. Les enzymes nécessaires a la synthése « classique » d’un
peptidoglycane relié par des ponts 4->3 sont pour la plupart déja connues et caractérisées, mais ce n’est
pas le cas pour un peptidoglycane « alternatif » relié par des ponts 3-3. Au démarrage de ma thése, nous
savions que I'activité glycosyltransférase de la PBP1b et I'activité D,D-carboxypeptidase de la PBP5 étaient
essentielles au mécanisme de résistance aux B-lactamines médiée par YcbB, mais |'essentialité des genes

impliqués dans d’autres fonctions de synthese du peptidoglycane n’avait pas été explorée.

Le premier article se concentre sur la contribution des endopeptidases a la synthése du peptidoglycane.
Nous avons utilisé une approche gene candidat pour étudier spécifiquement I'essentialité de chaque
endopeptidase pour la résistance aux B-lactamines médiée par YcbB. Des délétions multiples et des
complémentations fonctionnelles ont été réalisées pour définir les sous-ensembles minimaux
d’endopeptidases nécessaires au métabolisme de peptidoglycane dans le contexte de la synthése quasi-
exclusive de ponts 4-3 ou 3->3. La purification des endopeptidases et leur caractérisation nous a
également permis de redéfinir leurs spécificités de substrat en identifiant les produits d’hydrolyse de

dimeéres issus du peptidoglycane de E. coli.
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Abstract

Bacteria resist to the turgor pressure of the cytoplasm through a
net-like macromolecule, the peptidoglycan, made of glycan strands
connected via peptides cross-linked by penicillin-binding proteins
(PBPs). We recently reported the emergence of p-lactam resistance
resulting from a bypass of PBPs by the YcbB L,D-transpeptidase
(LdtD), which form chemically distinct 3—3 cross-links compared
to 4—3 formed by PBPs. Here we show that peptidoglycan expan-
sion requires controlled hydrolysis of cross-links and identify
among eight endopeptidase paralogues the minimum enzyme
complements essential for bacterial growth with 4—3 (MepM) and
3—-3 (MepM and MepK) cross-links. Purified Mep endopeptidases
unexpectedly displayed a 4—3 and 3—3 dual specificity implying
recognition of a common motif in the two cross-link types. Uncou-
pling of the polymerization of glycan chains from the 4-3
cross-linking reaction was found to facilitate the bypass of PBPs by
YcbB. These results illustrate the plasticity of the peptidoglycan
polymerization machinery in response to the selective pressure
of p-lactams.
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Introduction

Peptidoglycan (PG) is an essential macromolecule that surrounds
the bacterial cell providing resistance to the osmotic pressure of the
cytoplasm and determining cell shape (Turner et al, 2014). PG is

assembled from a disaccharide peptide subunit consisting of N-
acetylglucosamine (GIcNAc), N-acetylmuramic acid (MurNAc), and
a stem pentapeptide linked to MurNAc (L-Ala'-y-D-Glu®*-DAP3-D-
Ala*-D-Ala® in which DAP is diaminopimelic acid) (Fig 1A). The
subunit is assembled by glycosyltransferases that polymerize glycan
strands and transpeptidases that form amide bonds between stem
peptides linked to adjacent glycan strands. Escherichia coli relies on
two types of transpeptidases for the latter reaction (Magnet et al,
2008). The D,D-transpeptidases, also referred to as penicillin-
binding proteins (PBPs), form the most abundant cross-links, which
connect the fourth residue (D-Ala*) of an acyl donor to the third
residue (DAP?) of an acyl acceptor (4—3 cross-link) (Fig 1A). The
L,D-transpeptidases (LDTs) form 3—3 cross-links that connect two
DAP residues (Fig 1B). The D-Ala at the 5™ and 4" positions of stem
peptides that do not participate in cross-link formation as donors
are fully and partially trimmed by carboxypeptidases of the D,D and
L,D specificities, respectively (Fig 1C). PBPs and LDTs are struc-
turally unrelated, rely on different catalytic nucleophiles (Ser versus
Cys, respectively), and use different acyl donor stems (pentapeptide
versus tetrapeptide, respectively) (Mainardi et al, 2008; Sauvage
et al, 2008). PBPs and LDTs also differ by their inhibition profiles
since PBPs are potentially inhibited by all classes of B-lactams (in-
cluding penams, cephems, monobactams, and carbapenems),
whereas LDTs are effectively inhibited only by carbapenems (Main-
ardi et al, 2005). LDTs are fully dispensable for growth of E. coli, at
least in laboratory conditions, and form a minority of the cross-links
during exponential growth (6% of the total cross-links) (Glauner
et al, 1988; Sanders & Pavelka, 2013). The proportion of 3—3 cross-
links is higher in the stationary phase (Pisabarro et al, 1985) and in
cells experiencing outer membrane assembly stress (More et al,
2019). By-pass of PBPs by LDTs leads to high-level resistance to
B-lactams of the penam (such as ampicillin), cephem (ceftriaxone),
and monobactam (aztreonam) classes in engineered E. coli strains
that overproduce the YcbB L,D-transpeptidase, also referred to as
LdtD, and the guanosine penta- and tetra-phosphate [(p)ppGpp]
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Figure 1. Metabolism of PG cross-links and maturation of free stem peptides.

A, B Formation and hydrolysis of (A) 4—3 and (B) 3—3 cross-links. The disaccharide pentapeptide unit is assembled from N-acetylglucosamine (GIcNAc), N-
acetylmuramic acid (MurNAc), and five amino acids including meso-diaminopimelic acid (DAP), which is linked via its L (S) center to the y-carboxyl group of D-Glu.
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@ Hydrolysis of the D-Ala*-D-Ala® and DAP®-D-Ala* peptide bonds by carboxypeptidases of D,D and L,D specificities, respectively.

alarmones (Hugonnet et al, 2016). PG of such strains grown in the
presence of B-lactams exclusively contains 3—3 cross-links, indicat-
ing that the D,D-transpeptidase activity of PBPs is fully replaced by
the L,D-transpeptidase activity of LDTs.

Expansion of PG is thought to require highly regulated hydrolytic
activities that spatially control the insertion of new subunits into the
growing network of cross-linked glycan strands (Singh et al, 2012;
Vollmer, 2012). Due to the covalent net-like structure of PG,
endopeptidases are predicted to be required for insertion of new
subunits leading to the expansion of the PG layer (Fig EV1) (De
Jonge et al, 1989; Holtje & Heidrich, 2001). The E. coli genome
encodes eight endopeptidase paralogues that belong to five enzyme
families (Singh et al, 2012; Chodisetti & Reddy, 2019; Pazos &
Peters, 2019). PBP4, PBP7, and AmpH belong to the acyl-serine
transferase superfamily, which also comprises D,D-transpeptidases
and D,D-carboxypeptidases. Members of this superfamily are inhib-
ited by B-lactam antibiotics. The NIpC/P60 cysteine peptidase family
comprises two paralogues (MepH and MepS). Metallo-enzymes are
represented by three enzyme families, LAS metallopeptidases, lysos-
taphin/M23 peptidases, and M15 peptidases, each contributing one
paralogue (MepA, MepM, and MepK, respectively). The specificity
of these eight paralogues as endopeptidases or carboxypeptidases
(Fig 1) has been explored by using sacculi or purified PG fragments
as substrates (Keck & Schwarz, 1979; Korat et al, 1991; Engel et al,
1992; Romeis & Holtje, 1994; Gonzalez-Leiza et al, 2011; Singh
et al, 2012; Chodisetti & Reddy, 2019). PBP4, PBP7, AmpH, MepH,
and MepS hydrolyze 4—3 cross-links but PG dimers containing 3—
3 cross-links were not tested. In contrast, MepA, MepM, and MepK
were fully characterized revealing that MepA hydrolyzes both 4—3
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and 3—3 cross-links, MepM is specific to 4—3 cross-links, and
MepK displays a marked preference for 3—3 cross-links. The
endopeptidases of E. coli are redundant, and their essential roles
can only be revealed by introducing multiple chromosomal dele-
tions. One study unambiguously showed that hydrolysis of 4—3
cross-links by endopeptidases is essential as the triple deletion of
genes encoding MepH, MepM, and MepS was not compatible with
growth of E. coli in laboratory conditions (Singh et al, 2012;
comment by Vollmer, 2012). Several endopeptidases interact geneti-
cally and physically with the outer membrane-anchored adaptor
protein Nlpl supporting overlapping functions during the cell cycle
(Banzhaf et al, 2020). Various roles have been assigned to endopep-
tidases in bacteria other than E. coli such as the determination of
cell shape in Helicobacter pylori (Bonis et al, 2010), release of NOD
agonist in Neisseria gonorrhoeae (Lenz et al, 2017), or persistence in
Mycobacterium tuberculosis (Healy et al, 2020).

The dual capacity of E. coli to use transpeptidases of the D,D and
L,D specificities raises the possibility that polymerization of PG
containing 4—3 or 3—3 cross-links involves two overlapping sets of
endopeptidases. To address this question, we used an E. coli strain
that conditionally and exclusively relies on the formation of 3—-3
cross-links for growth in the presence of ampicillin or ceftriaxone
(Hugonnet et al, 2016). By introducing serial deletions of endopepti-
dase genes, we showed that the 4—3 and 3—3 modes of PG poly-
merization both require hydrolysis of cross-links. We identified
distinct sets of endopeptidases that are essential for growth involv-
ing the two modes of PG cross-linking. Strikingly, impaired diges-
tion of nascent glycan strands by a lytic transglycosylase was found
to favor PG cross-linking mediated by LDTs. These results highlight

© 2021 The Authors



Henri Voedts et al

the functional plasticity of PG polymerization complexes to accom-
modate various PG cross-linking enzymes and hydrolases.

Results

MepM is essential for f-lactam resistance mediated by the YcbB
L,D-transpeptidase

The role of endopeptidases was assessed in E. coli BW25113 ArelA
pKT2(ycbB) pKT8(relA’), BW25113(ycbB, relA’) in short, which
enables controlling the relative contribution of formation of 4-3
and 3-3 cross-links to PG polymerization (Hugonnet et al, 2016).
In this strain, the ycbB L,D-transpeptidase gene carried by plasmid
pKT2 is expressed under the control of an IPTG-inducible promoter.
Plasmid pKT8 carries an L-arabinose-inducible copy of the relA’
gene encoding a truncated version of RelA (residues 1-455), which
synthesizes the (p)ppGpp alarmone in an unregulated manner due
to the absence of the C-terminal ribosome binding module
(Schreiber et al, 1991). In the presence of both inducers, production
of YcbB and RelA’ is sufficient for full bypass of the D,D-
transpeptidase activity of PBPs by the L,D-transpeptidase activity of
YcbB (Fig 2A). This enables bacterial growth in the presence of
ampicillin or ceftriaxone since these drugs do not inhibit the YcbB
L,D-transpeptidase. Testing for the inducible expression of p-lactam
resistance in BW25113(ycbB, relA’) therefore provides a means to
identify genes that are essential for growth when PG cross-linking is
exclusively mediated by the YcbB L,D-transpeptidase. We used this
phenotypic assay to assess the individual role of seven of the eight
endopeptidases of E. coli following single-gene deletions in the
BW25113(ycbB, relA’) strain (Fig 2B). The remaining endopeptidase
MepK could not be tested by this approach since deletion of the
corresponding gene was not compatible with the presence of plas-
mid pKT2(ycbB) (see below). Mutants with deletion of mepA,
mepH, dacB, pbpG, or ampH were resistant to ceftriaxone. Deletion
of mepS decreased plating efficiency in the presence of the drug.
Deletion of mepM abolished the expression of B-lactam resistance.
These results are surprising since MepM and MepS were not
reported to hydrolyze 3—3 cross-links (Singh et al, 2012; Chodisetti
& Reddy, 2019).

Production of YcbB is lethal in the absence of MepK

The gene encoding MepK, an endopeptidase with the dual 4—3 and
33 specificities, was readily deleted from the chromosome of
BW25113 ArelA. The resulting strain, BW25113 ArelA AmepK, was
transformed with pKT2(ycbB), pKT8(relA’), or both plasmids in
combination (co-transformation). Tetracycline and chloramphenicol
were used to select transformants that acquired pKT2(ycbB) and
pKT8(relA’), respectively. Plasmid pKT8(relA’) was readily intro-
duced into BW25113 ArelA AmepK by transformation (10° transfor-
mants per pg of DNA). Plasmid pKT2(ycbB) alone or in combination
with pKT8(relA’) could not be introduced into BW25113 ArelA
AmepK (< 5 transformants per pg of DNA). The same plating effica-
cies were observed in selective media containing IPTG, L-arabinose,
or both inducers, in addition to tetracycline and chloramphenicol.
These results show that production of the YcbB L,D-transpeptidase
is lethal in the absence of MepK, in agreement with a recent report
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(Chodisetti & Reddy, 2019). Thus, cleavage of 3—3 cross-links by
MepK is essential for bacterial growth when the proportion of 3—3
cross-links is increased in the presence of a plasmid copy of ycbB.
Quantitatively, the basal level of ycbB expression in the absence of
IPTG was sufficient for the lethal phenotype associated with the
mepK deletion. Under non-inducing conditions, the relative propor-
tion of 4—3 and 3—3 cross-links in the PG extracted from exponen-
tial phase cultures of BW25113(ycbB, relA’) was in the order of 60
and 40%, respectively (data not shown). Thus, the cleavage of 3—-3
cross-links by MepK was essential even if these cross-links co-
existed with 4—3 cross-links formed by the PBPs.

The hydrolytic activity of MepM is essential for
p-lactam resistance

Deletion of the mepM gene abolished YcbB-mediated B-lactam
resistance (above, Fig 2B) even though this endopeptidase was not
reported to cleave 3—3 cross-links (Singh et al, 2012; Chodisetti &
Reddy, 2019). We therefore considered the possibility that the
essential role of mepM in resistance could involve an as yet
unknown function in addition to its 4—3-endopeptidase activity.
MepM (440 residues) comprises a LytM (lysostaphin/M23 pepti-
dase) domain and a LysM PG-binding domain (Pfam: POAFS9).
Complementation analysis of the mepM deletion in BW25113(ycbB,
relA’) was performed with plasmids encoding (i) MepM, (ii) MepM
H***A harboring an Ala residue at position 393 in place of an
essential catalytic His residue conserved in members of the M23
peptidase family, and (iii) MepM ALytM lacking the C-terminal
endopeptidase catalytic domain (Fig 3). Expression of f-lactam
resistance by BW25113(ycbB, relA’) AmepM was only restored by
the plasmid harboring an intact copy of the mepM gene. Thus, the
complementation analysis led to the conclusion that the endopepti-
dase activity of MepM is essential for YcbB-mediated resistance
to B-lactams.

The essential role of the endopeptidase activity of MepM in
p-lactam resistance is not restricted to the transition from 43
to 3—3 cross-links triggered by the induction of ycbB and relA’

The experiment reported above did not rule out the possibility that
hydrolysis of 4—3 cross-links by MepM might be transiently essen-
tial to enable bypass of PBPs by YcbB, i.e., cleavage of 4—3 cross-
links by MepM could be initially essential to enable insertion of new
PG subunits into the PG network by YcbB. Ultimately, this would
lead to replacement of 4—3 by 3—3 cross-links and could then
suppress the essential role of 4—3 cross-link cleavage by MepM.
According to this hypothesis, MepM would only be essential during
the transition between the two modes of PG cross-linking. To test
this possibility, we sought a plasmid construct enabling tight regula-
tion of the mepM gene. In a first attempt, mepM was cloned under
the control of the L-rhamnose-inducible promoter (P,;.4p) of the
pHV30 vector. Complementation of the mepM deletion of BW25113
(ycbB, relA’) was obtained both in the presence or absence of L-
rhamnose indicating that the un-induced level of ycbB afforded by
this plasmid construct was too high (Fig 4A). To address this issue,
the level of mepM expression was reduced by replacing the
sequence containing the translation initiation signal (TIS1) of mepM
by a weaker translation initiation signal (TIS2). TIS1 (aAAGAGGA
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lactam resistance requires induction of both ychB and relA’.
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Figure 3. MepM endopeptidase activity is required for YcbB-mediated -
lactam resistance.

Growth of BW25113(ycbB, relA’), BW25113(ychB, relA’) AmepM, and its
derivatives harboring plasmids encoding MepM, MepM H3*A, and MepM
ALytM were tested in the presence of ceftriaxone at 8 pug/ml (+ ceftriaxone) or
in the absence of the drug (— ceftriaxone) in BHI agar plates supplemented
with 40 pM IPTG and 1% L-arabinose for induction of ycbB and relA’,
respectively. The genes encoding MepM, MepM H3%*A, and MepM ALytM were
inserted into the vector pHV9 under the control of the P,y promoter, which is
inducible by 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG). Basal level of expression of
mepM under the control of P, was sufficient to restore ceftriaxone resistance
in the absence of the inducer.

GAAAtgacataATG) combined an ATG initiation codon to a “strong”
ribosome binding site (RBS) with extensive complementarity
(underlined) to the 3’ OH extremity of 16S TRNA (5'- AUCACCUC
CUUA-3'0H) (Elowitz & Leibler, 2000). TIS2 (acacAGGAcacttaTTG)
combined a TTG initiation codon to an RBS with limited comple-
mentarity to 16S rRNA (5- AUCACCUCCUUA-3'OH) (Ringquist
et al, 1992; Vellanoweth & Rabinowitz, 1992; Hecht et al, 2017). In
contrast to the results obtained with TIS1, the presence of L-
rhamnose was required for p-lactam resistance if mepM was
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expressed under the control of TIS2 (Fig 4A). L-thamnose require-
ment for growth in the presence of ceftriaxone was not abolished by
pre-exposure to the inducer (Fig 4B). These results indicate that the
essential role of MepM in B-lactam resistance is not limited to the
transition between the two modes of PG cross-linking, i.e., from 4—
3 to 3—3. Since all D,D-transpeptidases are inhibited by ceftriaxone,
these results also indicate that the hydrolytic activity of MepM is
essential in conditions in which 4—3 cross-links are not detectable
(Kocaoglu & Carlson, 2015; Hugonnet et al, 2016).

MepM hydrolyzes both 4—3 and 3—3 cross-links in vitro

The essential role of the endopeptidase activity of MepM in the
context of LDT-mediated PG cross-linking (above) led us to recon-
sider the specificity of the enzyme. Previous analyses were based
on incubation of MepM and lysozyme with an E. coli PG prepara-
tion containing minute amounts of 3—3 cross-links (Singh et al,
2012; Chodisetti & Reddy, 2019). Analyses of rpHPLC profiles
revealed that the major dimers containing 4—3 cross-links were
digested by MepM but minor peaks corresponding to dimers
containing 3—3 cross-links remained unchanged in the presence
of the enzyme leading to the conclusion that MepM was specific
to 4—3 cross-links (Singh et al, 2012; Chodisetti & Reddy, 2019).
To improve the sensitivity of the assay, we purified MepM and
reproduced this analysis with a PG preparation of E. coli BW25113
grown to stationary phase in minimal medium, which contained a
higher proportion of 3—3 cross-links (Fig 5A, upper panel). The
muropeptides corresponding to the indicated peaks are shown in
Fig 5B (see Fig EV2 for determination of the structure of muropep-
tides by mass spectrometry). Full digestion of all dimers was
observed upon incubation of this PG preparation with MepM
(5 uM) indicating that the endopeptidase hydrolyzes both 4—3
and 3-3 cross-links to completion (Fig SA, lower panel).
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Figure 4. MepM is essential for -lactam resistance beyond the transition from 4—3 to 3—3 PG cross-linking.

The mepM gene was expressed under the control of TIS1 or TIS2 (translation initiation) and of Pynzpap (the L-rhamnose-inducible promoter of vector pHV30). Growth of
BW25113(ycbhB, relA’) AmepM harboring the pHV30 derivatives was tested on BHI agar supplemented with 8 pg/ml ceftriaxone, 40 uM IPTG (induction of ycbB) and 1%

L-arabinose (induction of relA’).

A For TIS2, growth around paper disks containing 1 or 2 mg of L-rhamnose indicated that induction of the expression of mepM was required for ceftriaxone resistance.
In contrast, a higher level of translation from TIS1 was sufficient for ceftriaxone resistance in the absence of the inducer.

B The experiment was repeated with bacteria pre-exposed to L-rhamnose that were harvested at the vicinity of the disk containing 2 mg of L-rhamnose. Expression of
ceftriaxone resistance remained dependent on the presence of L-rhamnose indicating that the requirement for MepM is not transient. The diameter of the growth
zones is larger in panel (B) than in panel (A) as expected from the fact that bacteria in the inoculum used in (B) had been grown in the presence of the inducer and
already contained MepM. In (A) growth is only possible after diffusion of L-rhamnose in the medium prior to the action of ceftriaxone. At a distance from the disk,

diffusion was not sufficiently rapid to observe resistance.

Incubation of the PG preparation with lower concentrations of
MepM led to partial hydrolysis of the dimers (Fig 5C). Comparison
of the relative abundance of muropeptides based on the integra-
tion of peak areas in the chromatograms showed the expected
increase in monomers upon digestion of dimers (Fig 5D). The
concentrations of MepM required for hydrolysis of half of the
muropeptides containing 4—3 and 3—3 cross-links were 0.4 and
0.7 uM, respectively, revealing similar apparent hydrolysis effica-
cies for the two types of cross-links under the assay conditions
(Fig 5D). These results indicate that hydrolysis of 3—3 cross-links
may account for the essential role of MepM in conditions in which
the L,D-transpeptidase activity of YcbB fully replaces the D,D-
transpeptidase activity of the PBPs, as inferred from expression of
ceftriaxone resistance by BW25113(ycbB, relA’) but not by its
AmepM derivative (Fig 2B).

The sum of the relative proportion of tripeptide and tetrapeptide
stems in all monomers and dimers did not vary upon addition of
MepM (Fig SE). This observation indicates that MepM did not
hydrolyze D-Ala* from tetrapeptide monomers or from tetrapeptide
stems located in the acceptor position of dimers. Thus, MepM did
not display any L,D-carboxypeptidase activity.

© 2021 The Authors

Design of an assay to investigate the redundancy of
endopeptidases required for YcbB-mediated B-lactam resistance

Single deletion of endopeptidase genes revealed four phenotypes
(above, Fig 2B). (i) Deletion of mepK was not compatible with
production of YcbB. (ii) Deletion of mepM abolished YcbB-mediated
ceftriaxone resistance. (iii) Deletion of mepS impaired growth in the
presence of ceftriaxone. (iv) Deletion of mepA, mepH, dacB, pbpG,
or ampH had no impact on growth in the presence of ceftriaxone.
The absence of any phenotypic alteration associated with the indi-
vidual deletion of the latter genes does not necessarily imply that
the corresponding endopeptidases are unable to participate in the
hydrolysis of 3—3 cross-links. Indeed, the function of these
enzymes may be redundant. Alternatively, their level of production
may be insufficient under the tested growth conditions. To investi-
gate these possibilities, each of the eight endopeptidase genes was
independently cloned under the control of the “strong” TIS1 transla-
tion initiation signal downstream from the P,,,z4p promoter of the
vector pHV30 in order to modulate the level of endopeptidase
production based on induction by L-rhamnose. The plasmids were
introduced into BW25113(ycbB, relA’) AmepM, and growth of the
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Figure 5. Hydrolysis of 4—3 and 3—3 cross-links by purified MepM.

MepM (uM)

MepM (uM)

A rpHPLC chromatograms of sacculi isolated from BW25113 grown in minimal medium to stationary phase and digested by lysozyme (upper panel) or by lysozyme and
5 uM MepM (lower panel). Absorbance was monitored at 205 nm (mAU, milli-absorbance unit).

B Structure of the muropeptides as determined by mass spectrometry (Fig EV2).

Hydrolysis of the four types of dimers by MepM. Sacculi were incubated with lysozyme and MepM at various concentrations. The relative abundance of the

muropeptides was estimated by calculating the relative peak areas.

D Hydrolysis of dimers containing 4—3 and 3—3 cross-links by MepM. The relative peak areas of Tri-Tri and Tri-Tetra containing 3—3 cross-links and that of Tetra-Tri
and Tetra-Tetra containing 4—3 cross-links were combined. The inset shows variations in the relative peak areas of the Tri and Tetra monomers.

E Relative abundance of Tri and Tetra stems in all muropeptides.

resulting strains was tested in the presence or absence of L-
rhamnose and in the presence or absence of ceftriaxone in all
combinations (Fig 6).

Overexpression of mepM is toxic in the presence of ceftriaxone

The assay described above revealed that the basal level of expres-
sion of the plasmid copy of mepM in the absence of the inducer was
sufficient to restore growth of BW25113(ycbB, relA’) AmepM in the
presence of ceftriaxone (Fig 6). Induction of the mepM gene by L-
rhamnose prevented growth in the presence of ceftriaxone but not
in the absence of the drug. Importantly, MepM toxicity was only
observed when its production was under the control of the effective
TIS1 translation initiation signal, but not of the weaker TIS2 signal

6 of 19 The EMBO Journal ~ 40: €108126 | 2021

used for the experiment described in Fig 4. These results suggest
that overproduction of MepM inhibits growth by cleavage of 3—3
cross-links if 4—3 cross-links are absent due to the inactivation of
the PBPs by ceftriaxone.

Overexpression of mepS complements the mepM deletion for
expression of YcbB-mediated f-lactam resistance

MepsS restored growth of BW25113(ycbB, relA’) AmepM only in the
presence of the inducer (Fig 6). Thus, MepM and MepS have over-
lapping functions although overproduction of MepS was required to
compensate for the absence of MepM. As mentioned above (Fig 2B),
deletion of mepS impaired but did not abolish ceftriaxone resistance
in BW25113(ycbB, relA’). Together, these results indicate that

© 2021 The Authors
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Figure 6. Complementation of the mepM deletion by plasmids encoding L-rhamnose-inducible copies of the eight endopeptidase genes.

Functional complementation of the mepM deletion in BW25113(ycbB, relA’) AmepM was performed with the pHV30 vector or recombinant plasmids encoding each of the
eight endopeptidases under the control of the P.n.s4p promoter and of the TIS1 translation initiation signal. Induction of endopeptidase (ED) genes was performed with
0.2% L-rhamnose in the presence or absence of 8 pug/ml ceftriaxone. BHI agar plates contained 40 uM IPTG and 1% L-arabinose for induction of ycbB and relA’,

respectively.

expression of mepS in its native chromosomal environment contri-
butes to resistance but the level of its expression is not sufficient to
compensate for the absence of MepM.

Partial complementation of the mepM deletion by mepH

The plasmid encoding MepH partially restored growth of BW25113
(ycbB, relA’) AmepM on ceftriaxone only in the presence of L-
rhamnose (Fig 6). This result indicates that MepH, like MepS,
replaces MepM for the expression of ceftriaxone resistance if MepH
is overproduced.

Purified MepS and MepH hydrolyze 4—3 and 3—3 cross-links
(endopeptidase activity) and the DAP-D-Ala bond of tetrapeptide
stems (L,D-carboxypeptidase activity)

Complementation of AmepM by overproduction of MepS and MepH
prompted us to evaluate the specificity of these enzymes, as
described above for MepM. MepH and MepS both hydrolyzed 4—3
and 3—3 cross-links (Fig 7A and B). MepS showed no preference for
4—3 or 3—3 cross-links, while MepH displayed a strong preference
for 4—3 cross-links. The weak hydrolytic activity of MepH on 3-3
cross-links may account for the fact that the overproduction of MepH
can only partially compensate for the absence of MepM (Fig 6,
above). Both MepS and MepH displayed L,D-carboxypeptidase activ-
ity leading to rapid conversion of tetrapeptide stems into tripeptide
stems (Fig 7A and B).

© 2021 The Authors

MepA and MepK do not compensate the absence of MepM

In spite of the fact that MepA and MepK were previously shown to
cleave 3—3 cross-links (Engel et al, 1992; Chodisetti & Reddy,
2019), growth of BW25113(ycbB, relA’) AmepM on ceftriaxone was
not restored by overproduction of these enzymes (Fig 6). Thus,
there was not a strict correlation between the ability of the endopep-
tidases to hydrolyze 3—3 cross-links in vitro and their ability to
restore growth of BW25113(ycbB, relA’) AmepM. This absence of
correlation was particularly striking for MepK since this endopepti-
dase, which preferentially hydrolyze 3—3 cross-links in vitro
(Chodisetti & Reddy, 2019), did not complement the mepM deletion
although it was required for growth of BW25113(ycbB, relA’)
expressing the ycbB L,D-transpeptidase gene.

These results indicate that functional properties of the endopepti-
dases, beyond their mere hydrolytic specificity, are relevant to the
bypass of the D,D-transpeptidase activity of PBPs by the L,D-
transpeptidase activity of YcbB. These properties may include the
interaction of the endopeptidases with other proteins that regulate
their spatiotemporal activity (see Discussion section).

Endopeptidases of the PBP family do not compensate the
absence of MepM

Complementation of the mepM deletion was not observed for PBP4,
PBP7, or AmpH in the presence or absence of induction of the corre-
sponding genes by L-rhamnose (Fig 6). There is a caveat for these
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A-D Sacculi were incubated with lysozyme and purified MepH (A), MepS (B), PBP4 (C), and PBP7 (D). The relative peak areas of Tri-Tri and Tri-Tetra containing 3—3
cross-links and that of Tetra-Tri and Tetra-Tetra containing 4—3 cross-links were combined. MepH preferentially hydrolyzed dimers containing 4—3 cross-links.
MepS hydrolyzed dimers containing 4—3 and 3—3 cross-links with similar efficacies. PBP4 and PBP7 only hydrolyzed dimers containing 4—3 cross-links. The
insets show variations in the relative peak areas of the Tri and Tetra monomers. MepH and MepS displayed L,D-carboxypeptidase activity, but not PBP4 and PBP7.

endopeptidases since they are potentially inhibited by ceftriaxone. To
address this issue, the complementation test was repeated with ampi-
cillin, cefsulodin, and aztreonam, which were reported to exhibit dif-
ferent selectivities for inhibition of the PBPs (Henderson et al, 1997;
Kocaoglu & Carlson, 2015). Plasmids encoding PBP4, PBP7, and AmpH
did not restore growth of BW25113 (ycbB, relA’) AmepM in the presence
of ampicillin, cefsulodin, and aztreonam (Fig EV3) confirming that
these endopeptidases are unable to compensate for the absence of
MepM. PBP4 and PBP7 were purified and shown to only cleave 4—-3
cross-links (Fig 7C and D). Thus, the absence of complementation of
the mepM deletion by the plasmids encoding these PBPs can be
accounted for by their lack of hydrolytic activities on 3—3 cross-linked
dimers. PBP4 and PBP7 did not display L,D-carboxypeptidase activity.

Minimal complement of endopeptidases required for growth in
the context of the formation of 4—3 cross-links by PBPs

Previous analyses based on multiple deletions showed that genes
encoding endopeptidases belonging to the PBP family (PBP4, PBP7,
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and AmpH) are collectively dispensable (Denome et al, 1999). Inde-
pendently, deletion of the genes encoding MepH, MepM, and Mep$S
in various combinations revealed that at least one of these endopep-
tidases was essential (Singh et al, 2012). Here, we extend these
analyses to the full complement of the eight endopeptidase genes.

Serial deletions of endopeptidase genes were introduced into the
chromosome of E. coli BW25113 ArelA generating the lineages
depicted in Appendix Fig S1. This approach culminated in the
construction of a viable derivative of BW25113 ArelA, designated
A7EDs (lineage 5 in Appendix Fig S1), which retained only one of
the eight endopeptidase genes (mepM). Thus, MepM alone was
necessary and sufficient to support bacterial growth in the context
of the 4—3 mode of cross-linking.

Our next objective was to determine whether deletion of mepM
could be complemented by overproduction of other endopeptidases.
To address this question, the mepM gene was cloned under the L-
rhamnose-inducible promoter of vector pHV30 and introduced into
the A7EDs strain. The chromosomal copy of mepM was deleted from
the resulting strain leading to strain AS8EDs pHVS53(mepM), which

© 2021 The Authors
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was dependent upon the presence of L-rhamnose for growth
(Fig 8A). The plasmids enabling L-arabinose-inducible expression of
the eight endopeptidase genes (above) were introduced in the
A8EDs pHV53(mepM) strain to determine which endopeptidase
could functionally replace MepM (Fig 8B). Induction by L-arabinose
of the genes encoding MepM, MepH, MepS, and PBP7 suppressed
the requirement for L-rhamnose for growth. These results indicate
that a single endopeptidase, MepM, MepH, MepS, or PBP7 is poten-
tially sufficient for growth in the context of the 4—3 mode of cross-
linking. Except for MepM, this required overproduction of the
enzymes following induction of the P,;,54ap promoter of the recom-
binant plasmids.

MepA and MepS compensate for the absence of MepK when ycbB
is induced

The basal production of the YcbB L,D-transpeptidase encoded by
plasmid pKT2(ycbB) in the absence of induction was found to be
lethal in a derivative of BW25113 lacking mepK (above). To investi-
gate the possibility that MepK might be replaced by another
endopeptidase, the ycbB gene was cloned under the control of the
P.raap promoter of vector pHV? to obtain a lower level of expres-
sion of the L,D-transpeptidase gene. The resulting plasmid, pHV63
(ycbB), was successfully introduced into the BW25113 AmepK strain
indicating that the basal level of expression of ycbB in the absence
of induction was compatible with the absence of mepK. The disk
diffusion assay revealed a clear zone around the disk containing
L-arabinose indicating that induction of ycbB in the AmepK
background prevented bacterial growth (Fig 9A). Plasmids for
expression of each of the eight endopeptidases under the control of
the Pyupap promoter (above) were introduced in this strain
(Fig 9B). Bacterial growth was observed in conditions of induction
of ycbB by L-arabinose and of genes encoding MepA or MepS by
L-rhamnose. This result indicates that the essential role of MepK for
PG polymerization mediated by the YcbB L,D-transpeptidase was
bypassed by overproduction of MepA or MepS.

Complementation of the mepK deletion by catalytically
inactivated endopeptidases

Since overproduction of MepK, MepS, and MepA was found to
complement the chromosomal deletion of the mepK gene (above,
Fig 9), we focused on these three endopeptidases. Plasmids encod-
ing catalytically inactive MepK H'*3A, MepS C°*A, and MepA H''*A
were used to determine whether the endopeptidase activity of
MepK, MepA, and MepS was required to compensate for the chro-
mosomal deletion of mepK. Overproduction of the endopeptidases
was tested in the AmepK background (single-deletion mutant retain-
ing all chromosomal endopeptidase genes except mepK, Fig 10A)
and in the A7EDs background (seven-deletion mutant retaining only
mepM, Fig 10B). Overproduction of MepK but not MepK H'**A was
essential for growth in both backgrounds indicating that the cata-
lytic activity of the endopeptidase was essential. Overproduction of
MepsS restored growth in both backgrounds but complementation by
MepS C**A was only observed in the AmepK single-deletion back-
ground. Since the periplasmic protease Prc hydrolyzes MepS (Singh
et al, 2015), overproduction of MepS C’*A may saturate the
protease enabling sufficient chromosomally-encoded MepS to

© 2021 The Authors
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escape hydrolysis and support growth. Likewise, saturation of the
Prc protease is likely to be responsible for the apparent complemen-
tation mediated by overproduction of MepA and MepA H''3A since
overproduction of these enzymes restored growth in the AmepK
single-deletion background but not in the A7EDs background.
Together, these results indicate that MepS is the only endopeptidase
that can compensate for the absence of MepK. This required over-
production of MepS. Alternatively, saturation of the Prc protease by
overproduction of MepA, MepA H''*A, or MepS C*A prevented
hydrolysis of MepS produced at a lower level from the native chro-
mosomal mepS gene.

Minimal complement of endopeptidases required for growth in
the presence of B-lactams in the context of the exclusive
formation of 33 cross-links by the YcbB L,D-transpeptidase

As previously described (Hugonnet et al, 2016), induction of relA’
led to mecillinam resistance in BW25113(ycbB, relA’), whereas
induction of both ycbB and relA’ was required for ampicillin and
ceftriaxone resistance (Table 1 and Fig EV4). Strain BW25113(ycbB,
relA’) A6EDs (harboring only mepM and mepK) was also resistant to
the three B-lactams upon induction of ycbB and relA’ indicating that
6 of the 8 endopeptidase genes were dispensable for expression of
B-lactam resistance. In contrast to BW25113(ycbB, relA’), the AGEDs
derivative was resistant to ampicillin and ceftriaxone in the absence
of induction of ycbB by IPTG. The basal level of ycbB expression in
the absence of induction was required for resistance since suscepti-
bility to ampicillin and ceftriaxone was observed in the absence of
PKT2(ycbB). These observations indicate that deletion of 6 of the 8
endopeptidase genes was associated with a decrease in the level of
expression of ycbB required for p-lactam resistance. In combination
with the analysis based on single-gene deletions (Fig 2B), these
results show that MepM and MepK are necessary and sufficient for
bacterial growth in conditions in which YcbB is the only functional
transpeptidase.

Mutations impairing the lytic transglycosylase activity of SIt70
favors YcbB-mediated PG synthesis

Although BW25113(ycbB, relA’) displays high B-lactam resistance
on BHI agar supplemented with IPTG and L-arabinose, the strain
was found to remain susceptible to p-lactams in BHI broth supple-
mented with the same inducers. Mutations leading to expression of
B-lactam resistance in liquid medium were sought by selecting
mutants derived from E. coli BW25113 M1 (Hugonnet et al, 2016).
The latter strain overexpresses ycbB from plasmid pJEH12(ycbB) in
response to induction by IPTG and overproduces the (p)ppGpp
alarmone due to impaired expression of the isoleucine tRNA
synthetase gene ileS (Hugonnet et al, 2016). Derivatives of
BW25113 M1 were selected in BHI broth containing 16 ug/ml
ampicillin and 50 uM IPTG. Four independent mutants derived
from BW25113 M1 (M1.1 to M1.4) were isolated and shown to
grow in liquid medium supplemented with ampicillin and IPTG
(Fig 11A). Whole genome sequencing revealed single mutations all
located in the sitY gene encoding the lytic transglycosylase SIt70
(Table 2). One of the mutants (M1.3) most probably harbored a
null allele of sitY since a 7-bp deletion introduced a frameshift at
the 9 codon of the gene. To confirm this conclusion, the sitY gene
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Figure 8. Minimal complement of endopeptidases required for growth in the context of the formation of 4—3 cross-links by PBPs.

A BW25113 A8EDs harboring a plasmid carrying the mepM gene under the control of the Pyqp4p L-thamnose-inducible promoter with the “weak” TIS2 translation
initiation signal (plasmid pHV53) was grown on BHI agar in the absence or presence of 0.2% L-rhamnose. Growth was dependent upon induction of the mepM copy
carried by pHV53.

B The plating efficiency assay was performed with derivatives of BW25113 A8EDs pHV53(mepM) harboring the vector pHV7 or recombinant plasmids carrying each of
the eight endopeptidase genes under the control of the P,.,sap promoter. In this assay, functional replacement of MepM is detected based on growth in media
containing 0.2% or 1% L-arabinose for expression of the endopeptidase gene carried by vector pHV7, thereby by-passing the requirement for induction of the mepm
copy of pHV53 by L-rhamnose. Complementation was observed with both concentrations of inducer for mepH, mepS, and pbpG. Overproduction of mepM encoded by
the pHV7 derivative in the presence of the high dose of L-arabinose (1%) was lethal. The right panel presents the growth control performed in the presence of 0.2%

L-rhamnose for induction of the mepM copy carried by pHV53.

was deleted from the chromosome of BW25113(ycbB, relA’) strain.
The resulting strain, BW25113(ycbB, relA’) AsltY, was also resistant
to ceftriaxone in liquid medium in the presence of IPTG and L-
arabinose (Fig 11A).

Comparison of the resistance phenotype of BW25113(ycbB, relA’)
and its AsltY derivative on BHI agar revealed that induction of ycbB
by IPTG is required for ampicillin and ceftriaxone resistance in the
former but not in the latter strain (Fig 11B for representative antibi-
ograms and Table 3 for the full set of data). Expression of resistance
to ampicillin and ceftriaxone on BHI agar remained dependent upon
induction of relA’ since BW25113 ArelA AsltY pKT2(ycbB) pKT8
(relA’) remained susceptible to these drugs in the absence of L-
arabinose. Expression of resistance to ampicillin and ceftriaxone
also remained dependent upon the presence of pKT2(ycbB) since
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replacement of this plasmid by the pHV6 vector abolished resistance
[strain BW25113 ArelA AsltY pHV6 pKT8(relA’); Table 3]. These
results indicate that loss of SIt70 enabled expression of YcbB-
mediated B-lactam resistance in liquid medium and reduced the
level of production of the YcbB L,D-transpeptidase required for
expression of resistance to ampicillin and ceftriaxone on solid
medium. This observation suggests that accumulation of uncross-
linked glycan chains in the absence of SIt70 may improve the capac-
ity of YcbB to catalyze PG cross-linking accounting for the lower
level of expression of ycbB required for resistance.

For the sake on completeness, we also noticed that BW25113
ArelA AsltY pKT2(ycbB) pKT8(relA’) expressed intermediate resis-
tance to ceftriaxone in the presence of IPTG (induction of ycbB) and
in the absence of L-arabinose (no induction of relA’) because the

© 2021 The Authors
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Figure 9. Complementation of the mepK deletion by plasmids encoding L-rhamnose-inducible copies of the eight endopeptidase genes.

A Induction of ycbB under the control of the Pg.qgap promoter in BW25113 AmepK pHV63(ychB) was studied by the disk diffusion assay. The clear zone around the disk
containing L-arabinose indicates that production of YcbB inhibited growth.

B Functional complementation of the mepK deletion of BW25113 AmepK pHV63(ycbB) was performed with the pHV30 vector or recombinant plasmids encoding each of
the eight endopeptidases under the control of the P,,4p4p promoter. Induction of ychB and of endopeptidase (ED) genes was performed with 0.2% L-arabinose and 1%
L-rhamnose, respectively. BHI agar plates contained chloramphenicol (20 pg/ml) to counter-select loss of pHV63(ycbB).
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Figure 10. Complementation of mepK deletion with catalytically inactivated endopeptidases.

A Functional complementation of the mepK deletion of BW25113 AmepK pHV63(ycbB) was performed with the pHV30 vector or recombinant plasmids encoding mepA,
mepK, mepsS, or derivatives encoding catalytically inactive endopeptidases under the control of the Pnggap promoter.

B The complementation assay was repeated for BW25113 A7EDs pHV63(ycbB), which was obtained by deletion of all chromosomal endopeptidase genes except mepM.
Induction of ycbB and of endopeptidase (ED) genes was performed with 0.2% L-arabinose and 1% L-rhamnose, respectively. BHI agar plates contained
chloramphenicol (20 pg/ml) to counter-select loss of pHV63(ychB).

size of the inhibition zone (26 mm) was intermediate between those Discussion

of susceptible and resistant strains (range of 32-36 mm versus 9—

15 mm) (Table 3). This phenotype was independent from relA’ Endopeptidases are essential for expansion of sacculi

since replacement of plasmid pKT8(relA’) of BW25113 ArelA AsltY

PKT2(ycbB) pKT8(relA’) by the vector pHV?7 also led to intermediate PG polymerization requires a combination of synthetases, the
resistance to ceftriaxone in the presence of IPTG for induction of transpeptidases and the glycosyltransferases, in addition to hydro-
ycbB (25 mm). lases that fulfill two essential roles. Since PG is a net-like
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Table 1. YcbB-mediated B-lactam resistance in BW25113 derivatives
harboring all endopeptidase genes or only mepM and mepK (A6EDs).

Henri Voedts et al

Table 2. Mutations detected in the sitY gene of mutants BW25113
M1.1 to M1.4.

Inhibition zones (mm)® Mutant Position Mutation Impact®
375
Host Plasmid Inducer® Mec Amp Cro R 4,621,672 ) GIn™"stop
M1.2 4,622,297 Duplication of AGG: Insertion of Gly
BW25113 AreiA CAGGG—>CAGGAGGG  position 584 (codon
pKT2(ycbB) None 20 18 34 GGN)
pKT8(relA’) - S -
IPTG (ycbB) 21 16 32 M13 4,620,572 7-bp deletion: Trpframeshift
Ara (reld’) 9 18 35 CCTGGCGGC—CC
320
PTG + Ara <8 <3 15 M1.4 4621507  CoT Arg®stop
BW25113 ArelA AGEDs 3SIt70 comprises 645 amino acid residues.
pKT2(ycbB) None 19 22 37
pKT8(relA’)
IPT B 2 1 . .
G (vcbB) 0 S % macromolecule completely surrounding the cytoplasmic membrane,
Ara (relA’) <8 10 18 it seems clear that insertion of new disaccharide peptide subunits
IPTG + Ara <8 <8 16 into the growing cell wall requires cleavage of covalent bonds
BW25113 ArelA AGEDs (Holt]e & HEidl‘iCh, 2001, Vollmer, 2012) The stress—bearing PG
DHVE" None ~ 18 35 being present durlng the entlr? cell cycle, it is also opvmus that .PG
PKTS(rel4) . > " - hydrolases are required to split daughter cells following completion
of septum synthesis (Heidrich et al, 2002). Some of these hydrolases
Ara (relA') 10 18 37 generate PG fragments that are imported into the cell and recycled,
IPTG + Ara 9 17 37 a complex pathway that is not essential for growth in laboratory

*The diameter of inhibition zones was determined by the disk

diffusion assay around disks containing 10 pg mecillinam (Mec), 10 pg

ampicillin (Amp), or 30 pg ceftriaxone (Cro). Data are the medians

from three experiments. Examples of the original results are presented in

Fig EV4.

®The ycbB and relA’ genes carried by plasmid pKT2 and pKT8 were induced

with 40 uM IPTG and 1% L-arabinose (Ara), respectively.
°pHVE6 is the vector used for construction of pKT2(ycbB).

A
0.8 -

0.6 -

0.4 4

ODSOOnm

® BW25113(ychB, relA’)

® BW25113(ychB, relA’) Asity

e M1

= M1.1

® M1.2
M1.3

* M1.4

8 10 12

Figure 11. Growth phenotype of sitY mutants.

BW25113 ArelA AsltY
pKT2(ychB) pKT8(relA’)

BW25113 ArelA
Asity pKT8(rela’)

conditions but bears important roles in (i) minimizing energy costs,
(ii) sensing the appropriate balance between synthetic and hydro-
lytic activities, which may be altered by B-lactam antibiotics and
other toxic agents, and (iii) avoiding the release of proinflammatory
molecules recognized by the host immune system (Johnson et al,
2013; Bastos et al, 2021). PG hydrolases specifically acting on each
of the ten amide, ether, and glycosidic bonds present in the PG poly-

+1PTG (YcbB)
+ Ara (RelA’)

+1PTG (YcbB)

+ Ara (RelA’)

+Ara (RelA’)

A Growth curves of (i) BW25113(ycbB, relA’) and its AsltY derivative; and (ii) strain M1 and its derivatives (M1.1 to 1.4) harboring mutations in sitY. The growth medium
contained (i) 40 uM IPTG, 1% L-arabinose, and 8 pg/ml ceftriaxone for BW25113(ycbB, relA’) and its AsitY derivative or (ii) 50 pM IPTG and 16 pg/ml ampicillin for M1

and its derivatives.

B Ceftriaxone-resistance depends upon ychB and relA” expression. The disk diffusion assay was performed with BW25113 ArelA AsltY harboring pKT2(ycbB) and pKT8
(relA’) or pKT8(relA’) only. Induction was performed with 40 uM IPTG and 1% L-arabinose for ychB and reld’, respectively. Disks were loaded with 30 pg of ceftriaxone.
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Table 3. YcbB-mediated p-lactam resistance in BW25113(ycbB, relA’)
and its derivative obtained by deletion of sitY.

Inhibition zones (mm)?®

Host Plasmid Inducer® Mec Amp Cro
BW25113 ArelA
pKT2(ycbB) None 20 18 34
PKT(relA)  \o16 (yebB) 21 16 3
Ara (relA’) 9 18 35
IPTG + Ara <8 <8 15
BW25113 ArelA AsltY
pKT2(ycbB) None 21 21 33
PKT8(elA) " \or6 (ycbe) 2 18 2%
Ara (relA’) <38 <8 9
IPTG + Ara <8 <8 12
BW25113 ArelA Aslty
pHV6E® None 20 22 34
PKT8(reld) "~ prg 2 2 34
Ara (relA’) <8 21 36
IPTG + Ara <8 20 35
BW25113 ArelA AsltY
pKT2(ycbB) None 23 21 34
pHV7? IPTG (ycbB) 25 18 25
Ara 25 21 34
IPTG + Ara 24 17 26

*The diameter of inhibition zones was determined by the disk diffusion
assay around disks containing 10 ug mecillinam (Mec), 10 pug ampicillin
(Amp), or 30 pg ceftriaxone (Cro). Data are the medians from three
experiments.

®The ycbB and relA’ genes carried by plasmid pKT2 and pKT8 were induced
with 40 uM IPTG and 1% L-arabinose (Ara), respectively.

°pHVE6 is the vector used for construction of pKT2(ycbB).

dpHV7 is the vector used for construction of pKT8(rel4’).

mer have been described and most cleavage specificities involve
multiple enzymes (Fig EV5A). Enzymes of different specificities can
at least in part compensate for each other, e.g., lytic glycosyltrans-
ferases and amidases both contribute to the separation of daughter
cells (Heidrich et al, 2002; van Heijenoort, 2011). In this study, we
show that endopeptidases are specifically required for bacterial
growth not only in the context of the formation of 4—3 cross-links
by PBPs but also in the context of the formation of 3—3 cross-links
by YcbB (Table 4). We also identify for the first time the minimum
sets of endopeptidases for each mode of PG cross-linking, namely
MepM for 4-3 cross-links and MepM plus MepK for 3—3 cross-
links. Endopeptidase overproduction resulting from expression of
the genes under the control of heterologous promoters revealed
potential functional redundancies in the endopeptidase families. In
particular, overproduction of MepH, MepS, or PBP7 compensated
for the absence of MepM in the context of a 4—3 cross-linked PG
(Fig 12A). Overproduction of MepS compensated for the absence of
MepM or MepK for growth with a 3—3 cross-linked PG. Overpro-
duction of MepM prevented growth probably due to unbalanced
synthesis and hydrolysis of PG cross-links (observed for both 4—3

© 2021 The Authors
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and 3-3 cross-linked PG). Production of catalytically inactive
endopeptidases suggested that MepA and MepS are negatively regu-
lated by Prc-mediated proteolysis, as previously established for
MepS (Singh et al, 2015; Lai et al, 2017). In conclusion, MepK is
specifically required for growth if the peptidoglycan contains a large
proportion of 3—3 cross-links, while MepM is additionally required
for B-lactam resistance, unless it is the only endopeptidase remain-
ing, in which case it is also required for growth in the absence of
the drug.

Specificity of purified endopeptidases for 4—3 and 3-3
cross-links

The cleavage specificity of the endopeptidases was determined by
mass spectrometry (Figs 5 and 7, Appendix Fig S2). Endopeptidases
of the PBP family were specific to 4—3 cross-links. Endopeptidases
belonging to other families cleaved both 4—3 and 3—3 cross-links
with similar efficacies (MepM, MepS, MepA) or with a preference
for 4—3 (MepH) or 3—3 (MepK) cross-links (Figs 5 and 7) (Engel
et al, 1992; Chodisetti & Reddy, 2019). This is unexpected since 4—
3 and 3 -3 cross-links contain amide bonds connecting two R stere-
ocenters (D-Ala*>DAP?) or an S to an R stereocenter (DAP>—
DAP?), respectively (Fig EVSA). This could imply that endopepti-
dases of the Mep families mainly interact with the acceptor stems of
cross-linked muropeptides, which are the same for both types of
cross-links, whereas endopeptidases of the PBP family interact with
a donor tetrapeptide stem only present in 4—3 cross-linked
muropeptides (Fig EV5B).

Integration of endopeptidases into the global regulation of 4—-3
and 3—-3 PG cross-linking

D,D-carboxypeptidases, which cleave off the terminal residue (D-
Ala®) of pentapeptide stems, are thought to negatively control the
transpeptidase activity of PBPs since these enzymes require a
pentapeptide donor (Fig1). A less studied impact of D,D-
carboxypeptidases is the formation of the essential tetrapeptide
donor substrate of the LDTs, except for two publications reporting
that PBPS and PBP6a are essential for YcbB-mediated B-lactam resis-
tance and for rescue of a defect in lipopolysaccharide synthesis,
respectively (Hugonnet et al, 2016; More et al, 2019). Thus, D,D-
carboxypeptidases have crucial roles in controlling the relative
contributions of transpeptidases of the D,D and L,D specificities to
PG cross-linking by both decreasing access of PBPs to pentapeptide
stems and increasing access of LDTs to tetrapeptide stems.
Endopeptidases participate in the metabolism of PG cross-links in
several ways. MepH and MepS display L,D-carboxypeptidase activ-
ity leaving tripeptides as the main (> 80%) end product of in vitro
PG hydrolysis (Fig 7). This activity may negatively control the L,D-
transpeptidase activity of YcbB by hydrolysis of D-Ala*, thereby
preventing access to its tetrapeptide donor. In addition, hydrolysis
of 4—3 cross-linked Tetra—Tetra and Tetra—Tri dimers by the
endopeptidases generates free tetrapeptide stems (Figs 5 and 7).
These tetrapeptide stems can be used as donor by YcbB for forma-
tion of 3—3 cross-links, as demonstrated for the LDTs of Mycobac-
terium smegmatis (Baranowski et al, 2018). In contrast, the D,D-
transpeptidase activity of PBPs exclusively requires pentapeptide-
containing donors. Analyses of peptidoglycan structure indicate that
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Table 4. Characteristics of the endopeptidases.

Role in the context of the two
modes of cross-linking
(revealed by endopeptidase

In vitro overproduction®)

hydrolysis of

4-3 and 3-3 43 cross- 3-3 cross-
Endopeptidase cross-links® links links

Acyl-serine transferase

PBP4® 453 Not essential Not essential
(None) (None)
PBP7? 4-3 Not essential Not essential
(Compensates (None)
for the
absence of
MepM)
AmpH® 43¢ Not essential Not essential

(None) (None)

NIpC/P60 peptidase

MepH? 4—-3>3-3L,D- Not essential Not essential
carboxypeptidase (Compensates (None)
for the
absence of
MepM)
MepS? 4—3 =3-3LD- Not essential Not essential
carboxypeptidase ~ (Compensates (Compensates
for the for the
absence of absence of
MepM) MepM or
MepK)©
Lysostaphin/M23 peptidase
MepM?® 4-3=3-3 Sufficient Essential
(Prevents (Prevents
growth) growth)

LAS metallopeptidase

MepA® 453 =353 Not essential Not essential
(None) (None)

M15 peptidase

Mepk® 4-53<3-3 Not essential Essential
(None) (None)

Characterized in this study.

®Data from the literature (Engel et al, 1992; Gonzalez-Leiza et al, 2011;
Chodisetti & Reddy, 2019).

“‘MepM, MepS, and MepA cleaved 4—3 and 3—3 cross-links with similar
efficacies (4—3 =3—-3). MepH and MepK displayed a preference for 4—3
cross-links (4—3 > 3-3) or for 3—3 cross-links (4—3 < 3-3), respectively. L,
D-carboxypeptidase, hydrolysis of the DAP*-D-Ala* amide bond of
tetrapeptide stems.

9dHydrolysis of 3—3 cross-links was not tested.

“Replacement of both MepM and MepK by MepS was not tested.

fNone, no phenotype associated with endopeptidase overproduction.

D-Ala° is rapidly cleaved off from pentapeptide stems by D,D-
carboxypeptidases if they are not used for formation of 4—3 cross-
links (Glauner et al, 1988). These observations suggest that the
transpeptidase activity of PBPs exclusively relies on de novo synthe-
sis and translocation of pentapeptide-containing subunits. Thus,
YcbB is expected to function as a rescue enzyme to restore cross-
linking in regions of the PG that are compromised by 4—3 or 3—3
endopeptidases. This mechanism was proposed for PG repair
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following disassembly of the lipopolysaccharide export machinery
that crosses the PG layer (More et al, 2019). The combined activities
of endopeptidases cleaving 4—3 cross-links and of L,D-
transpeptidases could contribute to the enrichment in 3—3 cross-
links in stationary phase cultures (Pisabarro et al, 1985). In turn,
this enrichment may protect cells from hydrolases active on 4—3
cross-linked PG. Previous analyses proposed that two L,D-
transpeptidases may contribute to the enrichment of PG in 3—3
cross-links, namely YcbB (LdtD), which is induced by the cell
envelope Cpx stress system, and YnhG (LdtE), which is expressed
under the control of sigma S and induced in stationary phase (Weber
et al, 2005; Delhaye et al, 2016).

Participation of YcbB to PG polymerization complexes

PG polymerization is generally thought to be performed by two
multiprotein complexes involved in the expansion of the lateral cell
wall (elongasome) and in the formation of the septum (divisome)
(Pazos et al, 2017). Replacement of the D,D-transpeptidase activity
of all PBPs by the L,D-transpeptidase activity of YcbB raises several
questions regarding the identity of the partners of YcbB for the
assembly of lateral wall and septum PG, and whether YcbB physi-
cally replaces PBPs in the PG polymerization complexes. Our data
support a model in which YcbB functions with two different sets of
partners for lateral wall and septum PG assembly as follows.

For the assembly of lateral wall PG, inactivation of the transpep-
tidase domain of PBP2 by B-lactams leads to uncoupling of the
glycosyltransfer and transpeptidation reactions, the former being
most probably catalyzed by RodA (Uehara & Park, 2008; Cho et al,
2014) (Fig 12B). Uncross-linked glycan chains accumulate in the
periplasm and are eventually cleaved by the SIt70 lytic transglycosy-
lase and recycled. According to the model presented in Fig 12, and
in agreement with a previous study (Cho et al, 2014), the reactions
catalyzed by SIt70 and YcbB occur in competition implying that
YcbB-mediated cross-linking is not coupled to glycan chain polymer-
ization by RodA. This also implies that YcbB could function in the
PG layer in combination with the MepM endopeptidase known to
participate in cell elongation (Uehara et al, 2009; Singh et al, 2012;
Banzhaf et al, 2020; Truong et al, 2020). In agreement with this
model, impaired SIt70 activity had a positive impact on f-lactam
resistance mediated by YcbB (Fig 12C). This was established both
by the selection of mutations enabling expression of B-lactam resis-
tance in liquid medium, which mapped in the sitY gene encoding
SIt70 (Table 2) and by the deletion of sitY, which lowered the level
of ycbB expression required for resistance (Fig 11).

For the assembly of septum PG, YcbB was proposed to cooperate
with the glycosyltransferase activity of Class A PBP1b (Hugonnet
et al, 2016; Caveney et al, 2019). In support of this hypothesis,
microscale thermophoresis experiment revealed that purified YcbB
interacts with PBP1b and PBP5 (D,D-carboxypeptidase). Further-
more, the glycosyltransferase activity of PBP1b is essential for YcbB-
mediated B-lactam resistance, whereas the combined deletion of
class A PBPla and PBPlc had no impact. We cannot rule out the
possibility that the glycosyltransferase activity of FtsW also contri-
butes to septum PG polymerization in the presence of B-lactams but
this would require that the inactivation of PBP3 by B-lactams lead to
the uncoupling of glycan chain polymerization and PG cross-
linking, as proposed for the RodA-PBP2 complex (see above). This
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A Polymerization of side-wall peptidoglycan by the PBP2-RodA complex
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Figure 12. Proposed model for polymerization of side wall PG by transpeptidases of the D,D or L,D specificity.

A In wild-type cells, the disaccharide pentapeptide subunit linked to the undecaprenyl lipid transporter (Lipid 1) is translocated to the outer leaflet of the cytoplasmic
membrane by Mur] and polymerized by the glycosyltransferase and D,D-transpeptidase activities of the RodA-PBP2 complex. MepM is essential and sufficient for
insertion of new material in the PG net, although this endopeptidase can be replaced by overproduction of MepH, MepS, or PBP7.

B Inhibition of PBP2 by B-lactams leads to the accumulation of uncross-linked glycan chains that are cleaved by the SIt70 Iytic transglycosylase. This limits the supply
of glycan chains for cross-linking by the YcbB L,D-transpeptidase. Under this condition, MepM or overproduction of MepS is required for insertion of new glycan
strands. Production of YcbB leads to a requirement for an additional endopeptidase, MepK. This function of MepK can be bypassed by overproduction of MepS.

C Deletion of the sitY gene encoding lytic transglycosylase SIt70 prevents digestion of uncross-linked glycan chains leading to a full supply of neo-synthesized glycan
chains to YcbB and improved expression of B-lactam resistance. IM, inner membrane; OM, outer membrane; CRO, ceftriaxone.

is not supported by the analyses of PG recycling in conditions of
selective inhibition of PBP3 by aztreonam (Uehara & Park, 2008).
The endopeptidases involved in septum formation have not been
identified, except for a contribution of PBP4, which has an effect on
the timing of septation (preprint: Verheul et al, 2020). MepK is a
candidate for this function in 3—3 cross-linked PG although this is
currently not supported by experimental evidence, and it remains to
be seen if endopeptidases are needed for septum PG synthesis.

Materials and Methods

Strains, plasmids, and growth conditions

All strains were derived from E. coli BW25113 (Baba et al, 2006).
The origin and characteristics of plasmids are listed in

© 2021 The Authors

Appendix Table S1. The origin and genotype of strains are listed in
Appendix Table S2. Bacteria were grown in brain heart infusion
(BHI; Difco) broth or agar at 37°C unless otherwise specified. Liquid
cultures were performed with aeration (180 rpm). The growth
media were systemically supplemented with drugs to counter-select
plasmid loss (Appendix Table S1). The same drugs at the same
concentrations were used to select transformants. Kanamycin at
50 pug/ml was used for the Km® cassette. Induction of the lacZYA,
araBAD, and rhaBAD promoters was performed with isopropyl p-D-
1-thiogalactopyranoside (IPTG, 40 or 50 uM), L-arabinose (0.2 or
1%), and L-rhamnose (0.2 or 1%), respectively. Plasmids
constructed in this study were obtained by using NEBuilder HiFi
DNA assembly (New England Biolabs) method, unless otherwise
specified.

Growth curves were obtained in a 96-well plate using an Infinite
200 PRO microplate reader (TECAN). Briefly, bacteria were grown
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to the late exponential phase, i.e., to an optical density at 600 nm
(ODggp) greater than 1.0 (ca. 6 h at 37°C under agitation). The
ODgpo was adjusted to 1.0, and 5 pl were inoculated in 195 pl of
BHI broth supplemented with drugs and inducers, as specified in
the legends to figures. Growth was monitored at 600 nm every
5 min for 12 h at 37°C with vigorous shaking.

Construction of E. coli strains carrying gene deletions

The Keio collection comprises 3,985 mutants obtained by replace-
ment of non-essential genes by a kanamycin resistance (Km®)
cassette (Baba et al, 2006). P1 transduction of the Km® cassette
from selected mutants was used to introduce deletions of specific
genes involved in PG synthesis (Datsenko & Wanner, 2000). For
multiple gene deletions, the Km"® cassette was removed by the FLT
recombinase encoded by plasmid pCP20. The presence of the
expected deletions was confirmed by PCR amplification at each
deletion step. Appendix Fig S1 shows lineages that have been
obtained by parallel serial deletions.

To study the 3—3 mode of cross-linking, plasmid pKT2(ycbB)
and pKT8(relA’) were introduced into the derivatives of E. coli
BW25113 ArelA obtained by deletion of various combinations
of endopeptidase genes. For the sake of simplicity, the latter
strains were referred to as BW25113(ycbB, relA’) derivatives
even though gene deletions preceded the introduction of pKT2
(ycbB) and pKT8(relA’).

Construction of E. coli BW25113 ArelA ASEDs

The plasmid pHVS53(Pxqap-TIS2-mepM) was introduced into
BW25113 ArelA A7EDs harboring mepM as the only chromosomal
endopeptidase-encoding gene. The mepM deletion was introduced
into BW25113 ArelA A7EDs pHV53(P,usap-TIS2-mepM) in the pres-
ence of 0.2% L-rhamnose by P1 transduction as described above.
Growth of the resulting BW25113 ArelA A8EDs pHVS53(Pnapap-
TIS2-mepM) strain was dependent on the induction of the plasmid
copy of mepM mediated by L-thamnose.

Mutant selection and whole-genome sequencing

E. coli BW25113 M1 was streaked for isolated colonies on agar
plates containing 10 pg/ml tetracycline to counter-select loss of
plasmid pJEH12(ycbB). The selection procedure was independently
carried out starting with four independent colonies. Briefly, 5 ml of
BHI broth supplemented with 10 pg/ml tetracycline and 50 uM
IPTG were inoculated with a colony. Bacteria were grown overnight
with shaking (180 rpm). A fraction of 1 ml of the culture was inocu-
lated in 250 ml of BHI broth supplemented with 16 pg/ml ampicillin
and 50 pM IPTG. Bacteria were grown overnight with shaking and
streaked on BHI agar containing 16 pg/ml ampicillin and 50 pM
IPTG. A colony was inoculated in 250 ml of BHI broth supple-
mented with 16 pg/ml ampicillin and 50 uM IPTG. Bacteria were
grown overnight with shaking and streaked on BHI agar containing
16 pg/ml ampicillin and 50 uM IPTG. Five ml of BHI broth contain-
ing 10 pg/ml tetracycline was inoculated with a single colony and
genomic DNA was extracted (Wizard DNA extraction kit, Promega).
Genomic DNA was sequenced by paired-end joining Illumina
(Biomics Platform of the Institut Pasteur, Paris, France).
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Identification of the mutations was performed with the breseq pipe-
line (Deatherage & Barrick, 2014).

Plating efficiency assay

Bacteria were grown to the late exponential phase, i.e., to an optical
density at 600 nm (ODggp) greater than 1.0 (ca. 6 h at 37°C under
agitation). The ODgoo was adjusted to 1.0- and 10-fold dilutions
(107! to 107°) were prepared in BHI broth. Ten pl of the resulting
bacterial suspensions was spotted on BHI agar supplemented with
inducers and drugs as indicated in the legend to figures. For the disk
diffusion assay, 5 pl of the bacterial suspension adjusted to an
ODggo of 1.0 was inoculated in 5 ml of water. BHI agar plates were
flooded with the latter suspension, excess liquid was removed, and
the plates were kept at room temperature for 15 min prior to the
addition of paper disks containing antibiotics or inducers. Plates
were imaged after 16 h (or 24 h for plates containing ceftriaxone) of
incubation at 37°C.

Detection of the production of PBP4 and AmpH with a
fluorescent penicillin

Derivatives of BW25113(ycbB, relA’) AmepM harboring plasmids
pHV48(dacB) or pHVS50(ampH) were grown in the presence of L-
rhamnose (0, 0.01, 0.1, and 1%), 10 pug/ml tetracycline, 20 pg/ml
chloramphenicol, and 25 pg/ml zeocin to the early stationary phase
(ODggo = 3.0). The antibiotics were used to counter-select loss of
plasmids pKT2, pKT8, and pHV48 or pHV50, respectively. Bacteria
(1.5 ml) were washed in PBS, concentrated 10-fold (150 pl), and
incubated with 200 pM BOCILLIN® FL Penicillin (Invitrogen) for
10 min at 20°C. Bacteria were washed with PBS, resuspended in
100 pl of PBS, and 100 pl of 2x Laemmli loading buffer was added.
The mixture was incubated at 92°C for 3 min, and 30 ul was
analyzed by 12% SDS-PAGE. Images were acquired using the IBright
FL 1500 (Thermo Fisher) imager in the protein fluorescence mode.

Purification of endopeptidases

The mepM gene was amplified by PCR and cloned into pET-TEV
between the Ndel and Xhol restriction sites. The fusion protein
comprised a 6x histidine tag, a TEV protease cleavage site, and resi-
dues 41-440 of MepM. The mepH and mepS genes were indepen-
dently amplified by PCR and cloned in frame with dsbC into
pETMMS82 using NEBuilder HiFi DNA assembly (New England
Biolabs). The fusion proteins comprised the DsbC chaperone (Fir-
czuk & Bochtler, 2007), a 6x histidine tag, a TEV protease cleavage
site, and residues 28-271 of MepH or 25-188 of MepS. The enzymes
were produced in E. coli BL21(DE3) following induction by 0.5 mM
IPTG for 18 h at 16°C. The endopeptidases were purified in 50 mM
Tris—HCI pH 8.0 from a clarified lysate by nickel affinity chromatog-
raphy (elution with 0.5 mM imidazole). The endopeptidases were
dialyzed overnight at 4°C against 50 mM Tris—HCI pH 8.0, 0.5 mM
EDTA. N-terminal tags were cleaved overnight at room temperature
following addition of 10 ug of TEV protease for every mg of protein
and DTT at a final concentration of 0.5 mM. MepM, MepH, and
MepS were further purified by size-exclusion chromatography
(Superdex 75 HiLoad 26/60, GE Healthcare) in 50 mM Tris—HCI pH
7.5, 200 mM NaCl.
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PBP4 was purified from strain BL21(DE3) pET21bQPBP4A1-60 as
previously reported (Banzhaf et al, 2020). Briefly, cells were grown
in the presence of 1 mM IPTG for 8 h at 20°C and then harvested by
centrifugation at 7,500 x g, 4°C, 15 min. Cell pellets were resus-
pended in 50 mM Tris—HCI pH 8.0, 300 mM NaCl and lysed by soni-
cation. Following centrifugation at 14,000 x g, 1 h, 4°C, the NaCl
concentration was reduced by stepwise dialysis in a Spectra/Por
dialysis membrane (MWCO 12-14 kDa) against 50 mM Tris—HCI pH
8.5 containing (i) 200 mM NacCl, (ii) 100 mM NacCl, and (iii) 30 mM
NaCl. The sample was centrifuged at 7,500 x g, 4°C, 10 min, and
the supernatant was applied to a 5 ml HiTrap Q HP IEX column in
25 mM Tris-HCI pH 8.5, 30 mM NaCl. Protein was eluted from the
column with a linear gradient from 50 mM Tris-HCl pH 8.5,
100 mM NaCl, to 25 mM Tris—HCI pH 8.0, 1 M NaCl, over a 100 ml
volume. Fractions containing PBP4 were combined and dialyzed
against 10 mM potassium phosphate pH 6.8, 300 mM NaCl. Protein
was applied at 1 ml/min to a 5 ml ceramic hydroxyapatite column
(Bio-Rad BioscaleTM) in the dialysis buffer, and a 50 ml linear
gradient to 500 mM potassium phosphate pH 6.8, 300 mM NaCl
was applied. Fractions with PBP4 were dialyzed overnight against
25 mM HEPES-NaOH pH 7.5, 300 mM NaCl, 10% glycerol, and
concentrated to ca. 5 ml using a Vivaspin concentrator spin column
(Sartorius). The protein sample was applied to a HiLoad 16/600
Superdex 200 column (GE healthcare) at 1 ml/min and eluted in a
linear gradient to 25 mM HEPES-NaOH pH 7.5, 300 mM NaCl, 10%
glycerol. The collected fractions containing PBP4 were combined.

PBP7 was purified from strain BL21(DE3) pET28aQpbpGA1-75 as
previously reported (Banzhaf et al, 2020). Briefly, cells were grown
in the presence of 1 mM IPTG for 3 h at 30°C before being harvested
by centrifugation and resuspended in 25 mM Tris-HCl pH 7.5,
500 mM NaCl, 20 mM imidazole. Following sonication and subse-
quent centrifugation, the lysate was applied to a 5 ml HisTrap HP
column (GE healthcare) and washed with 4 column volumes of
25 mM Tris-HCI pH 7.5, 500 mM NaCl, 20 mM imidazole. Bound
protein was eluted with 25 mM Tris—-HCI pH 7.5, 300 mM NacCl,
400 mM Imidazole. Elution fractions containing PBP7 were combined
and dialyzed overnight against 25 mM HEPES-NaOH pH 7.5, 300 mM
NaCl, 10% glycerol, in the presence of 1 unit/ml of restriction grade
thrombin (Novagen) to remove the oligohistidine tag. The sample
was then concentrated to ca. 5 ml using a Vivaspin concentrator spin
column (Sartorius) at 4,500 x g, 4°C. The protein sample was applied
to a HiLoad 16/600 Superdex 200 column (GE healthcare) at 1 ml/
min and eluted in 25 mM HEPES-NaOH pH 7.5, 300 mM NaCl, 10%
glycerol. Elution fractions containing PBP7 were combined.

Protein concentrations were determined by the Bio-Rad protein
assay using bovine serum albumin as a standard. Endopeptidases
were stored at —80°C.

Preparation of sacculi

Bacteria were grown in M9 minimal medium supplemented with
0.1% glucose at 37°C for 48 h. Bacteria were harvested by centrifu-
gation and boiled in 4% sodium dodecyl sulfate (SDS) for 1 h.
Sacculi were harvested by centrifugation (20,000 x g for 20 min at
20°C), washed five times with water, and incubated with 100 pg/ml
pronase overnight at 37°C in 20 mM Tris—HCI pH 7.5. Sacculi were
washed five times with water and incubated overnight at 37°C with
100 pg/ml trypsin in 20 mM sodium phosphate pH 8.0. Sacculi
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were washed five times with water, boiled for 5 min, collected by
centrifugation, resuspended in water, and stored at —20°C.

Digestion of sacculi

Sacculi were digested overnight at 37°C with 120 uM lysozyme alone
or in association with an endopeptidase in 40 mM Tris—HCI pH 8.0.
Insoluble material was removed by centrifugation, and the soluble
fraction containing muropeptides was reduced with sodium borohy-
dride for 1 h in 125 mM borate buffer pH 9.0. The pH of the solution
containing the reduced muropeptides was adjusted to 4.0 with phos-
phoric acid. Muropeptides were separated by rpHPLC in a C18
column (Hypersil GOLD aQ; 250 x 4.6 mm; 3 um, Thermo Scien-
tific) at a flow rate of 1 ml/min with a linear gradient (0-20%)
applied between 10 and 60 min (buffer A, TFA 0.1%; buffer B,
acetonitrile 20% TFA 0.1%). Absorbance was monitored at 205 nm
and fractions were collected, lyophilized, and analyzed by mass spec-
trometry. Mass spectra were obtained on a Bruker Daltonics maXis
high-resolution mass spectrometer (Bremen, Germany) operating in
the positive mode (Analytical Platform of the Muséum National
d’Histoire Naturelle, Paris, France). Theoretical masses were
predicted using massXpert, and mass spectral data were explored
using mineXpert2 (Rusconi, 2009; Langella & Rusconi, 2021).

Data availability

Whole genome sequencing raw data of sitY mutants (M1.1 to M1.4)
are available at the Sequence Read Archive database (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/Traces/study/?acc = PRINA748867).

Expanded View for this article is available online.
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Expanded View Figures
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Figure EV1. Insertion of PG subunits into the growing PG network.

According to this model, one glycan strand (circled A) is polymerized by glycosyltransferases (GTs; step A) and attached to the pre-existing polymer (strands 2 and 3) by
transpeptidases (TPs; step B). Hydrolysis of the cross-links connecting strands 2 and 3 by endopeptidases (EDs; step C) results in the expansion of the PG layer (step D). Of note,
this model, which applies to the synthesis of the lateral wall, accounts for incorporation of new subunits sheltered from the cytoplasm osmotic pressure (De Jonge et al, 1989).
There are other models in which whole glycan strands are removed (Holtje & Heidrich, 2001). All models predict that amide bonds should be cleaved for extension of the

peptidoglycan network.
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Figure EV2. Analysis of endopeptidases activity by mass spectrometry.

A Mass spectrometry analysis of muropeptides obtained by digestion of sacculi from BW25113 with lysozyme (upper panel) or lysozyme plus MepM (lower panel). The
observed and calculated monoisotopic mass is indicated in Dalton. Peak a corresponds to a disaccharide-tripeptide substituted by a Lys-Arg (KR) dipeptide originating
from digestion of the covalently-bond Braun lipoprotein by trypsin (Magnet et al, 2008).

B Discrimination of isomers containing 3—3 (Tri-Tetra) and 4—3 (Tetra-Tri) cross-links by tandem mass spectrometry. All fragments lost both GIcNAc molecules.
Fragments that are specific of each isomer are shown in red. Fragments specific of an isomer but which can also be found in the other isomer following loss of a
water molecule are shown in blue. Mass of fragments is shown in Dalton. A, L-Ala or D-Ala; a, C-terminal D-Ala; E, D-Glu; DAP, diaminopimelic acid.
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Figure EV3. Complementation of the mepM deletion by endopeptidases of the PBP family.

A Functional complementation of the mepM deletion of BW25113(ychB, relA’) AmepM was performed with the pHV30 vector or recombinant plasmids encoding PBP4,
PBP7, and AmpH under the control of the P,,a4p promoter. Induction of endopeptidase (ED) genes was performed with 0.2% L-rhamnose in the presence or absence
of 16 pg/ml ampicillin, 32 pg/ml cefsulodin, or 8 ug/ml aztreonam. BHI agar plates contained 40 uM IPTG and 1% L-arabinose for induction ychB and relA’,
respectively. It was previously shown that ampicillin, cefsulodin, and aztreonam do not inhibit peptidoglycan cross-linking in BW25113(ycbB, relA’) due to full bypass
of the D,D-transpeptidase activity of PBPs by the L,D-transpeptidase activity of YcbB, which is not inactivated by these drugs (Hugonnet et al, 2016).

B Control experiment showing that the P,napap promoter in plasmids pHV48(dacB) and phV50(ampH) enables inducible production PBP4 and AmpH. PBPs were labeled
with a fluorescent B-lactam (BOCILLIN® FL Penicillin) in intact cells and separated by SDS—PAGE. This control experiment was only performed for PBP4 and AmpH
since modifications of the resistance or growth phenotypes were observed for the induction of all other endopeptidase genes in at least one of the assays reported in
the entire study. MWM, molecular weight marker.
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Figure EV4. Antibiotic susceptibility testing by the disk diffusion assay.

Disks contained 10 pg mecillinam (1), 10 pg ampicillin (2), 30 ng ceftriaxone (3), 30 pg tetracycline (4), 30 pg chloramphenicol (5), and 30 ug kanamycin (6). Plasmids pKT2
(vcbB) and pKT8(reld’) confer resistance to tetracycline and chloramphenicol, respectively. Kanamycin resistance is mediated by the Km® cassette inserted in place of relA.
Induction of ycbB and relA’ was performed with 40 uM IPTG and 1% L-arabinose.
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Figure EV5. Specificity of PG hydrolases.
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A Highlight of enzyme stereospecificity. The commonly used endopeptidase designation was employed in the entire manuscript to refer to the cleavage of internal
bonds although certain enzymes do not cleave peptide bonds connecting the oo amino and carboxyl groups of two consecutive amino acids and should have been

more precisely referred to as amidases.

B Recognition of the donor and acceptor stems of dimers by PBP and Mep endopeptidases accounting for the 4—3 versus 4—3 plus 3—3 specificities. According to this
model, endopeptidases of the Mep families cleave both 4—3 plus 3—3 cross-links since they interact with the tripeptide portion of the acceptor stem, which is
present in both types of dimers. In contrast, endopeptidases of the PBP family specifically interact with the tetrapeptide donor stem of 4—3 cross-linked dimers.
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mepH AmepH mepH mepH mepH mepH mepH mepH
mepS mepS AmepS mepS mepS mepS mepS mepS
mepM mepM mepM AmepM mepM mepM mepM mepM
dacB dacB dacB dacB AdacB dacB dacB dacB
pbpG pbpG pbpG pbpG pbpG ApbpG pbpG pbpG
ampH ampH ampH ampH ampH ampH AampH ampH
ek ek ek ek ek ek et
AmepA AmepA mepA mepA
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mepK mepk mepK mepK
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mepM mepM mepM
AdacB dacB AdacB
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ampH ampH AampH
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1 1 1 1
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Appendix Figure S1. Parallel and serial deletion of endopeptidase genes in E. coli BW25113 ArelA.
Deletions indicated in blue were introduced by the procedure of Datsenko and Wanner (Datsenko &
Wanner, 2000). The remaining endopeptidase genes are indicated in black. The presence of all deletions
was verified by PCR at each steps. The genomes of the strains retaining mepM and mepK (A6EDs) or only

mepM (A7EDs) were re-sequenced and no compensatory mutation was detected.



Table S1. Characteristics and origin of the plasmids used in this study

Plasmid Characteristics Origin
Vectors

pHV6 Tett  Puc lacl oriV CloDF13 This study

pHV7 CmR  Parasan araC oriV P15a This study

pHV9 Zeo®  Punr phlF oriV pBR322 This study

pHV30 Zeo®  Puasap TIS1  rhaSR  oriV pSC101 This study

pET-TEV Km?  Pp lacl oriV ColE1 (Houben et al., 2007)

pPETMM82 Km® P17 dsbC lacl oriV ColE1 (Firczuk & Bochtler, 2007)
Recombinant plasmids for ycbB and relA’ expression

pKT2 pHV6QycbB (Hugonnet et al., 2016)

pKT8 pHV7QrelA’ (Hugonnet et al., 2016)

pHV63 pHV7QycbB This study
Recombinant plasmids for complementation of endopeptidase gene deletions

pHV10.1 pHV9OQOmepM This study

pHV10.2 pHV9QmepM H3%A This study

pHV10.3 pHV9OmMepMA936-1224 (ALytM domain) This study

pHV43.1 pHV30QmepA This study

pHV43.2 pHV30QmepA H'3A This study

pHV44 pHV30QmepH This study

pHV45.1 pHV30QmepK This study

pHV45.2 pHV30QmepK H33A This study

pHV46 pHV30QmepM This study

pHV47.1 pHV30QmepS This study

pHV47.2 pHV30QmepS C**A This study

pHV48 pHV30QdacB This study

pHV49 pHV30QpbpG This study

pHV50 pHV30QampH This study

pHV53 pHV30QTIS2-mepM This study

pHV55 pHV7QmepA This study

pHV56 pHV7QmepH This study

pHV57 pHV7QmepK This study

pHV58 pHV7QmepM This study

pHV59 pHV7QmepS This study

pHV60 pHV7QdacB This study

pHV61 pHV7QpbpG This study

pHV62 pHV7QampH This study
Recombinant plasmids for protein production

pPET-TEVQmMepMA1-120  Production of MepM A1-40 This study

PETMM820OmepHA1-81  Production of MepH A1-27 This study

PETMM820OmepSA1-72  Production of MepS A1-24 This study

pET21bQdacBA1-60
PET28aQpbpGA1-75

Production of PBP4 A1-20
Production of PBP7 A1-25

(Banzhaf et al., 2020)
(Banzhaf et al., 2020)




Table S2. Characteristics and origin of E. coli strains used in this study

Strain Characteristics Origin

BW25113 A(araD-araB)567 A(rhaD-rhaB)568 (Baba et al., 2006)
AlacZ4787 (::rrnB-3) hsdR514 rph-1

BW25113(ycbB, relA’)  ArelA derivative of BW25113 harboring pKT2(ycbB) (Hugonnet et al., 2016)
and pKT8(relA’)

BW25113 M1 Ampicillin resistant derivative of BW25113 (Hugonnet et al., 2016)
pJEH12(ycbB) harboring a mutation in the 5° UTR
region of ileRS

BL21(DE3) Host for protein production (Wood, 1966)
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Conclusion

Le métabolisme des eucaryotes supérieurs fait intervenir principalement des ensembles complexes
d’isozymes qui catalysent la méme réaction dans des tissus et des stades de développement spécifiques.
En revanche, les bactéries produisent généralement une seule enzyme par réaction. Ainsi, les étapes
périplasmiques de la synthése du peptidoglycane sont trés atypiques car la plupart des réactions sont
catalysées par de multiples enzymes. L'importance de cette redondance n’avait jusqu’a présent pas été
considérée pour la synthese d’un peptidoglycane réticulé par des ponts 4-»3 ou 3-3 dans la méme espéce
bactérienne. Dans I'article 1, nous montrons que des modes distincts de réticulation du peptidoglycane
sont rendus possibles par le recrutement de différentes combinaisons d’enzymes a priori similaires. La
possibilité de contrdler le mode de réticulation (4->3 vs 3->3) ouvre de nouvelles voies pour explorer la
fonction des protéines impliquées dans la polymérisation du peptidoglycane sur la base de I'analyse de

phénotypes conditionnellement létaux (résistant vs sensible aux B-lactamines).

La vision générale actuelle est que la synthése du peptidoglycane est généralement réalisée par deux
complexes enzymatiques impliqués dans I'expansion de la paroi cellulaire latérale (élongasome) et dans la
formation du septum (divisome) (Egan et al. 2020). Ces complexes comprennent différents ensembles
d’enzymes spécialisées, de protéines du cytosquelette et de régulateurs, avec des fonctions partiellement
redondantes. Un modeéle plus récent propose que les complexes de polymérisation s’assemblent a partir
d’un ensemble d’enzymes librement diffusibles pour réaliser I'expansion du peptidoglycane a différents
stades du cycle cellulaires et dans différents environnements qui affectent par exemple I'osmolarité et le
pH du périplasme (Pazos, Peters, and Vollmer 2017). Selon ce point de vue, I'attribution d’une protéine au
divisome ou a I'élongasome n’implique pas que la protéine fonctionnera exclusivement dans ce complexe
et nexclut pas la possibilité que la protéine puisse fonctionner avec un nombre réduit de partenaires
indépendamment d’un élongasome et divisome complet. Le remplacement de [I'activité D,D-
transpeptidase des PBP par |'activité L,D-transpeptidase de YcbB, ainsi que la remplacement de certaines
endopeptidases par la surproduction d’autres endopeptidases sont des preuves directes de ce modele

plus récent de synthese du peptidoglycane qui integre la redondance des enzymes.
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2. |dentification des partenaires
fonctionnels de YcbB

Introduction

L’approche gene candidat nous a permis d’identifier MepM et MepK comme nécessaires a la résistance
aux B-lactamines médiée par YcbB en plus de I'activité glycosyltransférase de la PBP1b et de I'activité D,D-
carboxypeptidase de la PBP5 (Hugonnet et al. 2016). Nous avons ensuite cherché a identifier de maniere
exhaustive I'ensemble des genes nécessaires a la résistance aux B-lactamines médiée par YcbB ainsi qu’a
comprendre la fonction des protéines correspondantes. De plus, chez E. coli la résistance aux B-lactamines
provient généralement de la production de B-lactamases, de pompes a efflux ou de porines mutées (Blair
et al. 2015). Dans ces trois cas de figures, la résistance provient du fait que les B-lactamines ne peuvent
pas inhiber efficacement les PBP. Dans la résistance aux B-lactamines médiée par YcbB, les B-lactamines
sont toujours présentes dans le périplasme et inactivent efficacement leurs cibles. Cette particularité fait
de ce mécanisme de résistance un formidable outil pour comprendre davantage les effets de I'inactivation

des PBP dans des bactéries vivantes.

Le deuxiéme article a pour objectif I'identification de I'ensemble des partenaires de YcbB dans la synthése
du peptidoglycane et pour la résistance aux B-lactamines. Par comparaison des génes requis pour la
croissance en absence de B-lactamines (majorité de ponts 4->3) et en présence de B-lactamines (majorité
de ponts 3-3) identifiés par une approche Tn-seq, nous établissons la liste de I'ensemble des genes
essentiels a la résistance aux B-lactamines médiée par YcbB. La construction de mutants de I'élongasome
par I'approche CRISPR-Cas9 nous a permis d’identifier la fonction de ce complexe lorsque YcbB est la seule
transpeptidase fonctionnelle. La construction de mutants pour décortiquer les relations épistatiques, des
analyses de composition du peptidoglycane, et I'étude de I'intégrité de I'enveloppe nous a également

permis d’identifier I'impact des B-lactamines sur la perméabilité de la membrane externe.
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The D,D-transpeptidase activity of penicillin-binding proteins (PBPs) is the well-known
primary target of B-lactam antibiotics that block peptidoglycan polymerization. B-lactam-
induced killing involves complex downstream responses whose causes and consequences
are difficult to deconvolute. Here we show that bypass of PBPs by a B-lactam-insensitive L,D-
transpeptidase provides a powerful tool for studying these responses in living bacteria. Tn-
seq analysis identified 179 genes selectively essential to prevent the toxic effects of PBP
inactivation by B-lactams. Integrity of peptidoglycan synthesis mediated by RodA in a
functional elongasome was essential as well as many genes involved in the synthesis of
outer membrane polymers. Growth in the presence of B-lactams prevented the anchoring
of the Braun lipoprotein to peptidoglycan and weakened the permeability barrier of the
outer membrane. These findings reveal unsuspected side effects of B-lactams and identify a
critical role of the outer membrane for homeostasis of the cell envelope in the presence of

B-lactams.

INTRODUCTION

Gram-negative bacteria, such as Escherichia coli, possess a multilayer envelope that sustains
the turgor pressure of the cytoplasm (cell wall peptidoglycan) and acts as a selective chemical

barrier for nutrients, waste, and toxic compounds (inner and outer membranes) (Fig. 1A)%.



Several polymers containing protein, peptide, glycan, and lipid moieties ensure the
mechanical properties and the transport functions of the envelope. The peptidoglycan (PG),
which is covalently linked to the outer membrane via the Braun lipoprotein, is a giant net-like
macromolecule (ca. 10° Da) polymerized from a disaccharide-pentapeptide unit (Fig. 1B).
Glycosyltransferases catalyze formation of B-1,4 glycosidic bonds between disaccharides to
form glycan chains that are cross-linked to each other by transpeptidases (Fig. 1C). The latter
enzymes, the D,D-transpeptidases, also referred to as penicillin-binding proteins (PBPs) as they
are the essential targets of B-lactam antibiotics, cleave the D-Ala*-D-Ala® peptide bond of
pentapeptide stems (hence the D,D designation) and form 4->3 cross-links (Fig. 1C;
Supplementary Fig. S1A)2. In cooperation with scaffolding proteins and endopeptidases, the
D,D-transpeptidases mediate insertion of glycan strands into the expanding PG net-like
macromolecule thereby determining bacterial shape and ensuring a mechanical barrier

against the osmotic pressure of the cytoplasm during the entire cell cycle3™.

By-pass of the D,D-transpeptidase activity of PBPs by unrelated L,D-transpeptidases results in
resistance to most B-lactams®. The L,D-transpeptidases cleave the L,0 mesoDAP3-D-Ala*
peptide bond of tetrapeptide stems and form 3->3 cross-links (Fig. 1C; Supplementary Fig.
S1B)°. Other members of the L,D-transpeptidase family are responsible for the anchoring of
the Braun lipoprotein to the PG (Supplementary Fig. S1C)%°. Activation of the mostly cryptic
L,D-transpeptidase PG polymerization pathway was first discovered in B-lactam-resistant
mutants of Enterococcus faecium selected in vitro'*1?, L,D-transpeptidation is the main mode
of PG cross-linking in pathogenic Mycobacterium tuberculosis'® and can be targeted by third-
line chemotherapies based on the B-lactam meropenem??. In E. coli, activation of the pathway
requires overproduction of both the YcbB L,D-transpeptidase (LdtD) and of the guanosine
penta- or tetra-phosphate (p)ppGpp alarmone®. YcbB was subsequently reported to

participate in PG maintenance as it compensated defects in lipopolysaccharide export?®.

The D,D-transpeptidase activity of PBPs was identified as the primary target of B-lactams in
the 1960s'®. Nevertheless, deciphering the downstream cascade of events that leads to
bacterial death poses particular challenges and remains the subject of intense
investigations’~20. In this study we investigate the functions that are essential for the rescue
of PBPs by the 3->3 cross-linking activity of L,D-transpeptidase YcbB at the genome scale.

Results are based on Tn-seq identification of genes essential for YcbB-mediated B-lactam



resistance, construction of multiple gene deletions to decipher epistatic relationships, and
determination of the structure of PG by mass spectrometry (Fig. 1D and 1E). This analysis
opened a new window on the evolvability of the cell envelope, on the complex network of
interactions that pertain to the homeostasis of envelope polymers, and on the mechanisms
that E. coli develops to fight against the stress induced by B-lactam-mediated D,D-

transpeptidase inactivation.
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Figure 1. Structure of the multilayered E. coli envelope. (A) The envelope is composed of inner (IM, gray) and
outer (OM, black) membranes. Peptidoglycan (PG, blue) ensures osmotic protection of the bacterial cell. The IM
is a lipid bilayer composed mainly of phospholipids (PL). The OM is an asymmetric lipid bilayer: the inner leaflet
is composed of PL and the outer leaflet of lipopolysaccharides (LPS) and phosphatidylglycerides substituted by
the enterobacterial common antigen (ECApgL). (B) Structure of the PG subunit (GIcNAc, N-acetyl-glucosamine;
MurNAc, N-acetyl-muramic acid). (C) PG is a net-like macromolecule made of glycan chains (blue-purple
polygons) cross-linked together by short peptide stems (colored circles). PBPs catalyze the formation 43 cross-
links connecting the 4™ position of an acyl donor stem to the 3™ position of the acceptor. Two members of the
LDT family (YcbB and YnhG) catalyze the formation 3->3 cross-links. Three LDTs (ErfK, YbiS, and YcfS) anchor the
Braun lipoprotein (Lpp) to the PG. Linking DAP at the 3™ position of a PG donor stem to the Arg-Lys extremity of



the Lpp provides a covalent link between the OM and the PG. The PG-Lpp link is hydrolyzed by the YafK LDT2%22,
(D) rpHPLC profile of muropeptides from strain BW15113(ychB, relA’) grown without ceftriaxone. Structure is
inferred from the fragments obtained by digestion of PG with muramidases which cleave the MurNAc-GIcNAc B-
1,4 bond. (E) Structure of the muropeptides deduced from mass spectrometry analyses.

RESULTS

Identification of genes essential for YcbB-mediated B-lactam resistance. A transposon
sequencing (Tn-seq) approach was used to identify genes essential for YcbB-mediated B-
lactam resistance in the genome of E. coli BW15113(ycbB, relA’)>>. Two experimental
conditions, absence (-CRO) or presence (+CRO) of ceftriaxone, were compared. For both
conditions, IPTG and L-arabinose were added in order to induce genes encoding the YcbB L,D-
transpeptidase and the RelA’ (p)ppGpp synthase, respectively. Genomic DNA extraction was
performed on pools of 810,000 (-CRO) and 260,000 (+CRO) transformants and sequenced.
Technical duplicates of independent DNA extractions revealed R? correlation coefficients of
0.90 and 0.94 for the -CRO and +CRO conditions, respectively (Fig. 2A and B). Junction-
containing sequences were aligned to the E. coli BW25113 reference genome and essential
genes identified by quantifying the presence of gaps in the insertions (Fig. 2C). The average
numbers of reads per gene were compared to identify genes in which transposon insertions
were significantly (p-value < 0.05) underrepresented in the +CRO condition (Fig. 2D;

Supplementary Data File 1A).

The Tn-seq analyses revealed that, among the 4,309 annotated CDSs, 179 were selectively
essential in the +CRO condition according to a stringent combination of three criteria including
(i) the presence of a gap in transposon insertions, (ii) a significant p-value (< 0.05), and (iii) a
fold-change larger than 4 (See Materials and Methods) (Supplementary Data File 1B). No
genes were found to be selectively essential in the -CRO condition. The 179 +CRO selectively
essential genes were assigned to seven functional categories with a majority found to be
involved in the metabolism of envelope components (N = 71, 40%) and in stress responses (N
= 35, 20%) (Fig. 2E). Relevant Tn-seq profiles of genes discussed in this study have been

compiled in Supplementary Data File 2.
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Figure 2. Genome-wide transposon sequencing in E. coli BW25113(ycbB, relA’) grown in the absence (-CRO) or
presence (+CRO) of ceftriaxone. (A and B) Correlation of normalized average read numbers per CDS for two
sequenced technical replicates obtained for the -CRO and +CRO conditions, respectively. (C) Frequency and
location of transposon insertions. Rings, outermost to innermost, correspond to: (i) the BW25113 coordinates;
(i) the sense (light gray) and antisense (gray) CDSs; (iii) the log; of the fold-change of insertion for the -CRO versus
+CRO conditions. Data for -CRO to +CRO ratios smaller and greater than 1 appear in yellow and purple,
respectively; and (iv) the sense and antisense CDSs specifically essential in the +CRO condition, respectively. (D)
The volcano plot represents genes for which transposon inactivation is beneficial or detrimental in the +CRO
condition. The X-axis represents the log, of the fold-change of the average reads per gene for the -CRO versus
+CRO conditions. The Y-axis represents the negative logio of the p-value. The pink area corresponds to genes
with an at least 4-fold lower number of insertions in the +CRO condition with a p-value < 0.05. (E) Biological
functions of genes specifically essential in the +CRO condition.

Divisome disturbances are not tolerated for YchB-mediated B-lactam resistance. Synthesis
of the septum is mediated by components of the divisome that are recruited at mid-cell by
the assembly of the FtsZ ring (Fig. 3A)®. Proteins of the core divisome, FtsA, FtsEX, FtsQLB,
FtsW, FtsZ, ZipA, and PBP3, were each essential both in the -CRO and +CRO conditions. In
contrast, divisome-associated proteins involved in the control of the cell cycle (MinCD,

FtsK)?42°, in the stabilization of the divisome under stress conditions (FtsP)?®?%, and in



providing a physical link with the outer membrane (TolABQR and Pal)?® were only essential in

the +CRO condition.

Glycan chain polymerization by the elongasome is required for YcbB-mediated B-lactam
resistance. Expansion of the side-wall of peptidoglycan is mediated by the elongasome (Fig.
3B), which includes (i) RodA, a glycosyltransferase belonging to the shape, elongation, division
and sporulation (SEDS) protein family, (ii) PBP2, a catalytically mono-functional class B PBP
with D,D-transpeptidase activity, and (iii) MreB, an actin-like protein forming a cytoskeleton

that controls the localization and movement of the elongasome complex®.

Previous analyses established that the elongasome is dispensable for growth in mutants
overproducing the (p)ppGpp alarmone3%31. As expected, Tn-seq analysis indicated that each
of the six elongasome genes (mrdA, rodA, rodZ, mreB, mreC, and mreD) were dispensable for
growth in the -CRO condition, which included L-arabinose for production of (p)ppGpp by RelA’
(Fig. 3C). Growth of the elongasome mutants was further dependent upon expression of the
relA’ (p)ppGpp synthase gene (Supplementary Fig. S2A). Strikingly, the six elongasome genes
were each essential in the +CRO condition despite (p)ppGpp production (Fig. 3C). The
essentiality of PBP2 (encoded by mrdA) was unexpected given that this PBP could not
participate directly in PG cross-linking owing to inactivation of its D,D-transpeptidase domain
by ceftriaxone®32. The components of the elongasome are encoded by compact gene clusters
that are highly sensitive to polar effects potentially altering the transcription levels of adjacent
genes. We therefore complemented our Tn-seq results using a CRISPR-Cas9 approach
(Supplementary Fig. S2B) for one-step site-directed mutagenesis of mrdA to impair the
transpeptidase activity of PBP2. Expression of resistance to ceftriaxone was abolished by
deletion of mrdA, but not by replacement of the catalytic Ser residue of the D,D-transpeptidase
by Ala or Cys (Fig. 3D; Supplementary Fig. S2C). Thus PBP2, but not its transpeptidase activity,

was essential for drug resistance.

A similar CRISPR-Cas9 approach, applied to the mutagenesis of the glycosyltransferase gene
rodA, revealed that a catalytically active form of the glycosyltransferase was required for
growth in the presence of ceftriaxone (Fig. 3D; Supplementary Fig. S2C). It was previously
shown that PBP2, RodZ, MreB, MreC, and MreD are each essential for the assembly of the
elongasome, and that the interaction between PBP2 and RodA is not dependent on PBP2

activity®33>, Thus, PG cross-linking by YcbB required polymerization of glycan chains by RodA
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in a functional elongasome containing both RodA and PBP2, with the transpeptidase activity

of the latter enzyme being dispensable.
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at 8 ug/ml (+ ceftriaxone) or without drug (- ceftriaxone) on BHI agar plates supplemented with 40 uM IPTG and
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harboring the mrdA S*3°A and mrdA S33°C did not grow in the presence of ceftriaxone at 37 °C.

Recycling of peptidoglycan fragments is dispensable for YcbB-mediated B-lactam resistance.
In E. coli, 40% to 50% of the PG is degraded per generation with >90% of the resulting
muropeptides recycled by the cell*®3’. This involves the retrograde transport of PG fragments
into the cytoplasm by specialized permeases, AmpG and the Opp complex, followed by the
recycling of the sugar and peptide moieties as glucosamine and tripeptide L-Ala-y-D-Glu-DAP,

respectively (Fig. 4A). Tn-seq analysis showed that genes encoding the AmpG permease and



each component of the Opp complex were fully dispensable for growth both in -CRO and +CRO
conditions. We further demonstrated that PG recycling was fully dispensable by constructing
a AampG DAoppF AmppA triple mutant that was found to be viable and resistant to ceftriaxone
in spite of the loss of both transporters (Supplementary Fig. S3A). Nevertheless, the
cytoplasmic L,D-carboxypeptidase LdcA was essential in the +CRO but not in the -CRO
condition. This enzyme was previously shown to trim D-Ala* from recycled tetrapeptide stems
to provide the L-Ala-y-D-Glu-DAP tripeptide that is directly added to UDP-MurNAc by the Mpl
ligase3839, Disruption of the gene encoding LdcA was reported to result in bacteriolysis during
stationary growth, attributed to dramatically decreased cross-linking as recycled tetrapeptide
stems cannot serve as acyl donors by D,D-transpeptidases (Supplementary Fig. S1)*°. The same
explanation cannot account for the essential role of LdcA in ceftriaxone resistance since YcbB
uses tetrapeptide stems as acyl donors®. Nonetheless, the essential role of LdcA in the +CRO
condition stemmed from elimination of imported tetrapeptides since deletion of the mp/ gene
restored growth of the AldcA mutant in the presence of ceftriaxone (Supplementary Fig. S3A).
Overexpressing murA, encoding the enzyme catalyzing the first committed step of PG
synthesis (Fig. 4A), also restored resistance of the AldcA mutant (Supplementary Fig. S3B).
Thus, boosting the metabolic flux trough the PG assembly pathway compensates for the
toxicity of the imported tetrapeptides. Together, these results indicate that Mpl ligates the
tetrapeptide onto UDP-MurNAc and that in the absence of LdcA the resulting tetrapeptide-
containing precursors are ineffectively used in subsequent PG synthesis steps and impair the

global efficacy of the pathway.

Consequences of replacement of mesoDAP by L,L-DAP in PG precursors on resistance and
envelope synthesis. DapF, which converts L,L-DAP into mesoDAP, was reported to be
dispensable for growth in E. coli. MurE ligase catalyzes the addition of L,L.-DAP to UDP-MurNAc-
L-Ala-D-Glu, albeit less effectively than the addition of mesoDAP due to a 3,000-fold difference
in Kn%. Since epimerization of L,L-DAP by DapF is the only source of mesoDAP in E. coli, this
implies that PBPs are able to cross-link stem peptides containing L,L-DAP instead of mesoDAP.
Concordantly, dapF was unessential in the -CRO condition. On the contrary, no transposon
insertions were found in this gene in the +CRO condition. Lethality was not due to the inability
of YcbB to cross-link L,L-DAP-containing stem peptides since 3->3 cross-linked dimers were

detected in a AdapF mutant (Supplementary Fig. S4). Likewise, deletion of dapF did not



prevent the anchoring of the Braun lipoprotein to the PG. Thus, L,D-transpeptidases, similarly
to PBPs, tolerated the replacement of mesoDAP by L,L.-DAP. The essentiality of dapF in the
+CRO condition may therefore be accounted for by a reduced efficacy of the PG assembly

pathway, as observed above for the /dcA null mutant.

Essentiality of redundant and non-redundant peptidoglycan biosynthetic enzymes.
Excepting dapF, all genes encoding enzymes involved in PG biosynthetic steps known to be
performed by a single enzyme were identified as essential in both +CRO and -CRO conditions
(Fig. 4A). The essentiality of genes encoding redundant enzyme functions was not expected

and is reported in Supplementary Fig. S5.

Accumulation of capsule intermediates abolished YcbB-mediated B-lactam resistance. The
outermost polymer of the cell wall of most E. coli strains is a capsule made of colanic acid**.
All but one colanic acid biosynthetic enzymes, Wcal, were specifically essential in the +CRO
condition (Fig. 4B, 4C, and 4D). Wcal catalyzes the first committed step in the assembly of the
colanic acid precursor, indicating that this polymer is unessential for growth in the presence
of ceftriaxone. Given that the loss of all other colanic acid biosynthesis enzymes is expected
to result in accumulation of undecaprenyl-linked precursors, we concluded that these
enzymes are essential for preventing the sequestration of the lipid transporter. According to
this model, sequestration of Css would indirectly inhibit the assembly of other polymers, such
as the essential PG, that rely on the same lipid carrier. As confirmation, we showed that
deletion of the gene encoding Wcal enabled growth of a Wcal mutant in the presence of
ceftriaxone (Supplementary Fig. S6A). Combined, these results indicate that the capsule is, in
itself, unessential for growth in the presence of ceftriaxone although biosynthetic enzymes

are essential to prevent reduced PG synthesis by sequestration of the lipid carrier.
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Outer-membrane enterobacterial common antigens (ECAs) are required for YcbB-mediated

B-lactam resistance. Three ECA polymers are assembled from the same Css-linked precursor

(Fig. 5)*. ECAs composed of 1 to 14 units of the precursor are covalently linked to
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lipopolysaccharides (ECALps) or to phosphatidylglycerides (ECApcL) in the outer leaflet of the

outer membrane. Free cyclic ECAs (ECAcyc), made of four units, are located in the periplasm.

None of the three ECA polymers were essential in the -CRO condition since transposon
insertions were detected in genes encoding enzymes involved in the synthesis of nucleotide-
sugar precursors (Fig. 5A) and for the assembly of the Css-linked trisaccharide subunit (Fig. 5B).
In contrast, most enzymes were essential in the +CRO conditions indicating that at least one
of the three ECA polymers was essential for resistance. Synthesis of both ECA.ps and ECAcyc
was dispensable for resistance since deletion of the genes encoding the Waal and WzzE
ligases, alone or in combination, was dispensable for growth in the presence of ceftriaxone
(Fig. 5C; Supplementary Fig. S6B). By elimination, these results indicate that synthesis of
ECApcL is essential for resistance although this could not be directly established as the

corresponding polymerase has not yet been identified.

Synthesis of the core sugars of lipopolysaccharides (LPS) is essential for YcbB-mediated B-
lactam resistance. Lipid A, substituted by two 3-deoxy-D-manno-octulosonate residues, is
known to be the minimal moiety of LPS required for growth of E. coli**. Accordingly, most
enzymes involved in its synthesis and transport to the outer membrane were essential in the
-CRO and +CRO conditions (Fig. 5D, 5E, and 5F). Downstream enzymes, responsible for
synthesis of the ADP-L-glycero-D-manno-heptose subunit (RpiA, Rpe, GmhA, HIdE, GmhB,
HIdD), the addition of a D-manno-heptose to the saccharide chain (WaaC), and the
phosphorylation of this residue (WaaP), were essential only in the +CRO condition. Additions
a 2"d p-manno-heptose (WaaF) and a D-glucose (WaaG) residues were also essential for
resistance. The enzymes catalyzing the three subsequent steps in the assembly of the outer
core (WaaQ, B, and R) were required for optimal growth in the +CRO condition. Only three
enzymes of the pathway (Waay, J and U) were fully dispensable both in the -CRO and +CRO
conditions. These results indicate that growth in the presence of ceftriaxone was not

compatible with incomplete synthesis of LPS.
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Growth with B-lactams impacts the anchoring of the Braun lipoprotein to peptidoglycan.
The Tn-seq analysis showed that the Braun lipoprotein is dispensable for growth in both -CRO
and +CRO conditions. Analyses of the PG structure (Supplementary Fig. S7) revealed that
growth in the presence of ceftriaxone dramatically reduced the anchoring of the Braun

lipoprotein to PG. Thus, ceftriaxone may inhibit the anchoring reaction catalyzed by LDTs
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(Supplementary Fig. S1C). Competition of LDTs for the same muropeptide donor, as previously
proposed??, may also contribute to limiting the anchoring of the Braun lipoprotein to PG.
However, this appears less likely since the high proportion of 3->3 cross-links in the -CRO
conditions (40%) was not detrimental to the anchoring of the lipoprotein (Supplementary Fig.

S7).

Growth with B-lactams impacts the outer membrane permeability barrier. Having assessed
the role of outer membrane components on the integrity of the outer membrane in the
presence of ceftriaxone, our next objective was to determine its functionality as a permeability
barrier. In the absence of inducers of ycbB and relA’, hydrolysis of chlorophenol red-B-D-
galactopyranoside (CPRG) by the cytoplasmic LacZ B-galactosidase was detected in a narrow
ring at the perimeter of the ceftriaxone inhibition zone (Fig. 6A). Thus, exposure to
subinhibitory concentrations close to the minimal inhibitory concentration (MIC) of the drug
resulted in increased permeability. Upon induction of ycbB and relA’, LacZ activity was
detected in a large zone showing that ceftriaxone increased permeability at concentrations
that were much lower than the MIC of that strain. Growth in the presence of ceftriaxone
sensitized the bacteria to sodium dodecyl sulfate (SDS) resulting in a > 40-fold reduction of the
MIC of the detergent (Fig. 6B). Growth in the presence of ceftriaxone also increased
susceptibility to vancomycin, moenomycin, bacitracin, and erythromycin, which are known to
poorly penetrate the outer membrane of Gram-negative bacteria (Fig. 6C). Together, these
data indicate that bypass of PBPs by YcbB was associated with the permeabilization of the
outer membrane in the presence of ceftriaxone. This implies that the mode of action of B-
lactams may involve a positive loop in which binding of the drugs to their targets promotes

drug access to the periplasm.

DISCUSSION

The targets of B-lactams and the mechanism of their inactivation have been known for
decades, and yet an understanding of the downstream cascade of events that leads to
bacterial cell death remains elusive. The most recent model (Fig. 6D) proposes that
inactivation of PBPs results in the production of uncross-linked glycan chains in the periplasm

and in their subsequent cleavage by lytic enzymes®2°, The anabolic demand generated by this
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futile cycle of PG synthesis and degradation engenders alterations in central carbon
metabolism, protein synthesis, and ATP utilization leading to the production of reactive
oxygen species (ROS) that damage biomolecules, including DNA, RNA, proteins, and lipids. The

resulting oxidative stress contributes to cell death’44,

The rescue of PBP inactivation by YcbB implies, in its simplest sense, a bypass of the cross-
linking activity of PBPs, by the replacement of 4-3 by 3->3 cross-links (Fig. 1). However, our
analysis shows B-lactam resistance to be significantly more complex since the toxic effects of
the inactivation of PBPs persisted despite the bypass of their D,D-transpeptidase activity by
YcbB. The genes identified as selectively essential in the +CRO condition (Fig. 2) revealed the

complexity of functions that are mobilized to mitigate these toxic effects (Fig. 6E).

Uncoupling of RodA-mediated transglycosylation from PBP2-mediated transpeptidation upon
inactivation of this PBP by B-lactams was previously shown to have opposite effects on the
viability of susceptible and resistant bacteria. In susceptible bacteria, accumulation of uncross-
linked glycan strands is deleterious and their degradation by the lytic transglycosylase SItY
contributes to cell survival®®. In contrast, inactivation of SItY favors YcbB-mediated resistance,
with uncross-linked glycan strands formed by the elongasome complex serving as suitable
substrates for the assembly of a functional PG polymer’. Pulse-labeling experiments indicated
that YcbB supported PG polymerization via a two-step mechanism involving (i) assembly of
3->3 cross-linked glycan strands followed by (ii) insertion of the resulting neo-synthesized
polymer into the existing PG*. In the present work we provide direct evidence that this mode
of peptidoglycan polymerization requires a functional elongasome, supporting glycan strand

polymerization by catalytically active RodA (Fig. 3).

PG recycling is stimulated in the +CRO condition®. This implies that the rescue of PBPs by YcbB
reduces but does not abolish the high anabolic demand necessary to feed the PG assembly
pathway in the presence of the drug. Here we show that reducing the metabolic flux of
precursors in the PG assembly pathway is not compatible with YcbB-mediated B-lactam
resistance. This was observed to be the case for dapF or IdcA deletions, which led to the
synthesis of aberrant precursors containing L,L-DAP or a tetrapeptide stem, respectively (Fig.
4A). This was also the case for inactivation of genes encoding colanic acid synthesis enzymes
that led to the sequestration of the undecaprenyl lipid transporter competitively used for PG

synthesis (Fig. 4B, 4C and 4D). The residual excess in the anabolic demand may also have
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consequences not directly linked to the efficacy of PG synthesis. Indeed, an elevated anabolic
demand implies that ROS production remains elevated. The successful defense against the
resulting oxidative stress may account for the selectively essential roles of regulators,
chaperones, and enzymes involved in the repair of macromolecules (Fig. 1E; Supplementary

Table S1).

Surprisingly, we found that resistance also depended on ECApg. (Fig. 5A), LPS bearing a full core
sugar (Fig. 5B, 5C and 5D), on components of the Tol-Pal system (Fig. 3A), and on outer
membrane proteins including OmpA and OmpC (Supplementary Data file 1B). Bacterial
morphology analyses recently showed that the outer membrane directly contributes to the
mechanical properties of the cell envelope, a role historically attributed solely to the PG

layer4647

. Strikingly, the stabilizing components essential for the stiffness of the outer
membrane identified in one of these previous reports*® included LPS bearing a full core sugar,
the Tol-Pal system, and OmpA, also identified here as essential for YcbB-mediated ceftriaxone
resistance. Thus, assembly of a functional envelope in the presence of ceftriaxone required
both the bypass of the D,D-transpeptidase activity of PBPs by the L,D-transpeptidase activity

of YcbB and the insertion of critical polymers in the outer membrane.

In conclusion, the rescue of PBPs by YcbB, coupled to a genome-wide Tn-seq screen, revealed
three unexpected impacts of B-lactams. First, exposure to ceftriaxone conditionally prevented
L,D-transpeptidase-mediated anchoring of the Braun lipoprotein to PG and increased outer
membrane permeability (Supplementary Fig. S7; Fig. 6), which is, in itself, a previously
unrecognized mode of action of B-lactams. Second, the B-lactam-induced futile cycle was only
sustainable if the efficacy of the peptidoglycan assembly pathway was not compromised by
ineffective biosynthetic steps or by competition with the assembly of other polymers relying
on the common undecaprenyl lipid transporter. Third, the PG cross-linked by YcbB was
functional although the integrity of the cell envelope heavily relied on outer membrane
polymers that were otherwise dispensable for growth. Thus, identification of the genes
involved in the rescue of PBPs by YcbB provided a positive screen to identify bacterial
responses that prevent bacterial killing by B-lactams. In contrast, metabolic analyses restricted
to susceptible bacteria are insensitive to differences between antibacterial-specific
perturbations and the multitude of side effects related to cell death!®. Accordingly, our

analysis provides convincing evidence that the outer membrane, beyond its well-known role
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as a permeability barrier, is an unsuspected key player in the mode of action of B-lactams
and in the mechanism of resistance to these drugs. In turn, our analysis identifies potential

actionable targets to boost the efficacy of B-lactams against resistant bacteria.
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Figure 6. Testing outer membrane permeability in the presence of ceftriaxone. (A) Hydrolysis of chromogenic
CPRG at 20 pg/ml by cytoplasmic LacZ®. The disks were loaded with 30 pg ceftriaxone. (B) Plating efficiency in
the presence of SDS. Growth was tested in the presence of ceftriaxone at 8 pug/ml (+ ceftriaxone) or in the
absence of the drug (- ceftriaxone) on BHI agar plates supplemented with 40 uM IPTG and 1% L-arabinose for
induction of ycbB and relA’, respectively. (C) Inhibition diameters of drugs that do not penetrate the outer
membrane of wild-type E. coli. Values are the median of 3 biological repeats. (D) Cascade of events leading to
bacterial cell death due to inactivation of PBPs by B-lactams. (E) Rescue of PBP inactivation by the YcbB L,D-
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transpeptidase. Abbreviations: IM, inner membrane; OM, outer membrane; Lpp, Braun lipoprotein; OMPs, outer
membrane proteins.

MATERIAL AND METHODS

Strains, plasmids, and growth conditions. The characteristics and origin of plasmids and strains
used in the study are listed in Supplementary Table S1. Bacteria were grown at 37 °C in brain
heart infusion (BHI; Difco) agar or broth with aeration (shaking @ 180 rpm). Kanamycin at 50
ug/ml was used for selection of transductants carrying the Km® cassette obtained from the Keio
collection. The growth media were systemically supplemented with drugs to counter-select
plasmid loss: 10 pug/ml tetracycline for plasmid pKT2, 20 ug/ml chloramphenicol for pKT8, 25
ug/ml zeocin for pHV30 and derivatives. Induction of the Pir, Parasap, and Prasap promoters was
performed with isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG, 40 uM), L-arabinose (1%), and L-
rhamnose (0.2%), respectively. Plasmids constructed in this study were obtained by using
NEBuilder HiFi DNA assembly (New England Biolabs) method, unless otherwise specified.
Deletions of specific genes were obtained by P1 transduction of the Km® cassette of selected
mutants from the Keio collection®%°!, For multiple gene deletions, the KmR cassette was removed

by the FLT recombinase encoded by plasmid pCP20.

Insertion library construction. A fresh colony of Escherichia coli BW25113 ArelA pKT2(ycbB)
pKT8(relA’) was grown in 10 ml of BHI broth supplemented with 10 pug/ml tetracycline and 20
ug/ml chloramphenicol. At an optical density at 600 nm (ODgoonm) Of ca. 0.8, cells were harvested
by centrifugation and washed four times with 10 ml H,O at 4 °C. Multiple electroporations (see
below) were performed using 100 pul of electrocompetent cells and 1 ul of EZ-Tn5 <KAN-2>
transposome® (Lucigen). For each electroporation, transformed cells were incubated at 37 °C for
1 hin 2 ml of BHI broth supplemented with 10 pug/ml tetracycline and 20 pug/ml chloramphenicol.
Cells were plated on 20 BHI agar plates (100 ul per plate) supplemented with 50 pg/ml
kanamycin, 40 uM IPTG, and 1% L-arabinose in the absence (condition -CRO) or presence
(condition +CRO) of 8 pug/ml ceftriaxone. Plates were incubated at 37 °C for 16 h (condition -CRO)
or 24 h (condition +CRO). Cells were recovered from sets of 20 plates (corresponding to the same
electroporation) in two steps by scrapping with 4 ml of BHI broth containing 20% glycerol
followed by an additional wash of the plates with 4 ml of the same medium. The bacterial

suspensions obtained for each electroporation were kept at -80 °C. For the -CRO condition, a
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total of 810,000 CFUs was obtained in 7 electroporations. For the +CRO condition, a total of

260,000 CFUs was obtained in 10 electroporations.

For DNA extraction, 10 ul of the bacterial suspensions obtained in the 7 (-CRO condition) or 10
(+CRO condition) electroporations were pooled. DNA extraction was performed with the Wizard

Genomic DNA purification kit (Promega) in duplicate to obtain technical repeats.

Junction fragments sequencing. The preparation of DNA libraries and the Illumina sequencing
were performed by ViroScan3D company and the ProfileXpert platform of the Université de Lyon
1. Briefly, DNA was fragmented (ca. 300 bp) and P5 Illumina adapters were linked to the
fragmented DNA. Junction fragments on both sides of EZ-Tn5 were amplified using standard P5
[llumina primer in association with Tn5-hybridizing primer HV1 or HV2 carrying the P7 lllumina
adapter on the 5’ end (Supplementary Table S1). Indexes were carried by the Tn left or Tn right
primers. lllumina sequencing was performed on a NextSeq Mid Output 150 bp (paired-end: 40-
110). Demultiplexing and trimming of the reads were performed prior to the alighnment with the

E. coli BW25113 reference genome (NCBI accession number: CP009273).

Tn-seq data analysis. Analysis was performed with the Python (v.3.7) package TRANSIT
(v.3.0+)>2. The TPP component was used to process raw experimental reads and generate WIG
files for downstream analysis. lllumina paired ends reads with EZ-Tn5 insertion sites were
identified by first selecting those with the expected ‘TAAGAGACAG’ transposon end sequence
between nucleotides 25 and 50 of each read. The 110 bp reverse sequence (Adapter P7
sequencing primer) was used in all cases as it contained both EZ-Tn5 and genomic sequences.
EZ-Tn5 reads were then mapped to the E. coli BW25113 reference sequence using BWA
(v.0.7.17)>3. Combined WIG files corresponding to left and right junctions were generated for
each experiment. Transposon insertion events were assigned to specific open reading frames /
genes using the GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/) GFF3 file corresponding to
the FASTA genomic sequence. Normalization of the number of inserts per ORF / gene was
performed by Trimmed Total Reads (TTR): total read-counts normalized after trimming top and
bottom 5% of read-counts. Mean insertion counts were calculated for each experimental

condition: mean of left and right junctions from each of two experiments.

Determination of gene essentiality and fitness cost. The junction fragments were aligned to
the E. coli BW25113 reference genome and the essential genes were called by using the

Tn5Gaps algorithm of the TRANSIT pipeline (Supplementary File 1A)*2. The set of selectively
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essential gene in the +CRO condition were constructed by: (1) Identification of genes essential
in the two replicates of the +CRO and not essential in the two replicates of the -CRO (subset
1). (2) Adding genes with one discrepancy among technical duplicates, e.g., marked as
unessential in one +CRO dataset or essential in one -CRO dataset (subset 2). (3) Average reads
per gene were calculated to identify transposon insertions that are significantly (p-value <
0.05) underrepresented in the +CRO condition (Supplementary Data File 1A). Genes from
subset 1 & 2 that yielded a p-value > 0.05 or a fold-change < 4 were eliminated. The resulting
set of 179 genes is listed in Supplementary Data File 1B. For pathways or gene clusters
containing selectively essential genes in the +CRO condition, we also considered unessential
genes displaying a significantly reduced number of insertions in the +CRO condition (p < 0.05.

These genes were deemed to incur a fitness cost.

Plasmids and donor DNAs construction for CRISPR-Cas9 mutagenesis. The 20-nucleotide
guiding sequences targeting mrdA (GTCTACAGTTAAACCCTATG) and rodA
(GGTGGCTGCACAGCCTGACC) were independently introduced in plasmid pTargetF>* by inverted
PCR amplification using the primers HV3 and HV4 or HV5 and HV6 (Supplementary Table S1) to
generate pTargetF-mrdA and pTargetF-rodA, respectively. Briefly, pTargetF was amplified by PCR
with Phusion DNA polymerase (Thermo Scientific), the PCR products were digested by Dpnl
restriction enzyme (Thermo Scientific) and purified by agarose gel electrophoresis. Purified PCR
products were phosphorylated and ligated with the T4 Polynucleotide Kinase and the T4 DNA
ligase (Thermo Scientific) in a one pot reaction and the resulting pTargetF-mrdA and pTargetF-

rodA plasmids were introduced into E. coli TOP10 by electroporation.

The mrdA S33°A, mrdA S33°C, rodA D*°A, rodA DN, AmrdA and ArodA donor DNAs were
synthesized by GeneCust and cloned in pUC57. Donor DNAs used to introduce point mutations
correspond to the sequence of the mrdA or rodA with missense mutation in the codon of interest
and silent mutations in the sequence corresponding to the 20 nucleotides used to guide Cas9 on
the chromosomic copy of the gene (to prevent subsequent cleavage by Cas9 after allelic
exchange). Donor DNAs used to introduce deletions correspond to the 100 bp upstream, the first
six codons, the last eight codons and the 100 bp downstream sequences of mrdA or rodA. The
donor DNAs were independently amplified by PCR with Phusion DNA polymerase (Thermo
Scientific) and primers HV7 to HV14 depicted in Supplementary Table S1. PCR products were
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digested with Dpnl restriction enzyme (Thermo Scientific) and purified by agarose gel

electrophoresis.

CRISPR-Cas9-mediated deletions and point mutations. Method adapted from Jiang, Y. et al°*. A
fresh colony of E. coli BW25113 ArelA pKT8(relA’) pCas was grown at 30 °C with agitation in 10
ml of BHI broth supplemented with 1% L-arabinose to induce expression of both relA” and the A
Red system, and with 20 pug/ml chloramphenicol and 50 pug/ml kanamycin to counter-select loss
of the plasmids. At an ODsoonm Of ca. 0.8, cells were harvested by centrifugation and washed four
times with 10 ml H,0 at 4 °C. Bacteria were electroporated with plasmid pTargetF-mrdA and the
donor DNA mrdA S33°A, mrdA S33°C or AmrdA, or with plasmid pTargetF-rodA and the donor DNA
rodA D'°A, rodA D*°N or ArodA with a molecular ratio of 1 plasmid for 5,000 donor DNA
molecules. Transformed cells were incubated at 30 °C for 2 h in 1 ml of BHI broth supplemented
with 1% L-arabinose, 20 pg/ml chloramphenicol and 50 pug/ml kanamycin. Bacteria were plated
on BHI agar supplemented with 1% L-arabinose, 50 pg/ml kanamycin, and 120 pg/ml
spectinomycin and incubated at 30 °C for 24 h. To get rid of pTargetF-mrdA or pTargetF-rodA,
transformants were isolated on the same medium additionally supplemented with 500 uM IPTG
for induction of the pCas-encoded sgRNA targeting the pTargetF plasmid and incubated at 30 °C
for 24 h. The chromosomic deletions or point mutations were verified by PCR and Sanger
sequencing. To get rid of the thermosensitive pCas plasmid, clones harboring the expected
mutations were grown in BHI broth supplemented with 1% L-arabinose and 500 uM IPTG at 37 °C
for 6 h and isolated on BHI agar supplemented with 1% L-arabinose at 37 °C for 16 h. Isolated
clones were subcultured in BHI broth supplemented with 1% L-arabinose at 37 °C for 6 h and
isolated on BHI agar supplemented with 1% L-arabinose at 37 °C for 16 h. The susceptibility of
isolated clones to spectinomycin (loss of pTargetF derivatives) and kanamycin (loss of pCas) was

tested to confirm the loss of these plasmids.

Plating efficiency assay. Bacteria were grown to the late exponential phase, i.e. to an ODsoonm 1.0
to 4.0 (ca. 6 h at 37 °C with vigorous shaking). The ODsoonm Was adjusted to 1.0 and 10-fold
dilutions (10! to 10°) were prepared in BHI broth. Five pl of the resulting bacterial suspensions
were spotted on BHI agar plates supplemented with inducers and drugs as indicated in the legend
to figures. For the disk diffusion assay, 5 ul of the bacterial suspension at an ODeoonm Of 1.0 was
inoculated in 5 ml of water. BHI agar plates were flooded with the latter suspension, excess liquid

was removed, and the plates were kept at room temperature for 15 min prior to the addition of
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paper disks containing antibiotics. For the chlorophenol red-B-D-galactopyranoside (CPRG) assay,
strain BW25113(ycbB, relA’) harboring pHV30bis(/acZ) was used since the parental BW25113
strain do not express the chromosomic copy of lacZ. Plates were imaged or the inhibition
diameters were measured after 16 h (or 24 h for plates containing ceftriaxone) of incubation at
37 °C. Data shown in the figures are representatives of at least two biological repeats and the

inhibition diameters measured are the median of three biological replicates.

Preparation of sacculi. Bacteria were grown in BHI broth to the late exponential phase, i.e. to an
ODsoonm greater than 1.0 (ca. 6 h at 37 °C under agitation). Ten ul of the resulting bacterial
suspensions were platted on BHI agar supplemented with inducers (40 uM IPTG and 1% L-
arabinose) and drugs (10 pg/ml tetracycline and 20 pg/ml chloramphenicol, or 8 pg/ml
ceftriaxone). For each replicate, 5 BHI agar plates were used in order to obtain a sufficient
amount of bacteria. Plates were incubated for 16 h (or 24 h for plates containing ceftriaxone) at
37 °C. Bacteria were harvested in two steps by scrapping each plate with 1 ml of phosphate-
buffered saline (PBS) pH 7.2 followed by an additional wash of the plate with 1 ml of PBS. Bacteria
were boiled in 0.5 x PBS supplemented with 4% sodium dodecyl sulfate (SDS) in a final volume of
20 ml for 1 h. Sacculi were harvested by centrifugation (20,000 x g for 20 min at 20 °C), washed
five times with 20 ml of water, resuspended in 1 ml of 20 mM Tris-HCl pH 7.5, and incubated with
100 pg/ml pronase at 37 °C for 16 h. Sacculi were washed five times with 1 ml of water,
resuspended in 1 ml of 20 mM sodium phosphate pH 8.0 and incubated with 100 pg/ml trypsin
at 37 °C for 16 h. Sacculi were washed five times with 1 ml water, boiled for 5 min, collected by

centrifugation, resuspended in 300 pl of water, and stored at -20 °C.

Peptidoglycan analysis. Ten pl of purified sacculi were digested with 120 uM lysozyme in 40 mM
Tris-HCl pH 8.0 at 37 °C for 16 h. Insoluble material was removed by centrifugation at 12,000 rpm
in a microcentrifuge for 10 min and the soluble fraction containing muropeptides was reduced
with sodium borohydride in 125 mM borate buffer pH 9.0 for 1 h at room temperature.
Phosphoric acid was used to adjust the pH to 4.0. Muropeptides were separated by rpHPLC in a
C18 column (Hypersil GOLD aQ; 250 x 4.6 mm; 3 um, Thermo Scientific) at a flow rate of 1 ml/min
with a linear gradient (0 to 20%) applied between 10 and 60 min (buffer A, TFA 0.1%; buffer B,
acetonitrile 99.9%, TFA 0.1%, v/v). Absorbance was monitored at 205 nm and fractions were
collected, lyophilized, resuspended in water and analyzed by mass spectrometry. Mass spectra

were obtained on a Bruker Daltonics maXis high-resolution mass spectrometer (Bremen,
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Germany) operating in the positive mode (Analytical Platform of the Muséum National d’Histoire

Naturelle, Paris, France). Mass spectral data were explored using mineXpert2°°.
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Supplementary Figure S1. Reactions catalyzed by PBPs and L,D-transpeptidases. (A) Nucleophilic attack of the
carbonyl of D-Ala*in a pentapeptide donor stem by the catalytic Ser residue of the D,D-transpeptidase results in
the release of D-Ala® and formation of an acyl-enzyme. In the following step, nucleophilic attack of the carbonyl
of the ester bond by the side-chain amino group of the diaminopimelyl (DAP) residue of an acceptor leads to the
release of the PBP and to the formation a peptidoglycan dimer. The corresponding cross-link is referred to as
4->3 as it connects D-Ala at the 4" position of the donor to DAP at the 3™ position of the acceptor. The acceptor
stem is a tripeptide or a tetrapeptide resulting in the formation of Tetra—>Tri and Tetra—>Tetra dimers,
respectively. The 43 cross-links are potentially formed by three Class A PBPs (PBP1a, PBP1b, PBP1c), which
contain glycosyltransferase and D,D-transpeptidase domains, and by two catalytically mono-functional Class B
PBPs (PBP2 and PBP3). (B) Nucleophilic attack of the carbonyl of DAP® in a tetrapeptide donor stem by the
catalytic Cys residue of L,D-transpeptidases YcbB and YnhG results in the release of b-Ala* and in the formation
of an acyl-enzyme. In the following step, nucleophilic attack of the thioester by the DAP residue of the acceptor
stem leads to the release of the L,D-transpeptidases and to the formation 33 cross-links connecting two DAP
residues. (C) L,D-transpeptidases ErfK, YbiS, and YcfS anchor the Braun lipoprotein (Lpp) to the peptidoglycan by
connecting the 3™ position of a peptidoglycan donor stem to the C-terminal Lys residue of Lpp. The first step
involves formation of the acyl-enzyme already described in panel B (for the reaction catalyzed by YcbB and YnhG).
In the second step, the thioester bond is attacked by the side-chain amino group of the Lys residue leading to
the formation of a Tri->Lpp linkage. For peptidoglycan analysis, treatment of sacculi with trypsin and
muramidases leads to the release of a disaccharide-tripeptide substituted by the Lys-Arg residue from the
lipoprotein (Tri->KR).
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Supplementary Figure 2. Exploring the essentiality of PBP2 and RodA by the CRISPR apporach. (A) (p)ppGpp
dependence of derivatives of BW25113 ArelA pKT8(relA’) harboring mutations in the mrdA and rodA genes
encoding glycosyltransferase RodA and class B PBP PBP2, respectively. The BHI agar plates contained 1% L-
arabinose (+L-ara) for induction of relA’ or no inducer (-L-ara). This analysis showed that growth of mrdA and
rodA mutants is dependent on the expression of the relA’ (p)ppGpp synthase gene. (B) Schematic representation
of the approach used to introduce in one step in-frame deletions or point mutations in chromosomal genes
encoding PBP2 and RodA. (C) Complementation of chromosomal AmrdA deletion by the expression of the mrdA
gene expressed under the control of the Presap promoter of expression vector pHV30. Bacterial growth was
tested in the presence of ceftriaxone at 8 ug/ml (+ ceftriaxone) or in the absence of the drug (- ceftriaxone) on
BHI agar plates supplemented with 40 uM IPTG and 1% L-arabinose for induction of ycbB and relA’, respectively.
Basal level of expression of mrdA in the absence of L-rhamnose was sufficient for complementation. Stronger
level of expression of mrdA with 0.2% L-rhamnose was toxic. (D) Complementation of chromosomal AmrdA and
ArodA deletions by the expression of the rodA gene expressed under the control of the Pinesap promoter of
expression vector pHV30. Basal level of expression of rodA in the absence of L-rhamnose was sufficient for
complementation of the rodA deletion only. Stronger level of expression of rodA with 0.2% L-rhamnose was toxic.
These analyses ruled out the possibility that the phenotype associated with the deletion of mrdA resulted from
a polar effect on the expression of the rodA gene.
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Supplementary Figure S3. Exploring the essentiality of peptidoglycan recycling. (A) Bacterial growth was tested
in the presence of ceftriaxone at 8 ug/ml (+ ceftriaxone) or in the absence of the drug (- ceftriaxone) on BHI agar
plates supplemented with 40 uM IPTG and 1% L-arabinose for induction of ycbB and relA’, respectively. The triple
AampG, AmppA, and AoppF mutant was deficient in the two permeases for the import of peptidoglycan
fragments. In spite of the unessential nature of peptidoglycan recycling, deletion of /dcA was not compatible with
growth in the presence of ceftriaxone. Resistance of the AldcA mutant was restored by the additional deletion
of mpl encoding the enzyme that ligates tripeptide L-Ala-D-iGlu-DAP and tetrapeptide L-Ala-D-iGlu-DAP-D-Ala
onto UDP-MurNAc. Thus, production of UDP-MurNAc-tetrapeptide was responsible for the drug susceptibility of
the AldcA single mutant. (B) Overexpression of the murA gene compensated for the inactivation of /dcA. The
murA gene was expressed under the control of the Pgsap promoter of vector pHV30 in the presence of 0.2% L-
rhamnose.
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Supplementary Figure S4. Replacement of mesoDAP by L,L.-DAP is compatible with formation of 3->3 cross-
links and with the anchoring of the Braun lipoprotein. Peptidoglycan was extracted, digested by muramidases,
and the resulting muropeptides were separated by rpHPLC (mAU, milli-absorbance unit, A=205 nm). The
structure of muropeptides in rpHPLC peaks 1 to 10 was identified by mass spectrometry. (A and B) Peptidoglycan
was extracted from BW25113ArelA harboring vector pHV6 (+DapF -YcbB) and its derivative obtained by deletion
of dapF (-DapF -YcbB) respectively. (C and D) Peptidoglycan was extracted from BW25113ArelA harboring
plasmid pKT2(ycbB) (+DapF +YcbhB) and its derivative obtained by deletion of the dapF gene (-DapF +YcbB),
respectively. Bacteria were grown in the presence of tetracycline [to counter select loss of pHV6 and pKT2(ycbB)]
and 40 uM IPTG (for induction of ycbB). (E) Structure of muropeptides. Tetra, tetrapeptide L-Ala-D-iGlu-DAP-D-
Ala; Tri, tripeptide L-Ala-D-iGlu-DAP; Tri-KR, tripeptide L-Ala-D-iGlu-DAP containing the dipeptide Lys-Arg
originating from the Braun lipoprotein; Tri-Tri and Tri-Tetra, dimers containing a tripeptide donor stem linked to
a tripeptide or tetrapeptide acceptor, respectively. These dimers contained a 33 cross-link formed by the YcbB
L,D-transpeptidase. Tetra-Tri and Tetra-Tetra, dimers containing a tetrapeptide donor linked to a tripeptide or
tetrapeptide acceptor, respectively. These dimers contained a 4->3 cross-link formed by the D,D-transpeptidases
belonging to the PBP family; Tetra(Gly), Tri-Tetra(Gly), and Tetra-Tetra(Gly), muropeptides containing a Gly
residue instead of D-Ala at the 4™ position of the free stem. These muropeptides originated from the exchange
of D-Ala by Gly catalyzed by L,D-transpeptidases. Data are representative chromatograms from three biological
repeats.
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Supplementary Figure S5. Essentiality of genes encoding redundant peptidoglycan biosynthesis enzymes. (A)
Testing the essentiality of dd/B in strain BW25113(ycbB, relA’) encoding one of the two D-Ala-D-Ala ligases.
Growth was tested in the presence of ceftriaxone at 8 pug/ml (+ ceftriaxone) or in the absence of the drug (-
ceftriaxone) on BHI agar plates supplemented with 40 uM IPTG and 1% L-arabinose for induction of ycbB and
relA’, respectively. The presence of the Km® cassette abolished ceftriaxone resistance. Removing the KmF

cassette from the ddIB deletion restored ceftriaxone resistance, indicating that ddIB is not required for
ceftriaxone resistance and that its essentiality detected in the Tn-seq likely results from a polar effect on the
downstream ftsQAZ and IpxC genes. (B) Testing the essentiality and redundancy of Css-PP phosphatase encoding
genes in strain BW25113(ychB, relA’). Growth was tested in the presence of ceftriaxone at 8 ug/ml (+ ceftriaxone)
or in the absence of the drug (- ceftriaxone) on BHI agar plates supplemented with 40 uM IPTG and 1% L-
arabinose for induction of ycbB and relA’, respectively. The derivative strain harboring the double deletion of
bacA and ybjG was susceptible to ceftriaxone, indicating that PgpB alone cannot support growth in the presence
of the drug.
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Supplementary Figure S6. Essentiality of genes encoding enzymes for colanic acid (A) and ECA (B) synthesis.
Growth was tested in the presence of ceftriaxone at 8 pug/ml (+ ceftriaxone) or in the absence of the drug (-
ceftriaxone) on BHI agar plates supplemented with 40 uM IPTG and 1% L-arabinose for induction of ycbB and
relA’, respectively.
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Supplementary Figure S7. Impact of ceftriaxone on the anchoring of the Braun lipoprotein to peptidoglycan.
Peptidoglycan was extracted, digested by muramidases, and the resulting muropeptides were separated by
rpHPLC (mAU, milli-absorbance unit, A=205 nm). Peptidoglycan was extracted from derivatives of strains
BW25113ArelA harboring vectors pHV6 and pHV7 (A), vector pHV7 and plasmid pKT2(ycbB) (B), vector pHV6 and
plasmid pKT8(relA’) (C), and plasmids pKT2(ycbB) and pKT8(relA’) (D and E for growth in the absence or presence
of ceftriaxone, respectively). The growth medium contained tetracycline (to counter select loss of pHV6 and
pKT2), chloramphenicol (to counter select loss of pHV7 and pKT8), except for BW25113ArelA pKT2(ycbB)
pKT8(relA’) grown in the presence of ceftriaxone (as this drug counter select loss of both plasmids). All cultures
contained 40 uM IPTG for induction of the P promoter of pHV6 and pKT2(ycbB) and 1% L-arabinose for
induction of the Pgragap promoter of pHV7 and pKT8(relA’). The Tri-KR muropeptide (peak 4) was present in all
chromatograms but with a much lower abundance for BW25113ArelA pKT2(ycbB) pKT8(relA’) grown in the
presence of ceftriaxone indicating that this drug prevents the anchoring of the Braun lipoprotein to
peptidoglycan. (F) Structure of the muropeptides deduced from mass spectrometry analyses. Data are
representative chromatograms from three biological repeats.
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Table S1. Characteristics and origin of the strains, plasmids and oligonucleotides used in this study

Strain

Characteristics

Origin

BW25113

BW25513(ycbB, relA’)

A(araD-araB)567 A(rhaD-rhaB)568
AlacZ4787 (::rrnB-3) hsdR514 rph-1

ArelA derivative of BW25113 harboring pKT2(ycbB) and
pKT8(relA’) plasmids

Baba, T. et al*

Hugonnet, J. E. et al®

Plasmid Characteristics Origin
Vectors
pHV6 Tetk Ptrc lacl oriV CloDF13 Voedts, H. et al’
pHV7 CmR Parasap araC oriV p15A Voedts, H. et al’
pHV30 Zeo®  Prmasap rhaSR oriV pSC101 Voedts, H. et al’
Recombinant plasmids for ycbB and relA’ expression
pKT2 pHV6QychB Hugonnet, J. E. et al®
pKT8 pHV7QrelA’ Hugonnet, J. E. et al®
Recombinant plasmids for complementation of rodA and IdcA gene deletions
pHV112 pHV30QmurA This study
pHV113 pHV30QrodA This study
pHV131 pHV30QmrdA This study
Recombinant plasmids for CRISPR-Cas9 mutagenesis
pCas KmF Parasap A Red araC cas9 Jiang, Y. et al*
Pic SQRNA-pMB1  lacl oriV pSC101*
pTargetF SmF SgRNA oriV pMB1 Jiang, Y. et al*
pTargetF-mrdA SmF SgGRNA-mrdA oriV pMB1 This study
pTargetF-rodA SmF SGRNA-rodA oriV pMB1 This study

Oligonucleotide

Sequence (5'->3’)

Junction fragment amplification
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATNNNNNNGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTT

HV1

HV2

CCGATCTGAGACACAATTCATCGATGATG

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATNNNNNNGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTT

CCGATCTGACCTGCAGGCATGCAAGC

pTargetF-mrdA/rodA construction

HV3
HV4
HV5
HV6

AAACCCTATGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AACTGTAGACACTAGTATTATACCTAGGAC
CAGCCTGACCGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
TGCAGCCACCACTAGTATTATACCTAGGAC

mrdA S330A/C donor DNA amplification

HV7
HV8

ATGAAACTACAGAACTCTTTTCG
TTAATGGTCCTCCGCTGCGG

rodA D159A/N donor DNA amplification

HV9
HV10

ATGACGGATAATCCGAATAAAAAAAC
TTACACGCTTTTCGACAACATTTTC

AmrdA donor DNA amplification

HV11
HV12

GTTCGCGTGCTGGTCGCAG
ATAACCAGGGCGCTGTAAACC

ArodA donor DNA amplification

HV13
HV14

CCTCGACCACATTATGCTGGG
TTGTACATGCCGCGAGCATTC
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Supplementary Data file 1B

#CDS (n = 179)

Gene

Description

Peptidoglycan synthesis (n = 20)

BW25113_0081
BW25113_0092
BW25113_0149
BW25113 0632
BW25113_0634
BW25113_0635
BW25113_1097
BW25113 1105
BW25113_1175
BW25113 1176
BW25113_1192
BW25113_1254
BW25113_1856
BW25113 2593
BW25113_2742
BW25113 2817
BW25113_3017
BW25113 3250
BW25113_3251
BW25113 3809

mraZ
ddiB
mrcB
dacA
mrdB
mrdA
yceG
IpoB
minD
minC
IdcA
yciB
mepM
yfiH
nlpD
amiC
ftsP
mreC
mreB
dapF

RsmH methytransferase inhibitor

D-alanine:D-alanine ligase

fused glycosyl transferase and transpeptidase

D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase (penicillin-binding protein 5)

cell wall shape-determining protein

transpeptidase involved in peptidoglycan synthesis (penicillin-binding prot
septation protein%2C ampicillin sensitivity

OM lipoprotein stimulator of MrcB transpeptidase

membrane ATPase of the MinC-MinD-MinE system

cell division inhibitor

murein tetrapeptide carboxypeptidase%3B LD-carboxypeptidase A

IspA family inner membrane protein

murein DD-endopeptidase%2C space-maker hydrolase%2C septation prot
UPF0124 family protein

activator of AmiC murein hydrolase activity%2C lipoprotein
N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase

septal ring component that protects the divisome from stress%3B multico
cell wall structural complex MreBCD transmembrane component MreC
cell wall structural complex MreBCD%2C actin-like component MreB
diaminopimelate epimerase

Membrane proteins (n = 10)

BW25113_0217
BW25113_0738
BW25113_0739
BW25113_0740
BW25113_0741
BW25113_0957
BW25113_2111
BW25113_2215
BW25113_2512
BW25113_4557

yafT
tolR
tolA
tolB
pal
ompA
yehD
ompC
bamB
yidD

lipoprotein

membrane spanning protein in TolA-TolQ-TolR complex

membrane anchored protein in TolA-TolQ-TolR complex

periplasmic protein

peptidoglycan-associated outer membrane lipoprotein

outer membrane protein A (3a%3BII*%3BG%3Bd)

putative fimbrial-like adhesin protein

outer membrane porin protein C

BamABCDE complex OM biogenesis lipoprotein

membrane protein insertion efficiency factor%2C inner membrane proteil

Outer membrane polymers (n = 37)

BW25113_0200
BW25113_0222
BW25113_3052
BW25113_3386
BW25113_3619
BW25113_3620
BW25113_3621
BW25113_3630
BW25113_3631
BW25113_3786
BW25113_3787
BW25113_3790
BW25113_3791
BW25113_3792
BW25113_3794
BW25113_4481
BW25113_1613
BW25113_2028
BW25113_2043
BW25113_2044
BW25113_2045
BW25113_2046
BW25113_2048
BW25113_2049
BW25113_2050
BW25113_2052
BW25113_2053

gmhB
gmhA
hldE
rpe
hldD
waaF
waaC
waaP
waaG
wecB
wecC
wecD
wecE
wzxE
wecG
wecF
manA
ugd
wcaM
wcal
wcak
wzxC
cpsG
cpsB
wcal
wcaG
gmd

D%2CD-heptose 1%2C7-bisphosphate phosphatase
D-sedoheptulose 7-phosphate isomerase

fused heptose 7-phosphate kinase/heptose 1-phosphate adenyltransferas
D-ribulose-5-phosphate 3-epimerase
ADP-L-glycero-D-mannoheptose-6-epimerase%2C NAD(P)-binding
ADP-heptose:LPS heptosyltransferase Il

ADP-heptose:LPS heptosyl transferase |

kinase that phosphorylates core heptose of lipopolysaccharide
glucosyltransferase |

UDP-N-acetyl glucosamine-2-epimerase
UDP-N-acetyl-D-mannosaminuronic acid dehydrogenase
TDP-fucosamine acetyltransferase

TDP-4-oxo-6-deoxy-D-glucose transaminase

O-antigen translocase

UDP-N-acetyl-D-mannosaminuronic acid transferase
TDP-Fuc4NAc:lipidlIFuc4NAc transferase

mannose-6-phosphate isomerase

UDP-glucose 6-dehydrogenase

colanic acid biosynthesis protein

putative glycosyl transferase

colanic acid biosynthesis protein

putative colanic acid exporter

phosphomannomutase

mannose-1-phosphate guanyltransferase

putative glycosyl transferase

bifunctional GDP-fucose synthetase: GDP-4-dehydro-6-deoxy-D-mannose
GDP-D-mannose dehydratase%2C NAD(P)-binding

p -value

0,00037
0,00172
0,00001
0,00000
0,00074
0,00005
0,03536
0,00188
0,00002
0,00313
0,00377
0,00007
0,00032
0,00006
0,00035
0,00007
0,00205
0,00321
0,00005
0,00136

0,00362
0,00108
0,00427
0,01875
0,00364
0,00026
0,00066
0,00110
0,00018
0,00011

0,00000
0,01986
0,00026
0,00838
0,00023
0,00772
0,00000
0,00001
0,00008
0,00243
0,00022
0,03831
0,00121
0,00549
0,00246
0,01240
0,00012
0,00002
0,00002
0,00020
0,00388
0,00008
0,00005
0,00202
0,00166
0,00388
0,00001

Fold-change

0,01
0,06
0,01
0,00
0,10
0,03
0,00
0,00
0,01
0,02
0,02
0,15
0,02
0,04
0,04
0,20
0,06
0,01
0,00
0,02

0,23
0,06
0,02
0,07
0,01
0,10
0,11
0,11
0,07
0,05

0,00
0,04
0,04
0,13
0,03
0,05
0,00
0,01
0,04
0,08
0,03
0,12
0,01
0,05
0,19
0,06
0,00
0,00
0,15
0,06
0,00
0,01
0,04
0,23
0,01
0,11
0,04



BW25113_2054
BW25113_2055
BW25113_2056
BW25113_2057
BW25113_2059
BW25113_2060
BW25113_2061
BW25113_2062
BW25113_0759
BW25113_3205

wcaF
wcaE
wcaD
wcaC
wcaA
wzc
wzb
wza
galE
yhbJ

Lipid synthesis (n = 4)

BW25113_3192
BW25113_3195
BW25113_4042
BW25113_4472

BW25113_0303
BW25113_0585
BW25113_0888
BW25113_1352
BW25113_2501
BW25113_2743
BW25113_4172
BW25113_0028
BW25113_0053
BW25113_0161
BW25113_0178
BW25113_0407
BW25113_0436
BW25113_0441
BW25113_0492
BW25113_2494
BW25113_2526
BW25113_2527
BW25113_2528
BW25113_2529
BW25113_0143
BW25113_0183
BW25113_2567
BW25113_0467
BW25113_0799
BW25113_1114
BW25113_1347
BW25113_1860
BW25113_1861
BW25113_2496
BW25113_3387
BW25113_3811
BW25113_3935
BW25113_4362
BW25113_0637

BW25113_0116
BW25113_0428
BW25113_0430
BW25113_0431
BW25113_0432
BW25113_0630
BW25113_0726
BW25113_0727
BW25113_1676
BW25113_1850
BW25113_3600

mlaC
mlaF
dgkA
yhdP

rclB
fes
trxB
kilR
ppk
pcm
hfq
fkpB
SurA
degP
skp
yajC
tig
ppiD
ybbN
bepA
hscA
hscB
iScA
iscU
pcnB
rnhB
rnc
priC
dinG
mfd
rcbA
ruvB
ruvA
hda
dam
xerC
priA
dnaT
rsfS

Ind

cyoE
cyoC
cyoB
cyoA
lipB

SUcA
sucB
pykF
eda

mtID

putative acyl transferase

putative glycosyl transferase

putative colanic acid polymerase

putative glycosyl transferase

putative glycosyl transferase

colanic acid production tyrosine-protein kinase%3B autokinase%3B Ugd p
colanic acid production protein-tyrosine-phosphatase%3B Wzc-P dephosp
colanic acid export protein%3B outer membrane auxillary lipoprotein
UDP-galactose-4-epimerase

adaptor protein RapZ for GImZ/GImY sRNA decay%3B glucosamine-6-phos

ABC transporter maintaining OM lipid asymmetry%2C periplasmic binding
ABC transporter maintaining OM lipid asymmetry%2C ATP-binding proteir
diacylglycerol kinase

DUF3971-AsmA2 domains protein

reactive chlorine species (RCS) stress resistance periplasmic protein
enterobactin/ferric enterobactin esterase

thioredoxin reductase%2C FAD/NAD(P)-binding

Rac prophage%3B inhibitor of ftsZ2%2C killing protein

polyphosphate kinase%2C component of RNA degradosome
L-isoaspartate protein carboxylmethyltransferase type Il

global sSRNA chaperone%3B HF-1%2C host factor for RNA phage Q beta reg
FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (rotamase)
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (PPlase)

serine endoprotease (protease Do)%2C membrane-associated
periplasmic chaperone

SecYEG protein translocase auxillary subunit

peptidyl-prolyl cis/trans isomerase (trigger factor)

periplasmic folding chaperone%2C has an inactive PPlase domain
DnaK co-chaperone%2C thioredoxin-like protein

periplasmic metalloprotease and chaperone for OM protein maintenance
DnaK-like molecular chaperone specific for IscU

HscA co-chaperone%2C J domain-containing protein Hsc56%3B IscU-speci
FeS cluster assembly protein

iron-sulfur cluster assembly scaffold protein

poly(A) polymerase

ribonuclease HII%2C degrades RNA of DNA-RNA hybrids

RNase IlI

primosomal replication protein N

ATP-dependent DNA helicase

transcription-repair coupling factor

double-strand break reduction protein%2C Rac prophage
ATP-dependent DNA helicase%2C component of RuvABC resolvasome
component of RuvABC resolvasome%2C regulatory subunit

ATPase regulatory factor involved in DnaA inactivation

DNA adenine methyltransferase

site-specific tyrosine recombinase

Primosome factor n' (replication factor Y)

DNA biosynthesis protein (primosomal protein I)

ribosomal silencing factor

lipoamide dehydrogenase%2C E3 component is part of three enzyme com
protoheme IX farnesyltransferase

cytochrome o ubiquinol oxidase subunit Il

cytochrome o ubiquinol oxidase subunit |

cytochrome o ubiquinol oxidase subunit Il

octanoyltransferase%3B octanoyl-[ACP]:protein N-octanoyltransferase
2-oxoglutarate decarboxylase%2C thiamine triphosphate-binding
dihydrolipoyltranssuccinase

pyruvate kinase |

multifunctional 2-keto-3-deoxygluconate 6-phosphate aldolase and 2-ketc
mannitol-1-phosphate dehydrogenase%2C NAD-dependent

0,00002
0,00022
0,00000
0,00049
0,01225
0,00014
0,00028
0,00000
0,00046
0,00125

0,00026
0,00001
0,00387
0,00053

0,00049
0,00049
0,00039
0,01360
0,00008
0,00205
0,00001
0,01412
0,00000
0,00000
0,00027
0,00607
0,00000
0,00046
0,00181
0,00017
0,00005
0,00399
0,04254
0,00154
0,00001
0,00004
0,00474
0,00058
0,00001
0,00000
0,02246
0,00071
0,00158
0,00098
0,00002
0,00306
0,00007
0,02552
0,00265

0,00214
0,01119
0,00151
0,00014
0,00005
0,00116
0,00007
0,04637
0,00775
0,02477
0,00044

0,02
0,01
0,04
0,02
0,00
0,01
0,12
0,03
0,00
0,12

0,08
0,20
0,16
0,00

0,08
0,21
0,09
0,01
0,03
0,07
0,04
0,22
0,00
0,03
0,09
0,02
0,07
0,24
0,24
0,20
0,04
0,22
0,14
0,03
0,00
0,20
0,17
0,17
0,03
0,01
0,01
0,17
0,18
0,05
0,00
0,13
0,01
0,02
0,01

0,04
0,14
0,11
0,06
0,23
0,11
0,04
0,01
0,13
0,20
0,18



BW25113_3844

BW25113_0462
BW25113_0463
BW25113_3035
BW25113_1290
BW25113_1291
BW25113_1292
BW25113_1293
BW25113_1294
BW25113_1691
BW25113_1857
BW25113_3204
BW25113_3290
BW25113_3849

BW25113 0676
BW25113_1235
BW25113 1882
BW25113 2216
BW25113 2340
BW25113_2571
BW25113 2572
BW25113_3026
BW25113 3032
BW25113_3229
BW25113_3404
BW25113_3405
BW25113 3806
BW25113_3842
BW25113 3912
BW25113_3938
BW25113_4000
BW25113_4401

BW25113_0417
BW25113_0558
BW25113_0636
BW25113 0784
BW25113_0960
BW25113 1182
BW25113_2352
BW25113 2525
BW25113_2808
BW25113 2827
BW25113_3095
BW25113 3357
BW25113_3389
BW25113 3390
BW25113_4174
BW25113 4175

BW25113_1001
BW25113_1085
BW25113_1459
BW25113_1472
BW25113 2144
BW25113_2273
BW25113 2317
BW25113_3233
BW25113 3920
BW25113_4048
BW25113 4280

fre NAD(P)H-flavin reductase 0,00119 0,25
acrB multidrug efflux system protein 0,00000 0,04
acrA multidrug efflux system 0,00001 0,00
tolC transport channel 0,00059 0,05
sapF antimicrobial peptide transport ABC system ATP-binding protein 0,00068 0,05
sapD  antimicrobial peptide transport ABC system ATP-binding protein 0,00165 0,02
sapC antimicrobial peptide transport ABC transporter permease 0,00112 0,01
sapB antimicrobial peptide transport ABC transporter permease 0,00041 0,04
sapA antimicrobial peptide transport ABC transporter periplasmic binding prote 0,00145 0,10
ydiN MFS transporter superfamily protein 0,00001 0,24
ZnuA zinc transporter subunit: periplasmic-binding component of ABC superfan  0,00003 0,11
ptsN sugar-specific enzyme IIA component of PTS 0,01588 0,00
trkA NAD-binding component of TrK potassium transporter 0,00006 0,03
trkH potassium transporter 0,00029 0,17
nagC  N-acetylglucosamine-inducible nag divergent operon transcriptional repre 0,00003 0,15
rssB PcnB-degradosome interaction factor%3B response regulator 0,00203 0,11
cheY  chemotaxis regulator transmitting signal to flagellar motor component 0,00227 0,17
resD phosphotransfer intermediate protein in two-component regulatory syste 0,00193 0,25
SixA phosphohistidine phosphatase 0,00000 0,03
rseB anti-sigma E factor%2C binds RseA 0,00048 0,10
rseA anti-sigma factor 0,00159 0,07
gseC quorum sensing sensory histidine kinase in two-component regulatory sys 0,00181 0,08
cpdA  3'%2C5' cAMP phosphodiesterase 0,01912 0,14
SSpA stringent starvation protein A%2C phage P1 late gene activator%2C RNAP-  0,00003 0,05
envZ  sensory histidine kinase in two-component regulatory system with OmpR  0,00075 0,07
ompR  response regulator in two-component regulatory system with EnvZ 0,00768 0,03
cyaA adenylate cyclase 0,00009 0,14
rfaH transcription antitermination protein 0,00001 0,19
chxR response regulator in two-component regulatory system with CpxA 0,00671 0,04
met)  transcriptional repressor%2C S-adenosylmethionine-binding 0,02059 0,17
hupA  HU%2C DNA-binding transcriptional regulator%2C alpha subunit 0,00665 0,03
arcA response regulator in two-component regulatory system with ArcB or Cpx 0,02265 0,07
thil thiamine monophosphate kinase 0,00828 0,11
ybcV  DLP12 prophage%3B uncharacterized protein 0,03649 0,09
rimH 23S rRNA m(3)Psi1915 pseudouridine methyltransferase%2C SAM-depenc 0,03573 0,09
moaD  molybdopterin synthase%2C small subunit 0,04260 0,08
yceS putative transporter%2C FUSC superfamily inner membrane protein%2Ct 0,00002 0,06
hlyE hemolysin E 0,00274 0,19
gtrS serotype-specific glucosyl transferase%2C CPS-53 (KpLE1) prophage 0,00019 0,17
fdx [2Fe-2S] ferredoxin 0,04572 0,05
gcvA glycine cleavage system transcriptional activator%3B autorepressor 0,00006 0,08
thyA thymidylate synthetase 0,04872 0,01
yqjA general envelope maintenance protein%3B DedA family inner membrane 0,00176 0,01
crp cAMP-activated global transcription factor%2C mediator of catabolite repi  0,00679 0,05
aroB 3-dehydroquinate synthase 0,00013 0,17
aroK shikimate kinase | 0,00050 0,00
hflk modulator for HfIB protease specific for phage lambda cll repressor 0,00013 0,06
hflC modulator for HfIB protease specific for phage lambda cll repressor 0,00110 0,16
yccE uncharacterized protein 0,00015 0,14
yceQ  uncharacterized protein 0,00007 0,06
yncl yncl 0,00237 0,18
yddL yddL 0,00233 0,05
sanA  vancomycin high temperature exclusion protein%2C DUF218 superfamily  0,00000 0,00
yfbN  uncharacterized protein 0,04376 0,21
dedA DedA family inner membrane protein 0,00111 0,06
yhcB DUF1043 family inner membrane-anchored protein 0,00155 0,07
yiiQ DUF1454 family putative periplasmic protein 0,00000 0,10
yjbM  uncharacterized protein 0,04848 0,14
yjhC putative oxidoreductase 0,00030 0,23



BW25113 4325  yjiC uncharacterized protein 0,00096 0,08
BW25113 4651 yibW  yibW 0,00519 0,12
BW25113_4660  yhil yhil 0,01559 0,12



Supplementary Data file 2

Tn-seq insertion profiles of relevant genes discussed in the manuscript. Reading
frames are indicated at the bottom of the panel and color coded: gray, genes
unessential in either condition; green, genes essential for both -CRO and +CRO; red,
genes selectively essential for +CRO; yellow, genes for which inactivation induces a
reduced fitness for +CRO. Transposon insertion sites are indicated by lines above the
reading frames with their height reflecting the number of reads for each insertion.
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Conclusion

L’activité D,D-transpeptidase des PBP a été identifiée comme la cible principale des antibiotiques -
lactamines dans les années 1960, mais la cascade d’événements conduisant a la mort bactérienne fait
toujours l'objet d’intenses recherches. Dans I'article 2, nous avons utilisé une approche Tn-seq pour
identifier les genes essentiels, en présence de B-lactamines, au contournement des PBP par la L,D-
transpeptidase YcbB. Nous montrons comment la perte d’une fonction spécifique peut avoir des effets
pléiotropes sur une grande variété de processus cellulaires et fournissons une approche expérimentale
pour leur identification. Nous démontrons que la liaison des B-lactamines a leurs cibles principales, les
PBP, déclenche une série complexe de réponses cellulaires bien que I'activité D,D-transpeptidase des PBP
n’ait pas de role direct dans la synthése du peptidoglycane dans notre modele. Notre approche a I'échelle
du génome a révélé que la croissance en présence de B-lactamines nécessite a la fois la réticulation du
peptidoglycane médiée par YcbB, avec ses différents partenaires fonctionnels, ainsi que l'intégrité
physicochimique de la membrane externe. Notre analyse apporte des preuves convaincantes que la
membrane externe, au-dela de son réle bien connu de barriére de perméabilité, est un acteur insoupgonné

dans le mode d’action des B-lactamines et dans le mécanisme de résistance a ces antibiotiques.
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3. Role du (p)ppGpp dans I'expression de
la résistance aux B-lactamines médiée par
YcbB

Introduction

La résistance aux B-lactamines médiée par la L,D-transpeptidase YcbB nécessite la production de
I"alarmone (p)ppGpp (Hugonnet et al. 2016). Nous avons peu de connaissances sur le lien entre la synthése
du peptidoglycane et le (p)ppGpp. Chez E. coli, le (p)ppGpp a des effets pléiotropes sur un ensemble de
fonctions métaboliques. Les effets directs du (p)ppGpp, c’est-a-dire I'inhibition ou I’activation de cibles par
la fixation de I'alarmone, pourraient permettre I'activation de la résistance en ciblant des enzymes
spécifiques du peptidoglycane. De méme, les effets indirects du (p)ppGpp, c’est-a-dire la modulation de
I'expression des genes par la fixation de cette alarmone a I’ARN polymérase, pourraient permettre

d’activer la résistance aux B-lactamines en modulant I'expression de genes spécifiques.

Le troisieme article, en cours d’écriture, se focalise sur le role du (p)ppGpp dans I'activation du mécanisme
de résistance. Cette étude se base sur la construction de mutants capables de résister aux B-lactamines
grace a YcbB mais en absence de production de (p)ppGpp. Nous démontrons ainsi que le (p)ppGpp active
le mécanisme de résistance en se fixant a I’ARN polymérase et en modulant son activité. La fixation du
(p)ppGpp au site 2 de ’ARN polymérase et I'action de DksA activent la résistance. Nous montrons ensuite
gue parmi les nombreux effets du (p)ppGpp, la diminution de la transcription des ARN ribosomaux est
suffisante pour conférer la résistance aux P-lactamines médiée par YcbB. La surproduction
d’endopeptidases, démontrée comme diminuant le cycle futile de synthése et de dégradation du
peptidoglycane en stimulant la synthese de peptidoglycane par les PBP de classe A, permet également
I’expression de la résistance en absence de (p)ppGpp. Ces résultats, ainsi que I'essentialité de génes
impliqués dans la réparation de I’ADN révélée par Tn-seq, suggere que le (p)ppGpp active la résistance en
diminuant le nombre de ribosomes et la demande énergétique induite par le cycle futile, ce qui protegerait

les cellules du stress oxydant induit par les B-lactamines.
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INTRODUCTION

Bacteria, including major pathogens, adapt to the environment by multiple molecular
mechanisms. The ubiquitous stringent response is triggered in response to diverse stresses such
as amino acid or phosphate starvation®. The stringent response relies on the production of the
alarmones ppGpp (guanosine 5'-diphosphate 3'-diphosphate) and pppGpp (guanosine 5'-
triphosphate 3'-diphosphate) [collectively referred to as (p)ppGpp]. In most Betaproteobacteria
and Gammaproteobacteria, (p)ppGpp production involves two homologues named RelA and
SpoT. RelA is a monofunctional enzyme that possesses only (p)ppGpp synthase activity while SpoT
is a bifunctionnal enzyme with both (p)ppGpp synthetic and hydrolytic activities. In Gram-
negative bacteria such as Escherichia coli, (p)ppGpp has both direct and indirect effects. (p)ppGpp
directly activates or inhibits several enzymes involved in multiple metabolic pathways such as the
GuaB IMP dehydrogenase, the DnaG DNA primase, the PPX polyphosphate kinase or the PpnN
nucleosidase (Fig. 1)2. (p)ppGpp also indirectly modulates the expression of ca. 750 genes by
binding to RNA polymerase (RNAP) and altering its promoter selectivity and stability>. (p)ppGpp
binds to RNAP at two sites at the interface between the B’ and w subunits (site 1) and at the

interface between the B’ subunit and the transcription factor DksA (site 2)%.

Peptidoglycan is an essential macromolecule that surrounds the bacterial cell providing resistance
to the osmotic pressure of the cytoplasm®. The disaccharide-pentapeptide subunits of

peptidoglycan are polymerized to form glycan strands that are linked to each other by



transpeptidases. The latter reaction is performed by D,D-transpeptidases, which belong to the
penicillin-binding protein family (PBP) and form 4->3 cross-links connecting the fourth residue (D-
Ala*) of an acyl donor stem to the third residue (DAP3) of an acyl acceptor stem. The unrelated
L,D-transpeptidases (LDTs) catalyze the formation of 3->3 cross-links connecting two DAP3
residues. PBPs and LDTs show distinct inhibition profiles since PBPs are potentially inhibited by all
classes of B-lactams (including penams, cephems, and carbapenems) whereas LDTs are effectively
inhibited only by carbapenems®. Bypass of PBPs by LDTs, which leads to high-level resistance to
B-lactams of the penam (such as ampicillin) and cephem (ceftriaxone) classes, was previously
reported in E. coli strains that overproduce the YcbB L,D-transpeptidase (LdtD) and the (p)ppGpp
alarmone’. (p)ppGpp production that activates YcbB-mediated B-lactam resistance was either
triggered by (i) substitutions in aminoacyl-tRNA synthetases that mimic amino acid starvation and
activate the synthase activity of RelA or (ii) by expression of a truncated allele of re/A that encodes
the RelA’ synthase mediating constitutive production of (p)ppGpp. In this study, we investigate

the role of the (p)ppGpp alarmone in B-lactam resistance.
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Figure 1. Direct and indirect effects of (p)ppGpp during the stringent response. Direct effects include activation of

PpnN and inhibition of DnaG, GuaB, PPX and other enzymes involved in various metabolic pathways. Indirect effects
include binding of (p)ppGpp to two sites on RNAP and modulation of gene expression by (1) activation of specific
promoters involved in amino acid synthesis, (2) inhibition of specific promoters involved in expression of ribosomal
genes, and (3) recruitment of alternative sigma factors.



RESULTS

Production of the (p)ppGpp alarmone does not alter peptidoglycan composition. Production of
the (p)ppGpp alarmone by a truncated allele of relA encoding the RelA’ synthase had little to no
impact on the chemical composition of peptidoglycan subunits, on the relative proportion
monomers and dimers, and on the relative proportion of cross-links generated by transpeptidases
of the D,D (4->3 cross-links) or L,D (33 cross-links) specificities (Fig. 2; Supplementary Fig. S1A).
This observation suggests that the alarmone does not directly modulate the activity of enzymes
involved in peptidoglycan metabolism. In contrast, production of YcbB alone resulted in an
increase in tripeptide monomers to the detriment of tetrapeptide monomers, an increase in the
proportion of 3->3 cross-linked dimers, and no difference in that of 43 cross-linked dimers,
leading to an overall increase in the proportion of dimers to the detriment of monomers (Fig. 2;
Supplementary Fig. S1B). Production of RelA’ in addition to YcbB did not result in further
modification of the peptidoglycan structure. This observation suggests that the alarmone does
not modulate the activity of enzymes specifically involved in peptidoglycan polymerization

mediated by YcbB.
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Figure 2. Impact of (p)ppGpp production on peptidoglycan. Peptidoglycan was extracted, digested by muramidases,
and the resulting muropeptides were separated by rpHPLC. Peptidoglycan was extracted from derivatives of strains
BW25113 ArelA harboring vectors pHV6 and pHV7 (dark green), vector pHV6 and plasmid pKT8(relA’) (light green),



vector pHV7 and plasmid pKT2(ycbB) (dark blue), and plasmids pKT2(ycbB) and pKT8(relA’) (light blue). pHV6 and
pHV7 are the vectors used for construction of pKT2(ycbB) and pKT8(relA’), respectively. The growth medium
contained tetracycline (to counter select loss of pHV6 and pKT2) and chloramphenicol (to counter select loss of pHV7
and pKT8). All cultures contained 40 uM IPTG for induction of the P;. promoter of pHV6 and pKT2(ycbB) and 1% L-
arabinose for induction of the Pyrsap promoter of pHV7 and pKT8(relA’). Data are means from three biological
repeats. See Supplementary Fig. S1 for representative chromatograms.
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Supplementary Figure S1. Peptidoglycan analyses of strain BW15113 ArelA and derivatives producing RelA’ and
YcbB alone or in combination. Peptidoglycan was extracted, digested by muramidases, and the resulting
muropeptides were separated by rpHPLC (mAU, milli-absorbance unit, A=205 nm). The structure of muropeptides in
rpHPLC peaks 1 to 10 was identified by mass spectrometry. (A) roHPLC profile of muropeptides from strains BW15113
ArelA harboring plasmids pHV6 and pHV7 (black) or pHV6 pKT8(relA’) (red). (B) rpHPLC profile of muropeptides from
strains BW15113 ArelA harboring plasmids pKT2(ycbB) pHV7 (black) or pKT2(ycbB) pKT8(relA’) (red). Bacteria were
grown in the presence of IPTG and L-arabinose for induction of ycbB and relA’, respectively. pHV6 and pHV7 are the
vectors used for construction of pKT2(ycbB) and pKT8(relA’), respectively. Tetra, tetrapeptide L-Ala-D-iGlu-DAP-D-
Ala; Tri, tripeptide L-Ala-D-iGlu-DAP; Tri-KR, tripeptide L-Ala-D-iGlu-DAP substituted by the dipeptide Lys-Arg
originating from the Braun lipoprotein; Tri-Tri and Tri-Tetra, dimers containing a tripeptide donor stem linked to a
tripeptide or tetrapeptide acceptor, respectively. These dimers contained a 33 cross-link formed by the YcbB L,D-
transpeptidase. Tetra-Tri and Tetra-Tetra, dimers containing a tetrapeptide donor linked to a tripeptide or
tetrapeptide acceptor, respectively. These dimers contained a 4->3 cross-link formed by the D,D-transpeptidases
belonging to the PBP family; Tetra(Gly), Tri-Tetra(Gly), and Tetra-Tetra(Gly), muropeptides containing a Gly residue
instead of D-Ala at the 4" position of the free stem. These muropeptides originated from the exchange of D-Ala by
Gly catalyzed by L,D-transpeptidases. Data are representative chromatograms from three biological repeats.



The essential role of the (p)ppGpp alarmone in YcbB-mediated B-lactam resistance depends
upon modulation of RNA polymerase activity. We anticipated that mutations enabling
expression of B-lactam resistance in a (p)ppGpp° background (ArelA AspoT) could map in the
target of the alarmone and thereby lead to its identification. To test this possibility, we plated E.
coli strain BW25113 ArelA AspoT pJEH12(ycbB) on agar containing 50 uM IPTG for ycbB induction
and 32 pg/ml ampicillin. Mutants resistant to all B-lactams except carbapenems, the hallmark of
bypass of PBPs by YcbB, were obtained at a frequency of ca. 2 x 108, Expression of B-lactam
resistance by the mutants required induction of the ycbB gene by IPTG indicating that the
resistant phenotype was dependent on high-level production of the YcbB L,D-transpeptidase.
Sequencing of the genome of five mutants revealed single mutations leading to amino acid
substitutions in the B or B” RNAP subunits (Table 1). This observation indicates that the role of
(p)ppGpp in YcbB-mediated B-lactam resistance is indirect and requires modulation of RNAP

functions.

Selection for mecillinam resistance in a (p)ppGpp°® background leads to mutations affecting
RNAP and to co-resistance to ampicillin upon ycbB induction. Acquisition of resistance to
mecillinam (amdinocillin), a B-lactam specific to the elongasome-associated class B PBP2, is
known to result from mutations in multiple genes indirectly leading to increased production of
(p)ppGpp in most cases®. We thought to determine whether mutations leading to mecillinam
resistance in a (p)ppGpp° background map in genes encoding RNAP subunits and whether these
mutations also enable YcbB-mediated resistance to other B-lactams. To address these questions,
we plated E. coli strain BW25113 ArelA AspoT pJEH12(ycbB) on agar containing 50 pg/ml
mecillinam and 10 pg/ml tetracycline to counter select loss of plasmid pJEH12(ycbB). Mutants
resistant to mecillinam (frequency of ca. 3 x 10%) were all (12 out of 12) resistant to ampicillin
upon induction of ycbB by 50 uM IPTG. DNA sequencing was performed for the genome of 5 of
these 12 mutants and for a portion of the rpoB gene (positions 385 to 2,109) for the remaining 7
mutants. Mutations leading to substitutions in the B or B’ subunit RNAP subunits were detected
in each of the 12 mutants (Table 1). These results indicate that all mutations leading to mecillinam
resistance in a (p)ppGpp° background affect RNAP and enable YcbB-mediated resistance to all B-

lactams except carbapenems. Thus, dissociated resistance to mecillinam or ampicillin was not



observed upon selection of derivatives of BW25113 ArelA AspoT pJEH12(ycbB) on agar containing

either antibiotic.

Selection with B-lactams or rifampicin leads both to dissociated and co-resistance to
representatives of these drug families. Substitutions in the B subunits were localized in a region
which determines rifampicin resistance®. The collection of 17 mutants selected on ampicillin
(N=5) or mecillinam (N=12) was screened for expression of rifampicin resistance by the disk
diffusion assay revealing co-resistance in 2 out of 5 and 6 out of 12 mutants, respectively (Table
1). We then plated the strain BW25113 ArelA AspoT pJEH12(ycbB) on agar containing 16 ug/ml
rifampicin and 10 pg/ml tetracycline to counter select loss of plasmid pJEH12(ycbB). All
rifampicin-resistant mutants (10 out of 10) selected on rifampicin harbored mutations in the
subunit-encoding gene of RNAP (frequency of ca. 9 x 107). These rifampicin-resistant mutants
included both B-lactam-resistant and -susceptible mutants (6 and 4 out of 10, respectively).
Therefore, in the entire collection of mutants (N=27), 16 distinct amino acid substitutions were
detected in RNAP subunits, 4 in mutants resistant to rifampicin only, 4 in mutants resistant to p-
lactams only, and 8 in co-resistant mutants. These results indicate that substitutions in the  or
B’ RNAP subunits result both in dissociate resistance to B-lactams or rifampicin and to co-

resistance to both types of drugs in spite of their unrelated mode of action.

A reduced growth-rate is not sufficient for YcbB-mediated B-lactam resistance. Since the
intracellular concentration of (p)ppGpp controls the growth rate we considered the possibility
that the alarmone and RNAP substitutions might merely act by reducing the growth rate, thereby
compensating for ineffective peptidoglycan polymerization by YcbB!°. To investigate this
possibility, we determined the growth rate of 12 mutants representative of the three B-lactam
and rifampicin resistance phenotypes (Table 1). This analysis revealed that a reduced growth rate
was not in itself sufficient for B-lactam resistance since mutants harboring the substitutions
GIn'*8Leu, GIn'*8Arg, Leul*Arg, and lle>’?Leu were resistant to rifampicin but susceptible to
ceftriaxone in spite of an extended generation time (28 + 2 min instead of 24 £ 1 min for the
parental strain) whereas the mutant harboring the substitution Gly**Val was co-resistant to
rifampicin and ceftriaxone in spite of a similar increase in its generation time (from 24 £ 1 min to

27 + 1 min). These results suggest that a decrease in the growth rate due to (p)ppGpp is not
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sufficient to activate YcbB-mediated B-lactam resistance although we cannot rule out the

possibility that the slightly decreased growth rate is required for resistance.

Table 1. Substitutions obtained by selection with B-lactams or rifampicin

Phenotype?®
Substitution in B or B’ RNAP subunits® GT (min) B-lac Rif
Parental strain
None NA 24+ 1 S S
Resistant mutants
B-subunit
Gly**Val GGC > GTC? 27+1 R R
Arg*'Cys CGT > TGT® 2 34+3 R R
Thr*%Pro ACC > cccltz3 50+3 R R
Gly°7%Ser GGT > AGT? 36+3 R R
Pro'>3leu CCG > cTG? ND R S
Leu*?°Arg CTG - CGG? 37+1 R S
His*’Leu CAC - cTC® 48+3 R S
His*Pro CAC > cccl? 34+2 R S
GIn**Leu CAG - CTG® 28+2 S R
GIn**®Arg CAG - CGG® 28+2 S R
Leu'*Arg CTG - CGG¥ 28+3 S R
lle>"2Leu ATC > CTC® 28+2 S R
B’-subunit
Ala'**Pro GCA > ccA® ND R R
Gly3*Asp GGT -> GAT? 40+3 R S
Leu'**Pro CTC > ccg? ND R S
Gly*3%Asp GGT -> GATY ND R S

2 GT, generation time, B-lac, B-lactams, Rif, rifampicin. Mutants were either co-

resistant to mecillinam and ampicillin (R) or susceptible to both drugs (S).

b Amino acid substitutions and the corresponding modifications in codons are

indicated. Mutants were selected on ampicillin plus IPTGY, mecillinam®, or

rifampicin®.

NA, not applicable, ND, not determined.

YcbB-mediated B-lactam resistance is controlled by only one of the two RNAP (p)ppGpp binding
sites. X-ray crystallography of the RNAP holoenzymes identified two (p)ppGpp binding sites
located at the interface between the B’ and the w subunits (site 1) and between the B’ subunit
and the transcription factor DksA (site 2)*. Since the alarmone does not bind to site 1 or 2 in the

absence of the w subunit or DksA, respectively, we independently deleted the corresponding
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genes (rpoZ and dksA) in strain BW25113 ArelA pKT2(ycbB) pKT8(relA’). Deletion of dksA but not
rpoZ abolished expression of B-lactam resistance (Fig. 3A). Thus, YcbB-mediated [B-lactam
resistance required binding of the alarmone to site 2 but not to site 1. In agreement with this
notion, the RNAP substitutions enabling B-lactam resistance in the (p)ppGpp°® background were
clustered at the vicinity of site 2 (Fig. 3B). Together, these results indicate that YcbB-mediated B-
lactam resistance requires a modulation of RNAP activity mediated by binding of the alarmone to

site 2 or by modification of residues in RNAP subunits that mimic the effect of alarmone binding

to this site.
+ ceftriaxone - ceftriaxone
__ Deletion 10! 102 102 10*% 10° 10?! 10% 103 10
<
L None
Y
kS
=S rpoZ
o
i
—
4 dksA
=
o

Figure 3. RNAP-dependent (p)ppGpp activation of B-lactam resistance requires binding to site 2. (A) Plating
efficiency of BW25113 ArelA pKT2(ycbB) pKT8(relA’) and its derivatives obtained by individual deletion of the rpoZ or
dksA genes. Growth was tested in the presence of ceftriaxone at 8 ug/ml (+ ceftriaxone) or in the absence of the drug
(- ceftriaxone) on BHI agar plates supplemented with 40 uM IPTG and 1% L-arabinose for induction of ycbB and relA’,
respectively. (B) Localization of amino acid substitutions conferring B-lactam and rifampicin resistance in the RNAP
holoenzyme (PDB entry 5VSW). Substitutions conferred resistance to B-lactams only (green), to rifampicin only (red),
or to both antibiotics (yellow). The ppGpp alarmone is depicted in red in the two binding sites.

Gene regulation by alterative sigma factors does not activate YcbB-mediated B-lactam
resistance. The various effects of (p)ppGpp on gene transcription include the recruitment of

alternative sigma factors by RNAP leading to increased transcription of specific sets of genes (Fig.
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1)1+12_ A hypothesis to explain the role of (p)ppGpp in the activation of YcbB-mediated B-lactam
resistance could be the requirement of increased transcription of a subset of genes potentially
expressed under the control of alternative sigma factors. Four of these six sigma factors were
directly evaluated by gene deletion since they are dispensable for growth in E. coli. Derivatives of
BW25113 ArelA pKT2(ycbB) pKT8(relA’) obtained by independent deletion of genes rpoN, rposS,
rpoF, or fecl, encoding the unessential sigma factors oV (6°%), 0° (6%8), o (0%8), and o™ (0%°),
respectively, were resistant to ceftriaxone upon induction of ycbB by IPTG and re/A’ by L-arabinose
(Supplementary Table S1). These results suggest that activation of YcbB-mediated B-lactam
resistance does not require the control of gene expression through the unessential sigma factors
o, 05, of, and o™, Two of the six alternative sigma factors, o" (0%?) and of (624), could not be
evaluated by gene deletion since they are encoded by essential genes (rpoH and rpoE,
respectively). To address this bottleneck, we investigated the impact of overexpressing rpoH and
rpoE by cloning these genes under the control of the L-arabinose-inducible Pgrasap promoter (of
the plasmid vector pHV7) since overproduction of 6" or of can compete with the vegetative sigma
factor oP for the RNAP core enzyme and mimic the (p)ppGpp-dependent increased affinity!31°,
The resulting plasmids were independently introduced into the BW25113 ArelA AspoT pKT2(ycbB)
strain to test the emergence of B-lactam resistance. Overexpression of rpoH or rpoE did not
bypass the requirement of (p)ppGpp for YcbB-mediated B-lactam resistance (Supplementary
Table S1). Together, these results strongly suggest that (p)ppGpp-mediated activation of B-lactam

resistance does not proceed by the modulation of gene expression regulated by alternative sigma

factors.

Table S1. YcbB-mediated B-lactam resistance does not rely on the
recruitment of a specific alternative sigma factor

Host Inhibition zones (mm)?

Plasmid Inducers® Mec Amp Cro
BW25113 ArelA

pKT2(ycbB) pKT8(relA’) None 20 18 34

IPTG + Ara <6 <6 15

BW25113 ArelA ArpoN

pKT2(ycbB) pKT8(relA’) IPTG + Ara <6 <6 16
BW25113 ArelA ArpoS

pKT2(ycbB) pKT8(relA’) IPTG + Ara <6 <6 15



BW25113 ArelA ArpoF

pKT2(ycbB) pKT8(relA’) IPTG + Ara <6 <6 15
BW25113 ArelA Afecl

pKT2(ycbB) pKT8(relA’) IPTG + Ara <6 <6 14
BW25113 ArelA AspoT

pKT2(ycbB) pHV7¢ IPTG + Ara 31 24 40
BW25113 ArelA AspoT

pKT2(ycbB) pHV17(rpoH) IPTG + Ara 32 26 43
BW25113 ArelA AspoT

pKT2(ycbB) pHV18(rpoE)  IPTG + Ara 31 25 41

2 The diameter of inhibition zones was determined by the disk diffusion assay around disks
containing 10 pg mecillinam (Mec), 10 pug ampicillin (Amp), or 30 ug ceftriaxone (Cro).
Data are the medians from three experiments.

® The ycbB gene carried by plasmid pKT2 was induced with 40 uM IPTG. The relA’, rpoH,
and rpoE genes carried by plasmids pKT8, pHV17, and pHV18, respectively, were induced
with 1% L-arabinose (Ara).

¢ pHV7 is the vector used for construction of pKT8(relA’), pHV17(rpoH), and pHV18(rpokE).

Increased production of DksA bypasses the requirement of (p)ppGpp for YchB-mediated B-
lactam resistance. The ASKA library is an ordered collection of E. coli strains harboring plasmids
carrying each individual gene of E. coli under the control of an IPTG-inducible promoter!®. To
evaluate whether overexpression of any of these genes could bypass the (p)ppGpp requirement
for resistance, the pool of ASKA plasmids was introduced into BW25113 ArelA AspoT
pHV63zeo(ycbB) and transformants were selected on agar plates containing either ceftriaxone
and L-arabinose (for induction of ycbB) or mecillinam. For each selection, genes carried by the
ASKA plasmids were induced by four IPTG concentrations (0, 20, 60 or 180 uM). For both the
ceftriaxone and mecillinam selections, approximatively 200 transformants were obtained with
IPTG at 180 uM but not with the lower concentrations (20 and 60 uM) or in the absence of the
inducer. Plasmids were extracted from 20 ceftriaxone- and 20 mecillinam-resistant transformants
and Sanger sequencing of a portion of their inserts revealed the presence of the dksA gene in all
of them. This result showed that overexpression of dksA bypasses the requirement of (p)ppGpp

for both YcbB-mediated B-lactam resistance and mecillinam resistance.

Decreased rRNA transcription bypasses the requirement of (p)ppGpp for YcbB-mediated B-

lactam resistance. Binding of (p)ppGpp or DksA to RNAP results in decreased rRNA transcription
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due to destabilization of the open complexes formed by RNAP with the P1 promoters of the seven
rrn operons’~°, This common effect of (p)ppGpp and DksA on RNAP prompted us to determine
whether a reduced synthesis of rRNAs results in B-lactam resistance. The CRISPR interference
(CRISPRi) approach was used to downregulate the transcription of multiple rrn operons at once
(Fig. 4A)?°. To guide dCas9 on the rrn operons, we independently cloned in the pFR56 plasmid
four different sgRNAs targeting (i) 23S rRNA genes rrlA, B, C, D, E, G, and H (rrl7), (ii) 23S rRNA
genes rriB, E, and G (rri3), and (iii) two control sequences without homology in the E. coli genome
(ctrl1 and ctrl2)?!. In these plasmids, the sgRNAs are constitutively transcribed whereas dcas9
expression is under the control of the DAPG-inducible Pn promoter. The resulting plasmids were
independently introduced into the BW25113 ArelA AspoT pKT2(ycbB) strain. Expression of dcas9
by DAPG was toxic for sgRNA-rrl7, led to ceftriaxone resistance for sgRNA-rr/3, and had no effect
for sgRNA-ctrl1 or sgRNA-ctrl2 (Fig. 4B). These results indicate that the level of transcription of
the rRNAs was successfully modulated by the CRISPRi approach. Downregulation of three of the
seven 23S rRNA rrl genes was sufficient both for mecillinam resistance (data not shown) and for
YcbB-mediated ceftriaxone resistance in the absence of (p)ppGpp (Fig. 4). These observations
identified the primary role of the alarmone in B-lactam resistance as a reduction in the number

of ribosomes triggered by reduced transcription of rRNAs.

11



A RNA Pre-16S rRNA

@

Dissociation

rrsA ileT alaT rrfA

rrnA operon
(165 rRNA) (tRNAs) (23S rRNA) (5S rRNA)

20 nt I
\ sgRNA-rrl

B + ceftriaxone + ceftriaxone - ceftriaxone
- DAPG + DAPG (dCas9) - DAPG

10! 102 103 10% 10° 10! 102 103 10% 10° 10! 102 103 10% 10°

RNAP Mutant
RpoB G**°V
ArelA AspoT

pKT2(ycbB)
rrl7
rrl3
ctrl1
ctrl2

Figure 4. Lowering rRNA transcription bypasses the requirement of (p)ppGpp for B-lactam resistance. (A) Schematic
representation of the CRISPR interference approach used to decrease expression of several rrn operons at once. The
rrnA operon is displayed as an example. Dead Cas9 (dCas9) associates to the single guide RNA (sgRNA) and binds to
the chromosomal target (a sequence within the 23S rRNA gene rr/A). The elongating RNAP that encounters dCas9
dissociates from the DNA matrix, leading to downregulation of the targeted gene. (B) Plating efficiency of the RpoB
G*9V mutant (positive control), the parental strain BW25113 ArelA AspoT pKT2(ycbB) (negative control) and its
derivatives harboring plasmids encoding dCas9 under the control of the DAPG-inducible Pns promoter and four

BW25113 ArelA AspoT
pKT2(ycbB) + sgRNA-

sgRNAs under the control of a constitutive promoter. These sgRNAs targeted seven (rr/7) or three (rri3) of the seven
of the 23S rRNA genes. The remaining sgRNAs, ctr/1 and ctr/2, do not target any sequence in the E. coli chromosome??.
Growth was tested in the presence of ceftriaxone at 8 pug/ml (+ ceftriaxone) or in the absence of the drug (-
ceftriaxone). Induction of the dcas9 gene was performed with 50 uM DAPG. BHI agar plates contained 40 uM IPTG
for induction of ycbB. In the absence of ceftriaxone, induction of rr/7 by DAPG prevented growth BW25113 ArelA
AspoT pKT2(ycbB) (data not shown). This was not observed for the other sgRNAs.

Overproduction of endopeptidases enable YcbB-mediated B-lactam resistance. Lai and
colleagues showed that production of the endopeptidase MepS stimulates peptidoglycan
polymerization by class A PBPs thereby contributing to mecillinam resistance in the absence of
(p)ppGpp overproduction??. This prompted us to investigate the role of the eight endopeptidases

of E. coli in YcbB-mediated B-lactam resistance. The endopeptidase genes were independently
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cloned under the control of the L-arabinose-inducible Pgresap promoter of the vector pHV7 and
introduced into the BW25113 ArelA pKT2(ycbB) strain. The tested antibiotics included mecillinam
and aztreonam that specifically inactivate class B PBP2 (elongasome) and class B PBP3 (divisome),
respectively, and the broad spectrum ceftriaxone, which inactivates all D,D-transpeptidases. Two
endopeptidases (MepH and PBP4) had no impact on B-lactam resistance (Fig. 5). Four
endopeptidases restored full (MepK) or partial (MepM, PBP7, and AmpH) growth of BW25113
ArelA pKT2(ycbB) in the presence of the selective PBP2 inhibitor (mecillinam). The two remaining
endopeptidases restored full (MepS) or partial (MepA) growth in the presence of all three B-
lactams. Together, these data showed that increased endopeptidase activity can bypass the

requirement of (p)ppGpp for the expression of YcbB-mediated B-lactam resistance.
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Figure 5. Overproduction of endopeptidases bypasses the requirement of (p)ppGpp for YcbB-mediated B-lactam
resistance. Plating efficiency of BW25113 ArelA pKT2(ycbB) harboring the pHV7 vector or derivatives harboring relA’
(pKT8) or each of the eight endopeptidase genes under the control of the L-arabinose inducible Pgrasap promoter. -
lactams were tested at 8 ug/ml (ceftriaxone and aztreonam) or 16 pug/ml (mecillinam). BHI agar plates contained 40
UM IPTG for induction of ycbB. Induction of relA’ or endopeptidase genes was performed with L-arabinose at 0.2 or
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1%. The use of two concentrations of inducer was mandatory since high-level enzyme production was either required
for growth in the presence of B-lactams or toxic depending upon the endopeptidase/B-lactam combination under
consideration.

DISCUSSION

In this study, we aimed at identifying the role of the pleiotropic (p)ppGpp alarmone in the
expression of YcbB-mediated B-lactam resistance. High-level production of (p)ppGpp did not alter
the structure of peptidoglycan (Fig. 2; Supplementary Fig. S1). This was observed both in the
absence or presence of induction of the ycbB L,D-transpeptidase-encoding gene. These results
strongly suggest that the alarmone does not directly modulate the activity or production of

enzymes that act as partners of YcbB for effective formation of 33 cross-links.

Substitutions affecting the B or B’ subunit of the RNA polymerase (RNAP) bypassed the
requirement of (p)ppGpp overproduction for YcbB-mediated B-lactam resistance (Table 1). This
formally excluded the possibility that expression of B-lactam resistance required a direct
interaction of the alarmone with other targets than the RNAP. We postulated that the role of the
alarmone was indirect and involved a modulation of the transcription of a subset of the ca. 750
genes previously identified by transcriptomic analyses as upregulated or downregulated in
response to (p)ppGpp production3. The localization of the substitutions in the RNAP and the
phenotypes associated with dksA overexpression or deletion revealed that the role of (p)ppGpp
in YcbB-mediated B-lactam resistance requires binding of the alarmone to one of the two RNAP
binding sites (site 2; Fig. 3). Surprisingly, a subset of the RNAP amino acid substitutions identified
in our study conferred cross-resistance to B-lactams and rifampicin despite the absence of
similarity in the structure and mode of action of these drugs (Table 1). This observation suggests

that mutations conferring rifampicin resistance may modulate the expression of specific genes.

Several approaches were used to identify a putative subset of genes that would be essential for
YcbB-mediated B-lactam resistance among the ca. 750 genes regulated by the (p)ppGpp
alarmone. Positive selection with the ASKA collection only retrieved the plasmid encoding DksA.
This result indicates that the essential role of the alarmone in resistance does not imply the

upregulation of a single gene. Likewise, negative results were obtained by considering subsets of
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genes expressed under the control of alternative sigma factors (Supplementary Table S1). We had
initially considered this possibility since the alarmone is known to reprogram gene expression by
stimulating the recruitment of alternative sigma factors!2, We then considered the possibility
that the alarmone acted by downregulating the transcription of ribosomal RNAs, thereby
decreasing the number of ribosomes per cell. This is a well-documented effect of (p)ppGpp and
DksA that act by destabilizing the transcription initiation complex!’. The CRISPR interference
approach established that downregulation of three of the seven rRNA operons bypasses the
requirement of (p)ppGpp for YcbB-mediated B-lactam resistance (Fig. 4). Together, these results
indicate that the role of the alarmone does not involve modulation of the expression of specific
genes related to peptidoglycan metabolism, as initially postulated, but directly depends upon a

reduction of the number of ribosomes per cell.

The link between a reduced number of ribosomes per cell and the expression of B-lactam
resistance is provided by a recent model of the mode of action of B-lactams, which is supported
by several investigations?>=2°. This model proposes that the bactericidal B-lactams kill bacteria by
both lytic and non-lytic mechanisms. Defects in peptidoglycan cross-linking that compromise the
osmotic barrier are thought to result in lytic death. Alternatively, inhibition of D,D-transpeptidases
by B-lactams uncouples the transglycosylation and cross-linking reactions resulting in an energy-
depleting futile cycle of peptidoglycan synthesis and degradation?®. This is associated with the
dysregulation of the energy metabolism and an increased protein synthesis rate, which ultimately
leads to non-lytic death due to the accumulation of reactive oxygen species?”?%. Our results
support this model and indicate that the alarmone can limit these effects by preventing the burst
in protein synthesis that contributes to energy starvation. This is required for YcbB-mediated B-
lactam resistance since the futile cycle persists in these conditions. Indeed, inactivation of D,D-
transpeptidases by B-lactams results in the accumulation of uncross-linked glycan chains that are
only partially used by YcbB for peptidoglycan synthesis3%3%. This model is also supported by our
observation that overproduction of endopeptidases bypasses the requirement of (p)ppGpp for
resistance (Fig. 5). By hydrolyzing peptidoglycan cross-links, endopeptidases facilitate insertion of
glycan strands in the expanding peptidoglycan network by the class A PBPs. The net result is a

reduction in the futile cycle at the origin of non-lytic bacterial killing by B-lactams. In this context,
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the class A PBP1b, which forms a complex with YcbB in vitro and is essential for the B-lactam
resistance mechanism, could have a major contribution in peptidoglycan polymerization and
reduction of the futile cycle’2. In conclusion, our analysis provides a rational explanation for the
double requirement of YcbB and (p)ppGpp for B-lactam resistance as YcbB prevents the lytic
effect by promoting peptidoglycan cross-linking whereas (p)ppGpp protects the bacterium from

the non-lytic effect by limiting the number of ribosomes and protein synthesis.

MATERIALS AND METHODS

Strains, plasmids, and growth conditions. The characteristics and origin of plasmids and strains used
in the study are listed in Supplementary Table S2. Bacteria were grown at 37 °C in brain heart
infusion (BHI; Difco) agar or broth with aeration (shaking at 180 rpm). Kanamycin at 50 pug/ml was
used for selection of transductants carrying the KmR cassette obtained from the Keio collection3.
The growth media were systemically supplemented with drugs to counter-select plasmid loss: 10
ug/ml tetracycline for plasmid pHV6 and derivatives, 20 pg/ml chloramphenicol for pHV7 and
derivatives and the derivatives of pFR56, 25 pug/ml zeocin for pHV63zeo. Induction of the Pir, Parasan,
and P promoters was performed with isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), L-arabinose,
and 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), respectively. Plasmids constructed in this study were
obtained by using NEBuilder HiFi DNA assembly (New England Biolabs) method, unless otherwise
specified. Deletions of specific genes were obtained by P1 transduction of the Km® cassette of
selected mutants from the Keio collection3334. For multiple gene deletions, the Km® cassette was

removed by the FLT recombinase encoded by plasmid pCP20.

Preparation of sacculi. Bacteria were grown in BHI broth to the late exponential phase, i.e. to an
ODsoonm greater than 1.0 (ca. 6 h at 37 °C under agitation). Ten ul of the resulting bacterial
suspensions were platted on BHI agar supplemented with inducers (40 uM IPTG and 1% L-arabinose)
and drugs (10 pg/ml tetracycline and 20 pg/ml chloramphenicol). For each replicate, 5 BHI agar
plates were used in order to obtain a sufficient amount of bacteria. Plates were incubated for 16 h
at 37 °C. Bacteria were harvested in two steps by scrapping each plate with 1 ml of phosphate-

buffered saline (PBS) pH 7.2 followed by an additional wash of the plate with 1 ml of PBS. Bacteria
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were boiled in 0.5 x PBS supplemented with 4% sodium dodecyl sulfate (SDS) in a final volume of 20
ml for 1 h. Sacculi were harvested by centrifugation (20,000 x g for 20 min at 20 °C), washed five
times with 20 ml of water, resuspended in 1 ml of 20 mM Tris-HCI pH 7.5, and incubated with 100
ug/ml pronase at 37 °C for 16 h. Sacculi were washed five times with 1 ml of water, resuspended in
1 ml of 20 mM sodium phosphate pH 8.0 and incubated with 100 pg/ml trypsin at 37 °C for 16 h.
Sacculi were washed five times with 1 ml water, boiled for 5 min, collected by centrifugation,

resuspended in 300 ul of water, and stored at -20 °C.

Peptidoglycan analysis. Ten pl of purified sacculi were digested with 120 uM lysozyme in 40 mM
Tris-HCI pH 8.0 at 37 °C for 16 h. Insoluble material was removed by centrifugation at 12,000 rpm in
a microcentrifuge for 10 min and the soluble fraction containing muropeptides was reduced with
sodium borohydride in 125 mM borate buffer pH 9.0 for 1 h at room temperature. Phosphoric acid
was used to adjust the pH to 4.0. Muropeptides were separated by roHPLC in a C18 column (Hypersil
GOLD aQ; 250 x 4.6 mm; 3 um, Thermo Scientific) at a flow rate of 1 ml/min with a linear gradient
(0 to 20%) applied between 10 and 60 min (buffer A, TFA 0.1%; buffer B, acetonitrile 99.9%, TFA
0.1%, v/v). Absorbance was monitored at 205 nm and fractions were collected, lyophilized,
resuspended in water and analyzed by mass spectrometry. Mass spectra were obtained on a Bruker
Daltonics maXis high-resolution mass spectrometer (Bremen, Germany) operating in the positive
mode (Analytical Platform of the Muséum National d’Histoire Naturelle, Paris, France). Mass

spectral data were explored using mineXpert23°.

Mutant selection, phenotype analysis and whole-genome sequencing. E. coli BW25113 ArelA
AspoT pJEH12(ycbB) was streaked for isolated colonies on agar plates containing 10 pg/ml
tetracycline to counter-select loss of plasmid pJEH12(ycbB). The selection procedure was
independently carried out starting with independent colonies. A fresh colony of E. coli BW25113
ArelA AspoT pJEH12(ycbB) was inoculated in 5 ml of BHI broth supplemented with 10 pg/ml
tetracycline. Bacteria were grown overnight at 37 °C with shaking (180 rpm). One hundred pl of
overnight culture were platted on BHI agar supplemented with 32 pg/ml ampicillin and 50 uM
IPTG, 50 pg/ml mecillinam, or 16 pug/ml rifampicin. Plates were incubated overnight at 37 °C.
Determination of mutant frequency was determined by dividing the number of resistant mutants

obtained to the CFU platted. Each mutant presented in this work came from independent
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experiments. Activation of YcbB-mediated B-lactam resistance in selected mutants was confirmed
using the disk diffusion assay in BHI agar supplemented or not with 50 uM IPTG. Disks were loaded
with 10 pg of mecillinam, 10 ug of ampicillin, 30 pg of ceftriaxone, 10 pg of imipenem, 30 ug of
tetracycline or 30 pg of rifampicin. Activation of YcbB-mediated B-lactam resistance was
determined based on growth around the diffusion diameter of ampicillin and ceftriaxone in
absence or presence of IPTG as previously described, and resistance to rifampicin was determined
based on growth around the diffusion diameter of rifampicin’. Resistance to tetracycline
confirmed the presence of pJEH12(ycbB) and susceptibility to imipenem was used as a control
since this drug inhibits the YcbB L,D-transpepitdase. To identify the mutations, 5 ml of BHI broth
containing 10 pug/ml tetracycline was inoculated with a single colony of each selected mutants
and genomic DNA was extracted (Wizard DNA extraction kit, Promega). Genomic DNA was either
sequenced by paired-end joining lllumina (Novogene) or used for PCR amplification of the rpoB
gene followed by Sanger sequencing. For lllumina sequencing, identification of the mutations was

performed with the breseq pipeline3®.

Determination of generation time. For each mutant tested a fresh colony was inoculated in 1 ml
BHI broth. Fifty ul of the suspension were inoculated in 150 pl BHI broth in 5 wells of a 96-well
plate. Plates were incubated at 37°C overnight with agitation. Optical density at 600 nm was
measured with a plate-reader (Tecan Infinite 200 pro). For three biological replicates, each
corresponding to five technical replicates, generation time (G) was determined using formula G =
In(i) / 2 where pu corresponds to the slope of the linear part of the function In(ODsoonm) = f(time,

min).

Plating efficiency assay. Bacteria were grown to the late exponential phase, i.e. to an ODeoonm Of
1.0 to 4.0 (ca. 6 h at 37 °C with vigorous shaking). The ODeoonm Was adjusted to 1.0 and 10-fold
dilutions (10 to 10°) were prepared in BHI broth. Five pl of the resulting bacterial suspensions
were spotted on BHI agar plates supplemented with inducers and drugs as indicated in the legend
to figures. Plates were imaged after 16 h (or 24 h for plates containing ceftriaxone) of incubation

at 37 °C. Data shown in the figures are representatives of at least two biological repeats.
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Identification of genes that bypass the requirement of (p)ppGpp. To identify genes whose
overexpression might bypass the requirement of (p)ppGpp in YcbB-mediated B-lactam resistance
or mecillinam resistance, a pooling mixture of the 6His-tagged genes from the ASKA plasmid
library was transformed in BW25113 ArelA AspoT pHV63zeo(ycbhB)!®. The resulting bacterial
suspension was platted on BHI agar supplemented with 8 pg/ml ceftriaxone plus 1% L-arabinose
to induce expression of ycbB, or 50 pug/ml mecillinam, and in the absence or presence of IPTG at
20, 60 or 180 uM to induce expression of the ASKA plasmid-encoded genes. The media
systematically contained chloramphenicol to counter-select loss of the ASKA plasmids. Plates
were incubated overnight at 37 °C and transformants were obtained only with 180 uM IPTG.
Twenty transformants selected with ceftriaxone plus L-arabinose and 20 transformants selected
with mecillinam were isolated and their resistance phenotype confirmed. ASKA plasmids that
produced resistant clones under the selective pressure of B-lactams were extracted and Sanger
sequencing revealed in the 40 transformants the presence of the ASKA plasmid carrying the dksA

gene.

Table S2. Characteristics and origin of the strains and plasmids used in this study

Strain Characteristics Origin
BW25113 A(araD-araB)567 A(rhaD-rhaB)568 Baba, T. et al.3
AlacZ4787 (::rrnB-3) hsdR514 rph-1

(p)ppGpp°® BW25113 ArelA AspoT This study

Plasmid Characteristics Origin

Vectors
pHV6 Tetk Ptrc lacl oriV CloDF13 Voedts, H. et al.>°
pHV7 CmR Paraap araC oriV p15A Voedts, H. et al.°
pFR56 CmR Puedcas9  phlF sgRNA  oriV p15A Rousset F. et al.°

Recombinant plasmids for ycbB and relA’ expression
pJEH12 pHV6QycbB oriV p15A Hugonnet, J. E. et al.”
pKT2 pHV6QychB Hugonnet, J. E. et al.”
pKT8 pHV7QrelA’ Hugonnet, J. E. et al.”
pHV63zeo pHV6QychbB Zeok This study

Recombinant plasmids for alternative sigma factors and endopeptidases expression
pHV17 pHV7QrpoH This study
pHV18 pHV7QrpoE This study
pHV55 pHV7QmepA Voedts, H. et al.°
pHV56 pHV7QmepH Voedts, H. et al.>°
pHV57 pHV7QmepK Voedts, H. et al.>°
pHV58 pHV7QmepM Voedts, H. et al.°
pHV59 pHV7QmepS Voedts, H. et al.°
pHV60 pHV7QdacB Voedts, H. et al.°
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pHV61 pHV7QpbpG Voedts, H. et al.°

pHV62 pHV7QampH Voedts, H. et al.>°
Recombinant plasmids for CRISPR interference
pHV135 pFR56QsgRNA-rrl7 (TTCCCATCGACTACGCCTTT) This study
pHV136 pFR56QsgRNA-rrI3 (GATTTCAGCTCCATCCGCGA) This study
pHV137 pFR56QsgRNA-ctr/l1 (CGACGTTGTGGCTCTAGTCG) This study
pHV138 pFR56QsgRNA-ctr/2 (GATCGCTCTGCCATCTAGCA) This study
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Discussion



1. Le role des endopeptidases dans la synthese du
peptidoglycane

L'essentialité des endopeptidases dans I'expansion du peptidoglycane était connue uniquement dans le
contexte de la formation des ponts interpeptidiques de type 4->3 (Singh et al. 2012; Vollmer 2012). Dans
I'article 1, nous avons montré que les endopeptidases sont également essentielles pour la synthése d’un
peptidoglycane réticulé par des ponts 3-3. Cela a été démontré par l'introduction de délétions multiples,
par des expériences de complémentations fonctionnelles et par la mise en évidence des activités
enzymatiques des endopeptidases purifiées. Nous avons montré qu’une seule endopeptidase parmi
MepM, MepS, MepH et PBP7 suffisait a I'expansion d’un peptidoglycane 4->3, alors que MepM et MepK
sont essentielles si les ponts sont de type 3->3. La nécessité de produire ces deux endopeptidases pour un
peptidoglycane de type 33 est étonnante, et suggére fortement que MepM et MepK remplissent des
fonctions bien distinctes. Des expériences complémentaires de microscopie non publiées montrent un
épaississement important de la paroi de E. coli lorsque YcbB est produite dans une souche AmepK. Par un
mécanisme inconnu, I'épaississement de la paroi était systématiquement suivi de la lyse bactérienne,
démontrant I'importance de MepK lorsque YcbB est produite. Ces résultats complémentaires pourraient
suggérer que MepM est a l'origine de I'insertion des nouvelles chaines glycanes reliées par YcbB et que
MepK assure un controle de la qualité du peptidoglycane. Contrairement a la synthése du peptidoglycane
médiée par les PBP, nous avons vu que la réticulation du peptidoglycane par YcbB n’est pas couplée a la
synthése des chaines glycanes par les glycosyltransférases. Cette absence de couplage pourrait étre a
I’origine de la production d’un polymeére aberrant et toxique nécessitant I'activité de MepK pour éviter son
accumulation. Alternativement, une étude récente basée sur des expériences de marquage du
peptidoglycane avec des isotopes lourds et des analyses en spectrométrie de masse propose que MepK
pourrait fonctionner en couplage avec YcbB. MepK hydrolyserait des ponts 3—>3 dans le peptidoglycane
préexistant afin de fournir des tiges tripeptides sélectivement utilisées comme accepteuses par YcbB en
présence de B-lactamines (Atze et al. 2022). Dans l'article 1, nous avons également démontré I'existence
d’une activité L,D-carboxypeptidase pour les enzymes MepH et MepS. Une étude récente a montré que
I'insertion des OMP dans la membrane externe et le repliement de ces protéines médiés par le complexe
BAM sont inhibés par les tiges tetrapeptides du peptidoglycane (Mamou et al. 2022). L’activité L,D-
carboxypeptidase de MepH et MepS pourrait donc avoir un réle dans la régulation spatio-temporelle de

la synthese des OMP en levant I'inhibition des complexes BAM par les tiges tetrapeptides.
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2. Les B-lactamines agissent sur la biosynthese de
plusieurs composants de I'enveloppe

Le mode d’action des B-lactamines sur I'enveloppe bactérienne a été pendant longtemps considéré
comme étant limité a une inhibition de la réticulation du peptidoglycane par les PBP empéchant la
croissance bactérienne et pouvant conduire a une lyse si la fonction osmoprotectrice du peptidoglycane
était compromise (Bush and Bradford 2016). Dans I'article 2, nous avons montré que l'impact des B-
lactamines s’étend au-dela de la synthéese du peptidoglycane et touche I'enveloppe bactérienne dans son
ensemble. En particulier, nous avons montré (i) que les B-lactamines bloquent I'ancrage de la lipoprotéine
de Braun au peptidoglycane, et donc la formation du seul lien covalent entre la membrane externe et le
peptidoglycane, (ii) que les B-lactamines accentuent la compétition entre synthése du peptidoglycane et
de la capsule pour un transporteur lipidique (undécaprényl) qui est commun a la translocation des sous-
unités de ces deux polymeres du cytoplasme vers le périplasme et (iii) que les B-lactamines affectent la

stabilité de I'’enveloppe en présence de détergent.

Historiquement, la membrane externe a été considérée comme une simple barriére de perméabilité alors
que les propriétés mécaniques de I'enveloppe étaient exclusivement déterminées par le peptidoglycane
souvent décrit comme un exosquelette. Des études récentes ont cependant remis en cause cette
conception en démontrant que la membrane externe contribuait indépendamment du peptidoglycane aux
propriétés mécaniques de I'enveloppe (Rojas et al. 2018; Sun et al. 2021). L'impact des B-lactamines sur
I’'ancrage de la membrane externe et sur I'intégrité de I'enveloppe refléte I'essentialité des LPS et ECApaL
intacts pour la croissance en présence de ces antibiotiques. D’une fagon plus générale, I'ensemble de ces
résultats redémontrent la connexion étroite entre le peptidoglycane et la membrane externe dans la
formation d’une enveloppe robuste protégeant efficacement les bactéries. Nos résultats montrent
I'importance de prendre en considération I'effet de I'inhibition de la synthése de I'un des deux composants

sur l'autre.

3. Les B-lactamines augmentent la perméabilité de la
membrane externe

Les B-lactamines sont des molécules hydrophiles qui ne peuvent pas atteindre le périplasme en passant
directement a travers la membrane externe (Pages, James, and Winterhalter 2008). Les B-lactamines

utilisent donc les canaux aqueux formés par les porines insérées dans la membrane externe. Dans I'article
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2, nous avons montré que la croissance en présence de B-lactamines impacte fortement la fonction de
perméabilité de la membrane externe. Ceci a été démontré par I'hydrolyse du CPRG, un substrat
chromogeéne de la B-galactosidase auquel la membrane externe est imperméable, ainsi que par une tres
forte augmentation de la sensibilité a plusieurs antibiotiques de haut poids moléculaires qui ne peuvent
pas emprunter la voie des porines. L'effet des B-lactamines sur la perméabilité de la membrane externe
implique que ces antibiotiques promeuvent indirectement leur propre entrée dans le périplasme, et que
cet effet, self-promoted uptake ou pénétration auto-promue, pourrait avoir un role important dans
I'efficacité des B-lactamines sur les bactéries didermes (Figure 27). La voie d’entrée des B-lactamines dans
ces conditions n’est pas connue. Dans le cas des aminosides, I'antibiotique altére la fixation des ions Mg?*
aux LPS de la membrane externe favorisant ainsi leur propre passage a travers la membrane externe (Serio
et al. 2018). Une fois dans le périplasme, le potentiel de membrane permettrait une pénétration limitée
des aminosides dans le cytoplasme. Les quelques molécules atteignant le cytoplasme induiraient des
erreurs de traduction et les protéines mal repliées qui en découlent pourraient déstabiliser la membrane
interne, augmentant ainsi fortement la pénétration de I'antibiotique dans le cytoplasme et les erreurs de
traduction. Concernant les B-lactamines, trois hypothéses pourraient rendre compte de I'augmentation

auto-promue de la perméabilité de la membrane externe.

(i) Un premier élément de réponse est I'absence d’ancrage de la Lpp au peptidoglycane que nous avons
identifiée en présence de ceftriaxone (article 2) et en présence d’ampicilline (résultats non publiés).
L'inhibition des L,D-transpeptidases responsables de I'ancrage de la lipoprotéine de Braun par les B-
lactamines n’a pas encore été étudiée in vitro. Les L,D-transpeptidases reponsables de la formation des
ponts de type 33 chez E. coli, M. tuberculosis, M. abscessus, E. faecium, et C. difficile sont en général
efficacement inactivées par les carbapénémes, inefficacement par les céphalosporines, et non inhibées
par les pénames (pénicillines) (Hugonnet et al. 2016; Sutterlin et al. 2018; Triboulet et al. 2013). Il reste
donc a déterminer si les L,D-transpeptidases responsables de I'ancrage de la lipoprotéine de Braun
présentent un profil d’inactivation particulier qui pourrait rendre compte de I'inhibition de I'ancrage de
Lpp en présence de ceftriaxone et d’ampicilline. Alternativement, I'inhibition de I'ancrage de la Lpp par la
ceftriaxone et I'ampicilline pourrait étre indirecte s’il y a un couplage entre les LDT responsables de
I’ancrage de la Lpp et d’autres enzymes potentiellement inhibées par les B-lactamines. Il pourrait s’agir de
D,D-carboxypeptidases ou d’endopeptidases appartenant a la famille des PBP qui fourniraient les substrats
tetrapeptides des L,D-transpeptidases. Enfin, une autre alternative pourrait étre une diminution de la

production de Lpp en présence de B-lactamines.
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(ii) L'augmentation de la perméabilité de la membrane externe pourrait impliquer le couplage entre la
synthése du peptidoglycane et des OMP (Mamou et al. 2022). Les auteurs de cette étude ont montré que
le complexe BAM d’insertion des OMP dans la membrane externe est inhibé par les tiges tetrapeptides.
L'inhibition des D,D-carboxypeptidases de la famille des PBP par les [B-lactamines entraine une
augmentation de la quantité de tiges pentapeptides dans le peptidoglycane (Hugonnet et al. 2016).
L'accumulation de tiges pentapeptides en réponse a I'inhibition des D,D-carboxypeptidases par les B-
lactamines pourrait désynchroniser la synthése du peptidoglycane et des OMP et altérer in fine la

perméabilité de la membrane externe.

(iii) L'augmentation de la perméabilité de la membrane externe pourrait résulter du stress oxydant
provoqué par la fixation des B-lactamines aux PBP. Dans I'article 2, nous avons introduit le cycle futile
induit par l'inhibition des PBP par les B-lactamines et ses conséquences sur les dépenses énergétiques
inutiles et la formation de ROS (Cho et al. 2014; Kawai et al. 2019; Lobritz et al. 2022). Ces ROS pourraient
réagir avec les constituants de la membrane externe, protéines et/ou lipides insaturés, et compromettre

ainsi la barriére de perméabilité.
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Figure 27. Modele rendant compte de I'action des B-lactamines sur I'enveloppe de Escherichia coli.

Le modeéle propose que les B-lactamines pénetrent la membrane externe par les porines. Une fois dans le
périplasme, les B-lactamines inhibent I'activité D,D-transpeptidase des PBP ce qui entraine le découplage
des activités glycosyltransférases (GT) et transpeptidases (TP) (étape 1a). Par un mécanisme encore
inconnu, les B-lactamines empéchent également I'ancrage de la lipoprotéine de Braun (Lpp) au
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peptidoglycane (étape 1b). Le cycle futile de synthése et de dégradation du peptidoglycane induit par
I'inactivation des D,D-transpeptidases (étape 2) provoque un stress oxydant qui endommage les protéines
et les lipides insaturés (étape 3). Nous proposons que la combinaison des effets des B-lactamines (étape
1a, 1b et 3) impacte la perméabilité de la membrane externe (étape 4) ce qui favorise davantage I'entrée
des B-lactamines (étape 5).

4. "activite glycosyltransférase de RodA est
essentielle pour la résistance aux B-lactamines
mediée par YcbB

Chez E. coli, la synthése latérale du peptidoglycane nécessite I'élongasome (Egan et al. 2020). RodA
(protéine de la famille SEDS) et PBP2 (PBP de classe B) assurent respectivement les activités
glycosyltransférase et D,D-transpeptidase de ce complexe. Dans I'article 2, nous avons montré que
I"activité glycosyltransférase de RodA est nécessaire a la résistance aux B-lactamines médiée par YcbB, et
que l'activité D,D-transpeptidase de la PBP2 n’est pas nécessaire bien que cette protéine soit requise pour
le fonctionnement de RodA. Ceci a été montré en supprimant sélectivement les activités D,D-
transpeptidase de la PBP2 et glycosyltransférase de RodA sans altérer la formation du complexe multi-
protéique de I'élongasome. Cela a été réalisé en introduisant des mutations ponctuelles dans les génes
correspondants. L'utilisation de I'approche CIRPSR-Cas9 a été déterminante pour le succés de cette
expérience car elle permet d’introduire des mutations ponctuelles en une seule étape. Avant mon arrivée
au laboratoire, les tentatives basées sur les approches de mutagénese classiques reposant sur des
échanges alléliques étaient restées sans succes, probablement parce que ces approches impliquent des

effets polaires létaux liés a I'insertion de marqueurs de résistance.

Les résultats obtenus pour I'élongasome grace a I'approche CRISPR-Cas9 permettent d’envisager de
disséquer de la méme maniére I'essentialité des activités glycosyltransférase (FtsW, protéine SEDS) et D,D-
transpeptidase (PBP3, PBP de classe B) du divisome, dans ce cas en présence d’une copie ectopique et
inductible des génes codant pour la PBP3 et FtsW puisque nous n’avons pas identifié de conditions pour
lesquelles le divisome n’est pas essentiel. Ceci pourrait en particulier permettre de déterminer si FtsW
alimente YcbB en chaines glycanes pour former le septum. Ceci pourrait également permettre d’explorer
le role de la PBP1b (PBP bi-fonctionnelle de classe A) qui est préférentiellement localisée au niveau du
divisome et interagit in vivo avec la PBP3 (Bertsche et al. 2006; Typas et al. 2011). Pour un peptidoglycane

réticulé par des ponts 3->3 par YcbB, la PBP1b pourrait étre suffisante pour fournir les chaines glycanes

186



nécessaires a la formation du septum. Dans ce cas, I'essentialité des composants du divisome pourraient

principalement s’expliquer pour leur réle dans la localisation fonctionnelle de la PBP1b.

5. Le (p)ppGpp active la résistance aux B-lactamines
mediée par YcbB en diminuant I'expression des ARNr

La résistance au mecillinam médiée par la production de (p)ppGpp a été découverte depuis 30 ans, mais
le mode d’action du (p)ppGpp n’était pas connu (Vinella, D’Ari, and Bouloc 1992). L'identification de la
résistance aux B-lactamines médiée par YcbB en 2016 a démontré que le (p)ppGpp n’était pas seulement
impliqué dans la résistance au mecillinam mais également a un large spectre de B-lactamines appartenant
aux classes des pénames, céphémes, et monobactames chez les souches produisant YcbB a un niveau
élevé (Hugonnet et al. 2016). Comme pour la résistance au mecillinam dépendante du (p)ppGpp, le role
du (p)ppGpp dans la résistance aux B-lactamines médiée par YcbB n’était pas connu. Dans I'article 3, nous
avons montré que des substitutions d’acides aminés localisées au site 2 de fixation du (p)ppGpp a la RNAP
phénocopient I'effet du (p)ppGpp. La surproduction du facteur de transcription DksA reproduit aussi le
phénotype médié par la surproduction du (p)ppGpp en accord avec les données de la littérature qui ont
montré qu’une surproduction de DksA mime les effets de la fixation du (p)ppGpp a la RNAP sur la
transcription des ARN ribosomaux (ARNr) (Magnusson et al. 2007; Potrykus et al. 2006). L'effet de
I’alarmone dans le mécanisme de résistance est donc indirect car il implique une modulation de la
transcription de genes cibles par la RNAP. Un effet direct impliquant une modulation de I'activité des
enzymes cibles du (p)ppGpp, comme certaines enzymes impliquées dans le métabolisme des bases des
acides nucléiques, n’a donc pas de réle essentiel dans la résistance. Nous avons également montré qu’une
diminution du niveau de transcription des genes codant pour les ARNr phénocopie la surproduction de
(p)ppPGpp. Cette diminution a été obtenue par CRISPR interférence en ciblant trois des sept opérons codant
pour les ARNr de E. coli. La déstabilisation du complexe ouvert d’initiation de la transcription des ARNr par
le (p)ppGpp et la diminution du nombre de ribosomes qui en découle sont donc suffisantes pour rendre
compte du role essentiel de I'alarmone dans la résistance aux B-lactamines médiée par YcbB. Une
diminution de la vitesse de croissance est I'un des principaux effets de la diminution du niveau de
transcription des ARNr en réponse a une augmentation de la concentration de (p)ppGpp (Levin et al. 2017).
Nous avons montré qu’une diminution de la vitesse de croissance n’est pas une condition suffisante pour
activer le mécanisme de résistance aux B-lactamines médiée par YcbB. En effet, nous avons identifié des
mutations dans le géne rpoB qui augmentent le temps de génération sans permettre la résistance aux -

lactamines médiée par YcbB. En revanche, nous ne pouvons pas exclure la possibilité que I'augmentation
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du temps de génération soit une condition parmi d’autres pour I'expression de la résistance car toutes les
mutations du géne rpoB qui phénocopient la surproduction de (p)ppGpp ont entrainé des augmentations

du temps de génération par rapport a la souche parentale (de 4 min pour la plus faible d’entre elles).

Les travaux d’autres laboratoires attribuent I'effet Iétal du cycle futile déclenché par la fixation des B-
lactamines a leurs cibles a une augmentation de la demande énergétique entrainant in fine la production
de ROS (Kawai et al. 2019; Lobritz et al. 2022). La synthéese des ribosomes consomme environ 40% de I’ATP
indiquant qu’une diminution de la synthese des ARNr pourrait contribuer a significativement limiter la
demande énergétique déclenchée par la fixation des B-lactamines a leurs cibles (Maguire 2009). Nos
observations sont en faveur du réle (p)ppGpp dans une atténuation des effets du cycle futile. L’équipe de
Thomas G. Bernhardt a montré qu’une surproduction de I'endopeptidase MepS remplace partiellement la
production de (p)ppGpp pour la résistance au mecillinam (Lai et al. 2017). Cette surproduction diminue le
cycle futile en permettant une synthése accrue du peptidoglycane médiée par les PBP de classe A. Nous
avons montré qu’une surproduction de I'endopeptidase MepS compense également I'absence de
I’alarmone pour I'expression de la résistance aux B-lactamines médiée par YcbB. Dans ce contexte, la
PBP1b qui forme un complexe avec YcbB in vitro et qui est essentielle pour la résistance aux B-lactamines
pourrait avoir une contribution majeure dans la polymérisation du peptidoglycane et diminuer le cycle

futile (Caveney et al. 2019; Hugonnet et al. 2016).

La diminution du nombre de ribosomes par cellule pourrait également agir en aval en limitant les effets
du stress oxydant déclenché par le cycle futile. Ainsi, une diminution de la densité des ribosomes dans les
polysomes favorise le recul de la RNAP permettant (i) d’améliorer la réparation de I’ADN lorsque la RNAP
est bloquée par la présence d’un nucléotide modifié dans la matrice ADN et (ii) d’améliorer la correction
des erreurs de transcription (activité « proof-reading » de la RNAP) (Bar-Nahum et al. 2005; Epshtein et al.
2014; Kamarthapu et al. 2016; Kireeva et al. 2008; Nudler 2012). Une diminution du nombre de ribosomes
par cellule pourrait également diminuer la concentration intracellulaire d’ions par effet Gibbs-Donnan
limitant ainsi la pression de turgescence exercée par le cytoplasme sur le peptidoglycane (Basan et al.

2015; Movilla Miangolarra et al. 2021; Yang et al. 2020).

Pour conclure, nous proposons que (i) la LDT YcbB neutralise I’action lytique des B-lactamines en assurant
la réticulation du peptidoglycane, et que (ii) le (p)ppGpp neutralise I'action non-lytique des B-lactamines
en limitant 'emballement métabolique, I'augmentation de la synthese des protéines et I'accumulation de

ROS qui endommagent les macromolécules.
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Structural insight into YcbB-mediated beta-lactam
resistance in Escherichia coli
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The bacterial cell wall plays a crucial role in viability and is an important drug target. In
Escherichia coli, the peptidoglycan crosslinking reaction to form the cell wall is primarily
carried out by penicillin-binding proteins that catalyse D,D-transpeptidase activity. However,
an alternate crosslinking mechanism involving the L ,D-transpeptidase YcbB can lead to
bypass of D,D-transpeptidation and beta-lactam resistance. Here, we show that the crys-
tallographic structure of YcbB consists of a conserved L,D-transpeptidase catalytic domain
decorated with a subdomain on the dynamic substrate capping loop, peptidoglycan-binding
and large scaffolding domains. Meropenem acylation of YcbB gives insight into the mode of
inhibition by carbapenems, the singular antibiotic class with significant activity against L,D-
transpeptidases. We also report the structure of PBP5-meropenem to compare interactions
mediating inhibition. Additionally, we probe the interaction network of this pathway and
assay beta-lactam resistance in vivo. Our results provide structural insights into the
mechanism of action and the inhibition of L,D-transpeptidation, and into YcbB-mediated
antibiotic resistance.
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he bacterial cell wall plays a critical role in the strength and

viability of bacteria within their natural environs. Under-

scored by the development of beta-lactam antibiotics such
as penicillins and cephalosporins, biosynthesis of the major
structural component of the bacterial cell wall, peptidoglycan
(PG), has been long recognized as an important drug target. PG is
composed of extended polymerized glycan strands of alternating
beta-1,4 linked N-acetyl-glucosamine-N-acetyl-muramic acid
which crosslink into a net-like mesh via short peptide segments
covalently attached at the C3-OH position of the latter sugarl.
The precursor subunits of PG are synthesised in the cytosol and
transferred to an undecaprenyl phosphate lipid carrier?. This
moiety is then flipped to the periplasmic face of the membrane,
where polymerisation into glycan strands, release from lipid
carrier and peptide crosslinking to the existing PG sacculus occur
in concert®3.

In Escherichia coli, this peptide crosslinking reaction is pri-
marily carried out by class A and B penicillin-binding proteins
(PBPs). These proteins have D,D-transpeptidase activity and
catalyse the cleavage of a D-Ala*-D-Ala® peptide bond of the acyl
donor and subsequent crosslinking of the D-Ala* carbonyl to the
primary amine of a diaminopimelic acid (DAP) residue on the
acceptor. This results in a D-Ala%jonor-DAP3ccepror crosslink!,
This D,D-transpeptidase activity can be blocked by beta-lactam
antibiotics, which act as a substrate mimetic of the donor strand
peptide bond. Inhibition of this final and crucial step in PG
biosynthesis results in destabilisation of the cell wall and ulti-
mately cell death*.

Despite the success of beta-lactam antibiotics in the clinic, it
has recently been shown that an alternate crosslinking mechan-
ism can lead to the bypass of PBP mediated D,D-transpeptida-
tion. The L,D-transpeptidase YcbB (alternately named LdtD),
with remarkably few additional accessory factors, is able to
undertake this recovery of PG crosslinking function, even in the
presence of many clinically used beta-lactam antibiotics. The
factors required include the upregulation of alarmone (ppGpp)
synthesis, the class C monofunctional PBP5, and an associated
glycosyltransferase (GTase) activity attributed to the class A
bifunctional PBP1b> which harbours both GTase and TPase
activities in distinct active sites. As with D,D-crosslinked PG, the
bypass pathway initiates with GTase catalyzed polymerisation of
PG; the resultant growing product strand is acted upon by PBP5
which catalyses a carboxypeptidase reaction targeting removal of
the terminal D-Ala® resulting in a donor glycan-tetrapeptide
substrate for YcbB. In the last step of the bypass pathway, YcbB
catalyses L,D-transpeptidation using this tetrapeptide-containing
donor to form a DAP345,6,-DAP?,cpior crosslink®. L,D-trans-
peptidases, including YcbB, are not efficaciously inactivated by
beta-lactams®. The formation of a thioester-containing L,D-
transpeptidase-beta-lactam adduct is slow for penicillins and
cephalosporins®. The acylation reaction is followed by hydrolysis,
thereby preventing full inactivation of the enzyme®. The D,D-
carboxypeptidase PBP5, is inhibited only at high concentrations
of beta-lactams’.

Although YcbB is resistant to most beta-lactam antibiotics, it is
susceptible to inhibition by carbapenem antibiotics such as
meropenem and imipenem?®. Carbapenem antibiotics are a subset
of beta-lactam antibiotics which have previously been shown to
inhibit other L,D-transpeptidases8. This class of antibiotic is of
interest, not only due to its ability to inhibit YcbB, but as well the
carboxypeptidase activity of PBP5 and the D,D-transpeptidase
activity of PBP1b. Further insight into the inhibition of the
enzymes in the D,D-transpeptidase bypass pathway could lead to
the development of novel inhibitors to better address the current
beta-lactam resistance crisis. Additionally, it was recently shown
that copper can inhibit L,D-transpeptidation of bacterial cell walls

and specifically inhibit YcbB®. This plays an important role in the
inherent antimicrobial activity of copper.

In this work, we report the structure of E. coli YcbB acylated with
meropenem. YcbB is seen to consist of a conserved L,D-transpep-
tidase catalytic domain, with the notable additions of a subdomain
on the substrate capping loop, a PG binding domain, and a large
scaffolding domain potentially important in mediating partner
interactions. This complex domain architecture is unique in com-
parison to that of well characterised Gram positive and Myco-
bacterium L,D-transpeptidases. In addition, we report in parallel,
the structure of a PBP5-meropenem acyl enzyme complex in order
to completely describe the molecular interactions which facilitate
meropenem inhibition of the YcbB and PBP5 partners. Our results
provide structural insight into D,D-transpeptidase bypass in E. coli
and structural insight into the role of L,D-transpeptidation of PG in
Gram negative bacteria. Additionally, we probe the protein inter-
action network and affinities for the D,D-transpeptidase bypass
pathway and assay YcbB mediated beta-lactam resistance in an
in vivo setting allowing further mechanistic insight into this drug
resistance pathway and generated phenotype.

Results and discussion

E. coli YcbB X-ray crystallographic structure. To investigate the
role of YcbB in beta-lactam resistance at the atomic level and
provide insight into L,D-transpeptidase activity in Gram negative
bacteria, the X-ray crystallographic structure of E. coli YcbB was
pursued. Cocrystals, generated in the presence of 1 mM mer-
openem at pH 7.5, displayed P4;2,2 symmetry with unit cell
dimensions of a=1265A, b=1265A, c=888A and a dif-
fraction resolution of 2.76 A. There is one molecule of YcbB in
the asymmetric unit. The structure solution was phased using a
distinct SIR dataset of a heavy atom (ethyl mercury phosphate)
soaked crystal with final refinement statistics presented in Sup-
plementary Table 1. The resulting maps showed well resolved
electron density for the majority of the enzyme chain (Supple-
mentary Fig. 1), allowing near complete tracing of the YcbB
model (see Methods). As in solution, the structure indicates a
monomeric form of the enzyme with no obvious crystallographic
formation of larger oligomers. The overall dimensions of the
enzyme are 74 X 73 x 40 A with a total surface area of ~24,400 A2,
and with a largely positive electrostatic distribution across the
catalytic domain and largely apolar distribution across the PG
and scaffolding domains. An extended electropositive active site
demarcated by bound meropenem antibiotic lies across the cat-
alytic domain with appropriate clefts for both donor and acceptor
substrates adjacent and continuous (Fig. 1). The observed overall
architecture of YcbB (Fig. 1) has several distinct features from all
currently deposited L,D-transpeptidase structures, as suggested
from the unique insertions and substitutions in sequence align-
ments with previously characterized Gram positive and myco-
bacterial species (7.1-14.3% sequence identity; Supplementary
Fig. 2). The well ordered central catalytic domain, comprised of
residues 375-576, forms a canonical L,D-transpeptidase fold
harbouring an extended active site cleft with the expected con-
served active site motifl® (HX;s_;5[S/T]XGCh[R/N], where X
represents any residue, and & is any hydrophobic residue), but
with the notable insertion of a unique substrate capping sub-
domain (residues 422-495), unprecedented in size and observed
secondary structural elements and lying adjacent to the
meropenem-acylated catalytic site. On the opposite face of the
central catalytic domain, an also unprecedented N-terminal
region, central helix, and C-terminal helical tail (residues 37-233,
352-374, and 605-615 respectively) are proximal and form a
collective helical bundle we term the scaffold domain, and predict
to play a potential role in protein-protein interactions in YcbB-
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Fig. 1 Overall architecture of E. coli YcbB. a The crystal structure of YcbB-meropenem acyl-enzyme complex in ribbon representation, coloured in rainbow

from N-terminus (blue) to C-terminus (red). Meropenem stick representation i

s coloured in black and by heteroatom. Two views related by a 90° rotation

along the y-axis. b Topology diagram of YcbB-meropenem acyl-enzyme complex, coloured as in a. The catalytic, PG and scaffolding domains are annotated
and circled in grey. ¢ Electrostatic surface representation of YcbB in two views related by a 180° rotation around the y-axis. d Diversity of structurally
characterised L,D-transpeptidases. Gram negative (green background), soluble YcbB in sky blue; Mycobacterial (blue background), lipoprotein Ldtymy

(PDBID 5E5L8) and Ldty, (PDBID 5DU78) in red and green; Gram positive (

mediated reistance®. Residues 234-351 form a small antiparallel
three helical bundle, with features reminiscent of previously
observed PG binding regions—and thus we term here the PG
domain!l. Residues 577-604 form a beta-hairpin linker between
the catalytic domain and the C-terminal recursion.

YcbB scaffold domain structure. The scaffold domain of YcbB is
comprised of ten helices packed into a helical bundle. The seven
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red background), TM anchored Ldt,, (1ZAT'®) in dark blue

core a-helices are contributed by residues 100-213, with the
eighth a-helix contributed from the C-terminal recursion invol-
ving residues 600-615 (Fig. 1). Two additional helices (residues
214-233 and 352-374) cap the domain and structurally link the
catalytic and PG binding domains. Residues downstream (31-99)
form a generally less ordered region with interspersed a-helical
segments which sit distal to the other domains of YcbB. The
scaffold domain is unique to the YcbB sub-family of L,D-trans-
peptidases, suggesting a specific functional and/or regulatory role
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Fig. 2 Structure of the E. coli YcbB peptidoglycan binding domain. a Ribbon representation of the E. coli YcbB peptidoglycan binding domain, residues
241-351, with residue conservation mapped to backbone colour from red to blue in decreasing conservation. Conserved core residues labelled in black and
key, surface exposed, peptidoglycan binding residues labelled in red. b Overlay of YcbB peptidoglycan binding domain and high scoring peptidoglycan
binding domains from a structural homology search on the Dali server'4. YcbB in red, gp144, a Pseudomonas aeruginosa phage phiKZ endolysin in salmon
(PDB ID 3BKH'), a Clostridium acetobutylicum zinc-dependent amidase in white (PDB ID 4XXT), a Clostridium difficile PBP in pale blue (PDB ID 5TV7), and
gp15, a Burkholderia AP3 phage endolysin in dark blue (PDB ID 5NM7™). Peptidoglycan binding domain structures are coloured from red to blue based on
decreasing structural homology. ¢ The sequence of E. coli YcbB (YcbB_Ec) aligned with peptidoglycan binding domains from phiKZ gp144 (gp144_phiKZ),
C. acetobutylicum zinc-dependent amidase (Zn_amidase_Ca), C. difficile PBP (PBP_Cd), and AP3 gp15 (gp15_AP3). Secondary structure of E. coli YcbB is
displayed atop the sequence alignment, with the extended loop shown in red and the unstructured region in grey

we predict to involve interaction with the known YcbB unique
protein partners PBP5 and PBP1b°. These interactions are likely
crucial for localization of YcbB to the site of late stage PG
synthesis, as, unlike L,D-transpeptidases from Gram positive
bacteria or Mpycobacterium, YcbB does not have a a-helical
transmembrane tether or N-terminal lipidation (Fig. 1d). Rather,
YcbB is predicted to be targeted to the periplasmic space using a
characteristic sec-dependent signalling sequence (residues 1-30—
SignalP 4.112), which is subsequently processed through proteo-
Iytic cleavage with release of soluble YcbB.

YcbB peptidoglycan binding domain. Many characterized L,D-
transpeptidases have been shown to contain PG binding motifs/
domains, often a LysM domain consisting of a faap fold with the
two a-helices located on the same side of an antiparallel beta-
sheet!3. In YcbB, residues 234-351 form a small antiparallel three
helical bundle which, based on these prior observations, is sug-
gestive of a putative PG binding domain (Fig. 2) albeit a PG
binding domain more characteristic of lytic phage enzymes and a
Zn-dependent bacterial amidase than PG binding motifs observed
in other structurally characterized L,D-transpeptidases. Structural
homology analysis, via the DALI protein structure comparison
server!4, finds close structural homologues—gp144, a Pseudo-
monas aeruginosa phage phiKZ endolysin (PDB ID 3BKH!?, Z-
score 9.7, RMSD 1.9), a Clostridium acetobutylicum zinc-
dependent amidase (PDB ID 4XXT, Z-score 9.6, RMSD 1.9), a
Clostridioides difficile PBP (PDB ID 5TV7, Z-score 9.4, RMSD
2.0), and gpl5, a Burkholderia AP3 phage endolysin (PDB ID
5NM7!L, Z-score 9.4, RMSD 2.0). The three antiparallel helices
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are common to all five PG binding domains, though in YcbB the
loop region between the first and second helices contains a
dynamic and relatively conserved extension (residues 262-318
with the central region therein highly disordered). Due to the lack
of this loop extension in the above identified structural homo-
logues, it is possible that these residues become more stabilised
upon PG binding, increasing the effective interaction interface or
specificity with PG substrates in this family. The PG domain of
YcbB contains many conserved residues with other YcbB family
members primarily in the hydrophobic core of the motif (Val252,
Leu259, Ala324, Val325, Phe328, GIn329, Leu334, Thr344, and
Leu348) as well as in two surface exposed residues, Arg244 and
Asp337, which have been implicated previously as essential in PG
binding!!

YcbB catalytic domain. The central YcbB catalytic domain
adopts a characteristic L,D-transpeptidase fold (Fig. 3) con-
structed of two (five and six stranded) curved, mixed beta-sheets
disposed in a clam-shell like manner with a-helices 15 and
16 situated in the cleft between. Acting as a hinge, beta-strand 3
participates in both beta-sheets of the domain. Situated just
downstream of beta-strand 11, the active site is demarcated by the
meropenem acylated catalytic cysteine nucleophile (Cys528) with
the conserved histidine base (His509) protruding from beta-
strand 10. The oxyanion hole, presumed to stabilize the devel-
oping tetrahedral oxyanion transition state during acylation and
deacylation is comprised of the main chain nitrogen atoms of
Cys528 and Tyr507.
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Fig. 3 Structure of the E. coli YcbB catalytic domain. a A ribbon representation of the YcbB catalytic domain, residues 375-576, coloured in rainbow from
red (N-terminus) to blue (C-terminus). Meropenem is represented in black and coloured by heteroatom. The unique capping sub-domain is highlighted in a
bold silhouette. b The catalytic domain architecture of Enterococcus faecium Ldtr., (PDB ID 3ZGP'7) and Bacillus subtilis YkuD (PDB ID 1Y7M3) highlighting
the differences seen among L,D-transpeptidase catalytic domains in the capping loop region. ¢ Cut surface representation of the YcbB catalytic domain,
showing the capped cleft formed between the donor and acceptor sites by the capping loop sub-domain. The catalytic Cys528 and His509 are coloured in
yellow and blue respectively. Meropenem (blue) is overlaid in its position in the donor site, acylating the catalytic cysteine. d The active site architecture of
E. coli YcbB. The catalytic Cys528 is acylated by meropenem and the sulphide is rotated away from the N7 of His509 (4.2 A) which activated the cystine
prior to acylation. The N* of His509 is seen to be in close proximity with the backbone carbonyl of the adjacent Asp510 (2.7 A), stabilising and promoting
formation of the histidine cation. e The sequence of E. coli YcbB (Ec_YcbB) aligned with the aforementioned catalytic domains from E. faecium and B. subtilis
(Ef_Ldtfm and Bs_Yku, respectively) as well as Ldtyy and Ldtpe, from Mycobacterium tuberculosis (Mt_LdtMt1 and Mt_LdtMt2, respectively)

One notable feature of the catalytic domain of YcbB is the large
substrate capping sub-domain (residues inserted between beta-
strands 5 and 9). This region has been seen to be variant in
currently solved structures of L,D-transpeptidases, ranging from
small turns (YkuD!3) to larger loops of up to 19 residues which
extend over the active site (Ldtg,'®17) (Fig. 3b). However, YcbB is

the first structure characterized which contains significant
secondary structural elements and consequent folded sub-
domain in this region (residues 423-487). In YcbB this putative
substrate capping sub-domain is comprised of a small three
stranded beta-sheet ($6,8,7) and a-helix 13, which sits perpendi-
cular to the beta-sheet at one end. Between beta-strand 7 and 8
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there is a large loop region from residue 453 to 481. Beta-strand 6
and a-helix 13 are seen to hinge towards the active site in the
meropenem acyl-enzyme complex structure. It has been proposed
previously that the substrate capping loop in earlier structures
serves to provide inherent flexibility during roles in substrate
entrance, capping, and release!8. Despite the more structured and
significant nature of the YcbB sub-domain, the density, although
traceable, was less well resolved and displayed generally higher
temperature factors, all in keeping with an analogous inherent
flexible nature and potential similar role(s) in catalysis. Further,
crystallographic structures and molecular dynamics simulations
of Ldtyy, from Mycobacterium tuberculosis have recently shown
that the substrate capping loop can have variable flexibility
dependent on the presence of differing inhibitors with obvious
implications for drug discovery efforts against this family!81°. To
probe further the potential analogy with the more structured
sub-domain in YcbB, we performed 10 ns molecular dynamics
simulations (Supplementary Fig. 3) using a CHARMM36 force
field (see Methods) which additionally supported the propensity
for its highly mobile nature. Interestingly, simulations with
meropenem showed increased RMSD spread in the capping loop
region but an overall stabilisation of the remainder of the catalytic
domain, while in apoenzyme simulations there was increased
motion not only in the capping sub-domain but as well over the
entirety of the catalytic domain. It is likely that in the action of
YcbB on extended native PG substrates, this motion would
provide for additional interactions to facilitate binding and
product release. In the YcbB-meropenem acyl-enzyme complex
structure, the capping subdomain is seen to be stabilised in a
position adjacent to the active site, creating a distinct cap over the
two substrate binding clefts (Fig. 3c). Meropenem occupies, as
expected of a beta-lactam antibiotic, the donor site, further
demarcating the adjacent and unoccupied acceptor site. The
corresponding volume under the cap in the closed conformation
observed is ~810 A3, as calculated by the 3V server? (Supple-
mentary Fig. 4).

YcbB L,D-transpeptidase mechanism. From the structure of
meropenem acylated YcbB, we propose a catalytic mechanism of
the L,D-transpeptidase activity of YcbB, which despite the
architectural differences is in keeping to what has been proposed
for other L,D-transpeptidases previously?! (Supplementary
Fig. 5). In the proposed mechanism, the conserved Cys528 carries
out a nucleophilic attack on the penultimate residue, meso-DAP,
of a tetrapeptide on the donor PG strand, resulting in the release
of the terminal D-Ala. This acyl-enzyme intermediate is subse-
quently deacylated via nucleophilic attack of a side chain amino
on the meso-DAP on an adjacent acceptor PG strand. Conserved
His509 of the catalytic dyad is seen to be located in close
proximity to the catalytic Cys528 (distance Nt to acylated Cys S
of 42 A); we suggest the hydrogen bond distance and angle
between base and nucleophile are presumably optimized only in
the apo form of the enzyme due to steric restraints induced by the
covalently bound substrate in the subsequent acyl intermediate as
captured here. Indeed several structures of acylated and apo
forms of PBPs support this with high resolution structures
showing the hydroxyl group of the catalytic serine nucleophile
swings away from the conjugate base upon acylation?2. As well,
we observe this in our apo molecular dynamics simulations,
where the cysteine swings toward His509 within 10 ns of simu-
lation to a final distance of 3.1 A between the His Nt to apo Cys S.
The backbone carbonyl of the adjacent Asp510 is seen to be
located near the Nm of His509 (2.7 A), forming a stabilising
hydrogen bond and potentially modulating the pK, of the His509
to improve its role as a general base. His509 is seen to be

positioned both proximal to not only the catalytic cysteine, but as
well the acceptor site of the catalytic cleft (Fig. 3¢, d). This sup-
ports the notion that His509, stabilised by Asp510, acts as the
general base for the activation of both the acylation and deacy-
lation steps of the L,D-transpeptidase reaction. It has been pro-
posed previously for other L,D-transpeptidases that the catalytic
histidine may act as both the general base, as well as to protonate
the leaving groups®!, but from our YcbB-meropenem complex
structure we propose that Tyr507 is a more likely candidate for
this protonation in the case of YcbB. Tyr507 is more appro-
priately positioned (Supplementary Fig. 1C), in angle and at 4.2 A
from the leaving group nitrogen, than the catalytic histidine,
which is positioned 7.2 A away and appears unlikely to donate
this proton. As well, the nearby electropositive Lys497 (4.5 A
away) and potential hydrogen bond partner Trp425 (3.6 A away)
could serve to reduce the pK, of the Tyr507 and allow for its role
in protonation of the leaving group. The role of the Tyr507 at this
position would be analogous to the role of the SXN motif serine
(Ser139 in PBP5) in PBPs23, a role which has been very well
characterized. We note that while a tyrosine residue exists at this
position in L,D-transpeptidases from a variety of other species, it
is not completely conserved at this position in the L,D-trans-
peptidase motif. The specific nature of these protonation events
can perhaps be unravelled in future Michaelis complex structures
of L,D-transpeptidases.

Inhibition of the L,D-transpeptidase mediated resistance
pathway. In order to further probe the inhibition of the YcbB-
mediated beta-lactam resistance pathway, meropenem acylation
of both the L,D-transpeptidase and D,D-carboxypeptidase activ-
ities required was investigated (Fig. 4). The YcbB-meropenem
complex map had ordered density defining the active site residues
including the thiol ester covalent link of Cys528 and acylated
meropenem (Fig. 4b). A 2.2 A resolution structure of PBP5 acy-
lated with meropenem was also solved with very well ordered
density for the covalently bound meropenem (Fig. 4c). Relative to
previously published PBP5 structures, we were able to trace
additional residues at the C-terminus of PBP5 (387-397; likely
afforded by the differential packing with a neighbouring molecule
in our unique crystal lattice). Regardless, the conserved binding
mode of the ligands between the PBP5-meropenem structure and
the PBP5-imipenem structure (PDB ID 3MZF?4) indicates similar
modes of enzyme acylation and binding. On the other hand,
despite the similarity in the PG substrates for the YcbB L,D-
transpeptidase and PBP5 D,D-carboxypeptidase, we observe the
binding and stabilisation of meropenem between the two
enzymes is quite distinct.

Meropenem binds PBP5 in a typical PBP fashion using the
conserved SXXK, SXN, and KTG active site sequence motifs
common to this broad class of activated serine carboxypeptidases.
The meropenem is acylated at C7 by the Ser73 side chain
hydroxyl of the SXXK motif (the proximal Lys76 of the motif
playing the general base role) and stabilised through an extensive
hydrogen bond and electrostatic network (Fig. 4c, g). The
carbonyl oxygen on C7 of meropenem occupies the enzyme
oxyanion hole comprised of main chain nitrogens at position 73
and 245, forming strong hydrogen bonds that polarize and
stabilize the carbonyl during acylation and formation of
oxycarbanion intermediates (Fig. 4d). The side chain hydroxyl
of Ser 139 of the SXN motif resides adjacent to the leaving group
nitrogen of meropenem, the likely source for protonation of that
moiety to promote acylation. The Asn141 side chain amide of the
SXN motif hydrogen bonds with the 1-hydroxyethyl group on C6
of meropenem, while the Thr243 side chain hydroxyl of the KTG
motif forms bidentate hydrogen bonds to the carboxylic acid
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Fig. 4 Meropenem inhibition of E. coli YcbB and PBP5. a Chemical diagram of meropenem pre- and post-acylation by YcbB and PBP5. b mF,-DF. simulated
annealing omit map for the acylated meropenem on Cys528 of YcbB, contoured at 2c. YcbB is in blue and meropenem in grey. The catalytic dyad (Cys528
and His509), selected residues, and meropenem are coloured by heteroatom. Hydrogen bonding between meropenem and the backbone carbonyl of
Ala505 is represented with dashed lines. € mF,-DF. simulated annealing omit map for the acylated meropenem on Ser73 of PBP5, contoured at 26. PBP5 is
in blue and meropenem in grey. PBP5 residues involved in the stabilization of meropenem, relevant water molecules, and meropenem are coloured by
heteroatom. Hydrogen bonding between meropenem, selected residues, and water is represented with dashed lines. Relative arrangement of nucleophile,
general base and oxyanion hole (backbone atoms shown) for PBP5 (d) and YcbB (e). f, g LigPlot diagrams of meropenem acyl-enzyme complexes. f YcbB-
meropenem complex with meropenem in grey and protein residues in white, with atoms coloured by heteroatom. g PBP5-meropenem complex coloured as
in f. h Overlay of meropenem-acylated catalytic residues of YcbB (darker blue and green) and PBP5 (lighter blue and pink) showing a similar general
curvature of both meropenem molecules, with the notable exception of an approximate 180° rotation about meropenem C6 due to the differing active site
architectures of YcbB and PBP5

group of meropenem (C3). The latter is further stabilized by the meropenem complex is the minimal non-covalent interac-
longer range electrostatic interactions with the side chain amido tions of the C3 carboxylate of meropenem with enzyme. One
of Lys242 of the motif as well as the guanidinium group of hydrogen bond to the backbone carbonyl of Ala505 is the primary
Arg277. As well there are typical hydrogen bonds formed, interaction, replacing the typical electrostatic interactions
backbone amide of His245 and water-mediated interactions with  observed for this ubiquitous functional group of beta-lactam
the backbone amide of Arg227 and the backbone carbonyl of antibiotics. Despite the relative proximity of electropositive
Leul37. groups such as Arg407, Arg433, Lys434, and Lys497, the proline

In contrast, meropenem binding of YcbB is void of this rich insertion centered at Pro428 appears to provide a structural
extensive network of hydrogen bonds, instead consisting of ridge that prevents significant interaction. This ridge perhaps
acylation at C7 by the catalytic Cys528 and a few key hydrogen contributes to the molecular basis for generally poor acylation of
bonds (Fig. 4b, f). The carbonyl oxygen on C7 of acylated YcbB by classic beta-lactam antibiotics compared to classical
meropenem protrudes into an oxyanion hole consisting of, PBPs, where the electrostatic positioning of the substrate
analogous to the PBPs, the amide nitrogen of the nucleophile, carboxylate by conserved electropositive side chains is a critical,
here Cy528. However, the second commonly observed main reoccurring theme. At the same time hydrophobic interactions
chain nitrogen amide of the PBPs is not present in YcbB, between enzyme and substrate appear more prominent, with, for
instead a close interaction to the carbonyl oxygen at Ala 505 example, Trp425, Pro428 and Leu431 forming an explicit apolar
with substrate is observed. A further markedly distinct feature in ~ pocket for binding of the C1 methyl of meropenem. The general
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lack of complex hydrogen bonding and increased hydrophobic
interactions is characteristic of L,D-transpeptidase acyl-enzyme
complexes with carbapenem inhibitors and is seen in meropenem
acylation of Ldtyy, (PDB ID 4QR7'8). Pre-acylation, there could
be additional stabilisation of meropenem from residues of both
the active site and the capping loop that allow for proper
positioning of the drug for acylation by the catalytic cysteine.

Despite the similarities in the activities of PBP5 and YcbB and
therefore some of the common attributes to the inhibition of
these enzymes by meropenem, there are major differences in the
overall stabilization of these drugs post-acylation. It is likely that
PBPs were the target of the evolution of this class of antibiotics,
originally in Streptomyces cattleya and in subsequent drug
development?®. This is exemplified by structural properties of
the inhibition of these enzymes, with the generally more stabilized
meropenem of the acylated PBP5 proving a better inhibitor. As
we continue to unravel the importance of L,D-transpeptidase
mediated beta-lactam resistance, it will become increasingly
relevant to revisit this important class of antibiotic and, using
structure guided design, improve upon the binding and inhibition
of L,D-transpeptidases by carbapenems.

In vivo assay of YcbB mediated beta-lactam resistance. In order
to correlate the sequence and structural aspects of E. coli YcbB to
its role in antibiotic resistance, antibiograms using a beta-lactam
disk diffusion assay were performed (Fig. 5). The antibiotics
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Fig. 5 In vivo assay of YcbB mediated beta-lactam resistance. a Various
replacements and deletions of the catalytic residues (in red), capping loop
region (in green) and PG binding domain (in blue), mapped onto the
catalytic and PG domains of YcbB. Replacements retaining YcbB mediated
beta-lactam (ampicillin and ceftriaxone) resistance are denoted as ﬁ—lacR,
while replacements and deletions resulting in beta-lactam (ampicillin and
ceftriaxone) susceptibility are denoted as f-lacS. b Replacements and
deletions of pTK2(ycbB) (i-viii) are listed with their resulting phenotype

ampicillin and ceftriaxone were chosen for use in these assays, as
they are well characterized, non-carbapenem, beta-lactam anti-
biotics that provide insight into the general trends in beta-lactam
resistance apart from carbapenems. Unsurprisingly, replacements
of both the catalytic cysteine and histidine resulted in a complete
loss of the beta-lactam resistance (-lacR) phenotype seen in the
assay with wild type YcbB.

Of greater interest was the contribution of the capping loop to
antibiotic resistance. To this end, the assay was performed with a
truncated YcbB containing a YkuD-like capping stub (ycbB
A426-491), as well as with a Trp425 Ala replacement designed to
interfere with the significant hydrophobic interactions the indole
side chain was observed to mediate with meropenem in our
complex structure. Both of these replacements resulted in an
beta-lactam sensitivity (B-lacS) phenotype. This further validates
the proposition that the capping loop, despite its inherent
flexibility, plays a crucial role in facilitating YcbB mediated L,D-
transpeptidation.

Replacements of the catalytic domain and capping sub-domain
provide insight into the requirement for functional L,D-
transpeptidase activity in antibacterial resistance, yet an under-
standing of the role of the PG domain in this resistance and the
activity of L,D-transpeptidases in general was poorly understood.
While many L,D-transpeptidase enzymes have PG domains of
one type or another, these domains have yet to be specifically
linked to their role in LD-transpeptidation in vivo. Replacements
of both the presumed PG binding residues of the YcbB PG
domain (Asp337 and Arg244), as well as a truncation to the
extended loop (ycbB A268-312) unique to the YcbB PG domain
(in comparison to homologous PG domains in other enzymes),
were tested using the in vivo beta-lactam resistance assay.
Interestingly, only the Asp337Ala replacement and A268-312
deletion resulted in beta-lactam sensitivity. The Arg244Ala
replacement resulted in a continued beta-lactam resistance
phenotype. We propose that this is likely due to a greater
contributing role of Asp337 in the binding of PG in comparison
to Arg244. Asp337 is positioned more closely to the cleft between
the catalytic and PG domains (Fig. 5a), where the acceptor PG
strand would likely lie in order to have access to the acceptor site
of the catalytic domain. In contrast, Arg244 is positioned further
away from the cleft and less likely to be forming as strong an
interaction with the acceptor PG strand (Fig. 5a). Regardless of
the contribution of Arg244 in PG binding, this is the first
evidence of how an accessory PG binding domain can have
implications on L,D-transpeptidase function in an in vivo setting.
As the extended loop of the PG domain is on the opposite
face from residues proposed to be involved in binding the
acceptor PG strand, it is possibly mediating additional interac-
tions with the existing PG sacculus that are important in the
context of the greater YcbB mediated resistance pathway. Overall,
this clearly shows the importance of the accessory PG binding
domains in L,D-transpeptidase function in vivo.

Interaction of YcbB with PBP1b and PBP5. Ycbb, PBP5 and
PBP1b are known to contribute sequentially in the D,D-trans-
peptidase bypass pathway in E. coli®. It was of interest, therefore,
to determine whether YcbB interacts directly with these PBPs
that provide substrate. To do this assessment, YcbB-PBP1b and
YcbB-PBP5 interactions were assayed using microscale thermo-
phoresis (MST). Styrene-maleic acid co-polymer solubilised
PBP1b was used to mitigate protein aggregation issues in the
capillary that were encountered with detergent-solubilised
PBP1b. The YcbB-PBP1b interaction was seen to have a Kyq of
250 £ 30 nM (Supplementary Fig. 6A). The YcbB-PBP5 interac-
tion was seen to be somewhat weaker, with the MST data
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Fig. 6 Schematic representation of YcbB mediated beta-lactam resistance. a-e Assembly and function of the YcbB mediated beta-lactam resistance
pathway. a PBP1b function in the absence of beta-lactam antibiotics. PBP1b acts as both glycosyltransferase and D,D-transpeptidase. b PBP1b function in
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into the sacculus. f-j Function and mechanism of the YcbB catalytic domain during L,D-transpeptidation. f Tetrapeptide of the donor PG strand enters the
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alanine. h Adjacent acceptor PG peptide enters the acceptor site of the catalytic domain. i The covalent acyl-enzyme is deacylated via nucleophilic attack of
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conformation to an open cleft will occur, resulting in the release of the crosslinked substrate

suggesting at most a K4 in the low micromolar range (~2 uM)
(Supplementary Fig. 6B). These affinities are consistent with the
generally-accepted understanding regarding the dynamic nature
of PG biosynthetic complexes in response to environmental
challenges or the particular stage in the life cycle of the bacter-
ium?°. Due to the relatively apolar nature of the scaffolding
domain of YcbB (Fig. 1) we postulate that these interactions with
PBP1b and PBP5 primarily occur through interactions with
apolar regions of PBP1b and PBP5. Both PBP1b and PBP5 are
seen to exhibit similar electrostatic surface charge characteristics
to YcbB, with localized electropositive surface regions about their
active sites and more apolarity to their other surface regions
(Supplementary Fig. 7). The association of YcbB to the apolar
hinge region of PBP5 and the apolar regions of PBP1b’s glyco-
syltransferase domain would localise YcbB to receive the proper
substrates from PBP1b and PBP5 to successfully mediate beta-
lactam resistance.

Implications on YcbB mediated beta-lactam resistance. The
structures reported here further develop our understanding of
YcbB mediated beta-lactam resistance and allow us to expand
upon the previously proposed model of the resistance pathway®
(Fig. 6). Under conditions of increased alarmone production,
YcbB and PBP5 are likely able to form a transient complex with
PBP1b. The soluble protein YcbB is likely able to couple to the
two monotopic membrane proteins, PBP1b and PBP5, to interact
directly through its putative interaction/helical domain. As well,
YcbB is likely assisted in this localisation and oriented in position

to crosslink a polymerising PG strand by its PG binding domain
mediated interaction with the existing sacculus. This is distinct
from the role of the LysM-like PG binding domain of YkuD?” and
other Ldt enzymes, in which the PG binding domain is oriented
adjacent to the donor site of the catalytic domain, as opposed to
the acceptor site seen in YcbB (Supplementary Fig. 8). Once the
complex has been formed, PBP1b could act to polymerise peri-
plasmicaly oriented lipid II into a growing PG strand. As beta-
lactam drugs inhibit the transpeptidase domain of PBP1b, PBP5
could then assist in rescue of PG formation by removing the
terminal D-Alanine, thereby providing the substrate for YcbB.
This growing strand would orient itself adjacent to the donor site
of YcbB, with the tetrapeptide stem entering into the catalytic
cleft. In parallel, the PG domain associated acceptor PG strand
would enter the acceptor site of the catalytic cleft. YcbB mediated
L,D-transpeptidase activity and substrate release would occur
involving rearrangement of the substrate capping loop/sub-
domain and resulting in the capped substrate cleft (seen in the
acyl-enzyme complex structure) to re-orient into an open cleft.
This proposed mechanism for this resistance pathway is con-
sistent with the growing understanding in the field that PG bio-
synthesis depends on a number of dynamic and variable multi-
protein complexes2° that are regulated spatiotemporally and, as in
the case of YcbB mediated beta-lactam resistance, by external
stimuli. As we enter into an era of increasing antibiotic resistance,
unravelling the intricacies of these non-canonical PG biosynthetic
complexes will be of increasing importance as bacteria deploy
these flexible pathways to evade antibiotic assault.
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Methods

Cloning and protein expression. Escherichia coli YcbB without its signal peptide
(residue 31 onward) was cloned into the expression vector pET41b-GST with a
thrombin cleavable, C-terminal 8x His-tag. E. coli PBP1b from residue 58 onward
was cloned into the expression vector pET41b-GST with a thrombin cleavable, C-
terminal 8x His-tag. E. coli PBP5 from residue 30 onward was cloned into the
expression vector pET41b-GST with a human rhinovirus (HRV) 3C protease
cleavable, C-terminal 8x His-tag. Expression constructs were transformed into E.
coli BL21 (DE3) for expression of YcbB and PBP5. PBP1b expression construct was
transformed into E. coli C41. Primers for cloning are listed in Supplementary
Table 2. Cells were cultured in ZYP-5052 autoinduction media for 4h at 37°C
followed by overnight protein expression at 25 °C. Cells were pelleted and stored at
—80 °C until required.

Protein purification. For purification of YcbB and PBP5, cell pellets were resus-
pended in lysis buffer (20 mM Hepes, pH 8.0, 300 mM NaCl, 10% glycerol) and
lysed by processing twice with a homogenizer (15 kPa; Avestin). Cellular debris was
pelleted by centrifugation at 125,000 x g for 1 h. The resultant supernatant was
loaded onto a 1/5 mL Ni**-saturated HisTrap HP Sepharose cartridge (GE Life-
sciences), washed with 75 mM imidazole in Buffer A (20 mM Hepes, pH 8.0,

300 mM NaCl), and the protein was eluted with 300 mM imidazole in Buffer A.
1 U of HRV 3 C protease or thrombin was added per mg of protein to remove the
N-terminal His-tag overnight at 4 °C. Samples were purified further by size
exclusion chromatography (SEC) with a Superdex 200 column (GE Lifesciences)
equilibrated in Buffer B (20 mM Hepes, pH 8.0, 150 mM NaCl). Fractions con-
taining pure PBP5 or YcbB were pooled and concentrated to 10 to 40 mg/mL.
Protein was frozen rapidly in liquid nitrogen and stored at —80 °C until required.
For purification of PBP1b, cell pellets were resuspended in lysis buffer (20 mM
Hepes, pH 8.0, 300 mM NaCl, 10% glycerol) and lysed by processing twice with a
homogenizer (15 kPa; Avestin). Cellular debris was pelleted by centrifugation at
10,000 x g for 30 min. The resultant supernatant was centrifuged at 125,000 x g
for 1h to pellet membranes. The membranes were solubilised in Buffer A with 1%
(w/v) N-dodecyl-D-maltopyranoside (DDM) overnight at 4 °C and loaded onto a
1/5 mL Ni?*-saturated HisTrap HP Sepharose cartridge (GE Lifesciences), washed
with 75 mM imidazole in Buffer A with 0.016% DDM, and the protein was eluted
with 300 mM imidazole. One unit of thrombin was added per mg of protein to
remove the N-terminal His-tag overnight at 4 °C. Samples were purified further by
SEC with a Superdex 200 column (GE Lifesciences) equilibrated in Buffer B with
0.2% DM. Fractions containing pure PBP1b were pooled and concentrated to 10 to
40 mg/mL. Protein was frozen rapidly in liquid nitrogen and stored at —80 °C until
required. SMA-solubilised PBP1b was prepared as above, with the extraction
occurring in 2% activated SMA and subsequent buffers having no detergent
present.

Microscale thermophoresis. MST assays were conducted using a Monolith
NT.115Pico (NanoTemper). YcbB, PBP5 and PBP1b were fluorescently labelled
using Alexa Fluor 647 NHS Ester (Thermo Fisher Scientific). To evaluate the binding
of PBP1b to YcbB, increasing concentrations of unlabelled YcbB (1.5 nM-3.1 uM)
were used to titrate fluorescently labelled SMA-solubilised PBP1b at a constant
concentration (100 nM). To evaluate the binding of PBP5 to YcbB, increasing
concentrations of unlabelled PBP5 (120 pM-98 uM) were used to titrate fluores-
cently labelled YcbB at a constant concentration (15 nM). Experiments were carried
out in a Buffer C. Data was analysed using the NanoTemper MO Affinity Analysis
software. The PBP1b-YcbB interaction data was analysed using fluorescence values,
while the PBP5-YcbB data was analysed using MST. The data was fit to the equation
for a binding isotherm with adjustable Hill coefficient.

X-ray crystallography and structure determination. E. coli YcbB protein was
crystallized at 20 °C by sitting drop vapour diffusion using 0.2 pL protein solution
(30 mg/mL purified protein in Buffer A) and 1 uL of mother liquor (1.44 M lithium
sulphate, 0.08 M HEPES pH 7.5, 0.02 M sodium acetate pH 4.6, 0.015 M ammo-
nium sulfate, 4% (w/v) polyethylene glycol (PEG) 2000 monomethyl ether (MME))
with the addition of 1 mM meropenem. The best diffracting YcbB crystal had the
addition of a tetrapeptide (L-Ala-D-Glu-mDAP-D-Ala) at 1 mM, though no
density could be found for this ligand. E. coli PBP5 protein was crystallized at 20 °C
by sitting drop vapour diffusion using 0.2 uL protein solution (5 mg/mL purified
protein in Buffer A) and 1 pL of mother liquor (0.1 M tris pH 7, 7% PEG 400) with
the addition of 1 mM meropenem. X-ray diffraction data of YcbB-meropenem-
ethylmercury and PBP5 was collected on Canadian Light Source beamline 08B1-1
using crystals flash-frozen in liquid nitrogen with the addition of 20% glycerol to
the mother liquor. Data for native YcbB-meropenem was collected on Advanced
Light Source beamline 501. For phasing of YcbB, a YcbB-meropenem crystal was
soaked in mother liquor supplemented with 1 mM ethylmercury phosphate for
30s. A single isomorphous replacement (SIR) experiment was carried out using the
ethylmercury phosphate soaked crystal. All datasets were processed with XDS28,
run manually or through Autoprocess?®. For the SIR dataset, SHARP3? was used
for phasing, model building was performed by AutoBuild®! and refined using
Phenix?? and Coot33. For the native YcbB dataset and the PBP5 dataset, the
structures were solved by molecular replacement using Phaser3%. The SIR YcbB

preliminary structure was used as the template for the YcbB structure and PDBID
3MZF was used to phase the PBP5 crystal. These structures were then refined using
Phenix32 and Coot3. The capping loop region of YcbB was refined using density-
guided iterative local refinement as implemented in Rosetta®®. See Supplementary
Table 1 for data collection and refinement statistics. See Supplementary Figs. 1 and
9 for example electron density.

Molecular dynamics simulations. A complete model for the meropenem acyl and
apoenzyme forms of YcbB for molecular dynamics simulations was built from our
structure of YcbB-meropenem acyl-enzyme complex with missing disordered loop
regions built in using ModLoop?. This was then solvated and simulation input
files were generated using Quick MD Simulator of the online CHARMM-GUI web
service”38, Equilibration and production simulations were performed with
GROMACS 5.1%, using the CHARMM36 all-atom force field%" to represent all
protein, solvent and ions. Production simulations were run for 10 ns. RMSD cal-
culations were performed using the RMSD Visualizer Tool and HeatMapper of
VMD4L

Impact of substitutions in YcbB on beta-lactam resistance. Beta-lactam resis-
tance mediated by bypass the PBPs requires high-level production of the alarmone
(p)ppGpp and of YcbB®. In this study, we used strain BW25113ArelA:KmR pKT8
(relA’), which allows the arabinose-inducible production of (p)ppGpp. The strain
was transformed with the derivatives of pKT2(ycbB) for IPTG-inducible expression
of YcbB and pf derivatives with amino acid substitutions. Primers used to clone
YcbB with amino acid substitutions are listed in Supplementary Table 2. The
phenotype was analyzed using the disk diffusion assay in BHI agar supplemented
with 50 uM IPTG, 1% arabinose, or both inducers, as previously described®. Disks
were loaded with 10 pg of mecillinam, 10 pg of ampicillin, 30 pg of ceftriaxone, 30
ug of tetracycline, 30 pg of chloramphenicol, or 30 pg of kanamycin. Incubation
was performed at 37 °C overnight. Resistance to beta-lactams [B-lacR] was defined
as growth at the contact of disk containing ampicillin and a diameter <17 mm for
the inhibition zone around the disk containing ceftriaxone, as previously descri-
bed®. Susceptibility [B-lacS] was defined as diameters >20 mm and >35 mm for the
inhibition zones around the disks containing ampicillin and ceftriaxone, respec-
tively. We checked that resistance to ampicillin and ceftriaxone was dependent
upon the presence of both inducers.

Reporting Summary. Further information on experimental design is available in
the Nature Research Reporting Summary linked to this article.

Data availability
Atomic coordinates for the YcbB-meropenem and PBP5-meropenem models have been
deposited in the protein data bank with accession codes 6NTW and 6NTZ respectively.
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Supplementary Information - Structural insight into YcbB-mediated beta-lactam resistance in
Escherichia coli
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Vuckovic, Matthieu Fonvielle, Jean-Emmanuel Hugonnet, Michel Arthur, Natalie C. J. Strynadka

SIR experimental, o = 1.5
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Supplementary Figure 1. Electron density maps. (A) Refined 2F, - F. map, contoured at o = 1.5, showing
the general map quality after refinement. (B) Initial SIR experimental phasing map, contoured at o = 1.5, at
the same position as the refined map in A. (C) Refined 2F, - Fc map, contoured at o = 1.5, about the active
site, showing the density for meropenem, Cys528, His509, Tyr507, and Trp425. (D, E) Refined 2F, - F:
maps, contoured at o = 1.0 and 1.5, about Arg244 and Asp337, respectively.
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Supplementary Figure 2. L,D-transpeptidase sequence alignments. E. coli YcbB aligned with various
structurally characterised Gram positive and Mycobacterial L,D-transpeptidases.
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Supplementary Figure 3. Molecular dynamics of E. coli YcbB. (A) 10 ns simulation of YcbB and
meropenem at 1ns increments, catalytic domain show, coloured from red to blue. (B) 10 ns simulation of
YcbB at 1ns increments, catalytic domain show, coloured from red to blue. (C) RMSD of catalytic domain
backbone carbons, in angstrom, of YcbB in complex with meropenem (top) and as apoenzyme (bottom).



Supplementary Figure 4. Donor and acceptor site volume in YcbB-meropenem acyl-enzyme
complex. The 3V calculated volume (811 A3) is depicted in red mesh, YcbB in blue, and meropenem in
green. Full length depicted in A and a view of the catalytic domain in B.
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Supplementary Figure 5. Catalytic mechanism of E. coli YcbB L,D-transpeptidase activity. (1,2)
Activation of Cys528 by His509 and subsequent cysteine mediated acylation of the penultimate residue,
meso-DAP, of the tetrapeptide on the growing donor PG strand. This results in the release of the terminal
D-Ala residue of the tetrapeptide. (3,4) Deacylation of the covalent acyl-enzyme via nucleophilic attack of
a side chain meso-DAP on an adjacent acceptor PG strand. (5) The resultant 3-3, L,D crosslink is formed
and the enzyme is returned to its starting state.
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Supplementary Figure 6. E. coli YcbB interaction with PBP1b and PBP5. Microscale thermophoresis
analysis of PBP1b (A) and PBP5 (B) interaction with YcbB. (A) YcbB-PBP1b interaction was evaluated
using relative fluorescence and the data was best fit by a binding isotherm with a Kq of 250 £ 30 nM and a
Hill coefficient of 3.8. (B) YcbB-PBP5 interaction was evaluated using relative MST response. While it was
not possible to work with PBP5 concentrations sufficiently high to observe saturation of all binding sites on
YcbB, fitting the data to a binding isotherm yielded Kaq and Hill coefficient values of 2.1 £ 0.5 uM and 1.3,
respectively. The affinity between YcbB and PBP5 is the estimated maximum affinity for the complex.
Measurements for the YcbB-PBP1b interaction were performed in triplicate with two technical replicates of
each. Measurements for the YcbB-PBP5 interaction were performed in triplicate. Error bars represent the
standard deviation of the measurements in both cases.
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Supplementary Figure 7. Electrostatic surface potential of E. coli PBP5 and PBP1b. (A) Electrostatic
surface representation of PBP5-meropenem acyl-enzyme complex in three views related by a 90° rotation
around the x-axis and a 180° rotation around the y-axis. (B) Electrostatic surface representation of PBP1b-
CENTA acyl-enzyme complex (PDBID 5HLD') in two views related by a 180° rotation around the y-axis.
Electro positive transpeptidase active sites marked with white arrows in both A and B.



Supplementary Figure 8. PG binding domain orientation of YcbB and YkuD. Overlay of B. subtilis
YkuD (magenta, 2MTZ2) and E. coli YcbB (blue), highlighting the position of their respective PG binding
domains (green and red, respectively). YkuD PG binding domain has been proposed to interact with the
donor strand, while YcbB PG binding domain likely interacts with the acceptor strand of the existing

sacculus.



Supplementary Figure 9. Stereo electron density map. Refined 2F, - Fc: map, contoured at o = 1.5,
showing the general map quality after refinement.



Supplementary Table 1. Data collection, phasing and refinement statistics

YcbB Refined YcbB Native YcbB Hg PBP5
Data collection
Space group P43212 P43212 P43212 c2
Cell dimensions
a b, c (A) 126.4:89’88‘1216.499’ 126.824, 126.824, 87.903 127'6887915;%'689’ 124.81, 50.8, 80.22
a,b,g (°) 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 118.688, 90
Resolution (A) 7268 - 5‘778*(2'8” ) 4792 dzgygs("j&g’lf)'w 47.83-2.10 46.08-2.2 (2.279- 2.2)
Rmerge 0.168 (2.723) 0.075 0.169 0.1767 (1.558)
1/sl 9.96 (1.05) 9.2 5 4.86 (0.78)
Completeness (%) 99 (100) 71 (96% up to 2.7A) 89 (100% up to 2.6A) 100 (99)
Redundancy 12.5(12.8) 6.4 10.7 3.3(3.2)
Reuiis 0.773
Refinement
Resolution (A) 2.76 2.2
No. reflections 18942 (1826) 22576 (2204)
R/ R 25.61 (42.21) / 29.85 21.03 (39.82) / 25.65
work /- e (41.93) (44.21)
No. atoms
Protein 4066 2942
Ligand/ion 51 26
Water 21 78
B-factors
Protein 76.8 53.6
Ligand/ion 85.0 70.7
Water 55.7 53.8
R.m.s deviations
Bond lengths (A) 0.016 0.006
Bond angles (°) 1.88 0.99

*Values in parentheses are for highest-resolution shell.

Supplementary Table 2. Primers used in this study

Primer

Sequence

Expression Construct

31 - ycbBinto pET41 - forward
31 - ycbBinto pET41 - reverse
Residue Replacements
Cys528Ala — forward
Cys528Ala — reverse

His509Ala — forward

His509Ala — reverse

N426-491 — forward

NA426-491 — reverse

Trp425Ala — forward

Trp425Ala — reverse

Arg244Ala — forward

Arg244Ala — reverse
Asp337Ala — forward
Asp337Ala — reverse

A268-312 — forward

NA268-312 — reverse

gtttaactttaagaaggagatatacatatggccgatgagcctgaagtaatccctggegac
gtcgccagggattacttcaggctcatcggcecatatgtatatctecttcttaaagttaaac

gcattgagctcaggcegcetgtacgagtgaataaagcettce
ggaagctttattcactcgtacagcgectgagctcaatge
cagaggccatttatttggctgacacgccgaaccac
gtggttcggegtgtcagccaaataaatggectetg
cgtagtggtaaacccgecgtggtegetggggegctataaatte
gaatttatagcgccccagegaccacggegggtitaccactacg
gtagtggtaaacccgecggegaacgtacctccaacte
gagttggaggtacgticgccggegggtttaccactac
ggcaaagcaacgttggccccagggceagtggagtaac
gttactccactgccctggggecaacgttgetttgee
caaggattgggggcagctggtgctattggec
ggccaatagcaccagctgeccccaatecttg
gcagcggcatgttggacggggttcgegecgectacgataatg
cattatcgtaggcggcgcgaacccegtccaacatgecgetge
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Résistance aux B-lactamines médiée par la L,D-transpeptidase YcbB chez Escherichia coli.

Le peptidoglycane est une macromolécule qui entoure complétement les bactéries et les protege de
la pression osmotique exercée par le cytoplasme. Les B-lactamines, les antibiotiques les plus
couramment utilisés en thérapeutique, inhibent les D,D-transpeptidases appartenant a la famille des
protéines de liaison a la pénicilline (PBP) qui catalysent la derniere étape de réticulation du
peptidoglycane. Les L,D-transpeptidases (LDT), qui ne sont pas apparentées aux PBP, conferent une
résistance aux PB-lactamines en remplacant fonctionnellement les PBP et en réticulant le
peptidoglycane chez des mutants de Escherichia coli. La these explore ce mécanisme de résistance aux
B-lactamines médiée par la LDT YcbB. Nous avons montré que I’expansion d’un peptidoglycane réticulé
par YcbB nécessite I'action d’endopeptidases spécifiques ainsi que I'activité glycosyltransférase de
I’élongasome. A I'échelle du génome, nous avons identifié 'ensemble des genes nécessaires a la
résistance aux B-lactamines médiée par la LDT YcbB. Ces génes sont impliqués non seulement dans le
métabolisme du peptidoglycane mais également dans I’'homéostasie de I'enveloppe bactérienne et
dans la réponse au stress oxydant induit par la fixation des B-lactamines a leurs cibles. De maniere
inattendue, nous avons montré que la fixation des B-lactamines a leurs cibles perturbe la perméabilité
de la membrane externe et engendre une pénétration auto-promue de ces antibiotiques dans le
périplasme. En plus de I'action de YcbB dans la synthése du peptidoglycane, I’activation du mécanisme
de résistance nécessite la production de I’alarmone (p)ppGpp. Le role essentiel de I'alarmone (p)ppGpp
dans ce mécanisme de résistance a été assigné a une réduction de la transcription des ARN
ribosomaux, limitant le stress oxydant déclenché par la synthése et la dégradation de polyméres de
peptidoglycane aberrants.

Mots clés : Escherichia coli ; Peptidoglycane ; L,D-transpeptidase ; B-lactamine ; (p)ppGpp

B-lactam resistance mediated by the YcbB L,D-transpeptidase in Escherichia coli.

Peptidoglycan is a macromolecule that completely surrounds bacteria and protects them from osmotic
pressure exerted by the cytoplasm. The B-lactams, the most commonly used antibiotics in therapy,
inhibit D,D-transpeptidases belonging to the penicillin-binding protein (PBP) family that catalyze the
final cross-linking step of peptidoglycan synthesis. L,D-transpeptidases (LDTs) such as YcbB, which are
unrelated to PBPs, confer B-lactam resistance by functionally replacing PBPs and cross-linking the
peptidoglycan in Escherichia coli mutants. This thesis investigates the YcbB-mediated B-lactam
resistance mechanism. We show that the expansion of a YcbB cross-linked peptidoglycan requires the
action of specific endopeptidases as well as the glycosyltransferase activity of the elongasome. At the
genome scale, we have identified the set of genes required for YcbB-mediated B-lactam resistance.
These genes are involved not only in peptidoglycan metabolism but also in bacterial envelope
homeostasis and in the response to oxidative stress induced by B-lactam binding to their targets.
Unexpectedly, we have shown that the binding of B-lactams to their targets disrupts the permeability
of the outer membrane and generates a self-promoting penetration of these antibiotics into the
periplasm. In addition to the action of YcbB in peptidoglycan synthesis, activation of the resistance
mechanism requires the production of the alarmone (p)ppGpp. The essential role of (p)ppGpp in this
resistance mechanism has been assigned to a reduction in ribosomal RNA transcription, limiting the
oxidative stress triggered by the synthesis and degradation of aberrant peptidoglycan polymers.

Keywords: Escherichia coli; Peptidoglycan; L,D-transpeptidase; B-lactam; (p)ppGpp



