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Il serait bon de penser longuement
— pour trouver a en dire quelque chose —
a ces longues apres-midis perdues de 1’enfance

qui ne revinrent jamais telles — et pourquoi ?

On se rappelle encore : peut-étre sous la pluie,
mais nous ne savons plus ce que cela veut dire ;
jamais plus la vie ne fut si pleine qu’alors,

de rencontres, de revoirs, d’élans et d’essor,

Car il ne nous arrivait en fait rien d’autre
que ce qui arrive a une chose ou a une béte
nous vivions leur vie avec les gestes humains

et nous fimes remplis d’images jusqu’au bord.

Et nous devinmes solitaires comme un berger
et tant chargés de grands lointains

et comme appelés de loin et effleurés ;

puis lentement comme un fil nouveau et long
nous fiimes introduits en ce collier d’images

ou durer maintenant nous rend confus.

Rainer Maria Rilke, Enfance, Neue Gedichte (1907)



TABLE DES MATIERES

LiSte deS aDIEVIAtIONS ....c..eeutitiiieiietirieeitetente sttt ettt ettt et et sbe st et e saesbeest et e sbe e bt esb e bt sbeesaensesbeeaeennen 8
LIStE dES TIZUIES ...veeuvinririieiiiieieetertest ettt ettt ettt sttt et et b et sh e bt et e s bt sbe et ente s bt emtenaeseeeueentens 10
LiSte deS tADIEAUX ......everieeiiiieiieteiert ettt ettt ettt sttt sttt bttt sreebeentens 11
REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 12
[ L’enveloppe DACIEIIEINE .......cc.ovviiieriiniiriietitieieet ettt ettt et ettt st sae e eneens 13
II.  Le peptidOGLYCANE ........covuiiiiiiiieiiee ettt sttt et e st st e it e s e eaee e 16
1. Structure €t fONCLIONS ...cuevuiriiiitirtieieterereet ettt ettt et ettt et ae st bt nbesbesaeentens 16

2. SYNhESE @S PIECUISEULS ...c..eerueiriiieiieeiieeiie ettt e ettt e ettesbte st tesbtesbte s bt e sbeesbeesbeesbeesbeesseenbeenseeneeas 19

) Etapes CYLOPIASIIQUES...........ov.vveeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 19

D) Etapes MEMDIANAIIES ...............oveoveveeeseeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeee e 20

c¢) Translocation du lipide II a travers la membrane cytoplasmique............cccceeveereenieneeneennen. 21

3. POLYMETISATION ...ttt ettt ettt ettt ettt e b et e bt e be e bt e be e bt e bt e beesbeeebeebeeseenseas 23

a) Les protéines de liaison a 1a pénicilline...........cooceeriiiiiiiiiiiniieee e 26

b) Les L,D-transpeptidases ........cceereerierierienienieniiesite sttt e site st site st e st e st e st seeesitesaee e eas 30

4. TUIMOVET € TECYCIAZE ....eeeeeeiiieeii ettt ettt ettt sttt et st e st esateeaeesaeeeaes 41

5. Antibiotiques ciblant la synthése du peptidoglycane............ccceeviiiiiniiniiniinieeeeceeee, 43
ITI. LeS PB-lactamiines. .. cc.ceiuieruieriieitieeiieeiieet ettt ettt sttt e st eat e st e s st e s bt e satesaeesateeatesneesaeesaeesaeesneeenes 44
Lo DIECOUVETLE ...ttt ettt ettt st sttt s b e bbbt sbe et et e bt e st esaesaesbe et ebesbesbeentens 44

2. MOAE A ACHIOM ...ttt ettt ettt ettt bbbt b ettt b e bt et e bbb e st sheebeeaen 45

3. ClASSIFICATION ....eiutiiiiietitericete ettt ettt et ettt sttt sh e s bt et e b sbeebe et e bt sbeesaenee 46

4. MEcaniSmeSs A€ TESISTANCE ....c..erueeurertirierietentenieeterte ettt ettt ettt et sbe et et sbeebeestenbesbeennentesbesanennes 49
IV, e DIOTIIMS ..ttt sttt ettt b sttt s b et e e st eaeentens 53
1. Historique et importance en ClNIQUE .........couivierieiieiieeie ettt ettt ettt e saee e eneeas 53

2. DEVEIOPPEIMENL ...ttt e s ht e bt e s at e s bt e sbe e bt e s be e s bt e he e be e beeeeas 55

) Etapes de FOrMAtion ..............oouvuiuieeeeceeeeeeeeeee e 55

b) Diversité et roles des composants de 1a MatriCe ..........coeieviiiieriiniieniieieeee e 56

3. HEETOZENEILE ...ttt ettt et be et e e bt e bt e bt e be e beesbeeebeebeebeenaeas 59

a) PhySICO-CRIMIQUE ...oviiiiiiiiiiieieic ettt st 59

[0 23 T0) (0T T 13 [ USSP SRRRURR 60



4. Tolérance aux agreSSIONS EXLETIEULES ....eeouertirteriirierteetesteetesitesieesatesatesseesntesneesaeesatesasesneesnes 60

a) Diffusion réduite des antibDiotIqUES .......ccueerteerieerierierieieeeese ettt 61

b) Altération du MiCro-eNVIrONNEMENT .......c.eeeruieeririeereeeieeeteeeeteeesteeesreesreesseessseeaseeesseeessseees 62

c) Mécanismes génétiques SPECTIIQUES ....cecueeruierieeriienieniieriiereerie ettt ettt eseeeeeas 62

d) Bacteries PErSISTANLES ... ...cecueeriiertieitierteerteert et et ettt et et e bt e bt e sbe e bt e bt e bt esbeesbeesbeesbeenbeenseas 63

5. Strat@@ies d’radiCation.........ccceiiuiirieeiieiiete ettt ettt ettt ettt ettt b ettt et e b e beebeeeeas 66

a) Pipeline antimicrobien Pré-ClNIQUE. ........cooeerieriirienieriiereere ettt 66

D) MESUIES PIEVEITIVES ....veeuvietietieiierttesttesteesteesteesttesttesttesttesaeesatesseesatesbtesseesntesseesbeesaeesaeesnsennes 67

C) TraitemMENtS CUTALITS ....cveiiiiieiii ettt ettt e et e e st e e et e e eabeeeabaeessaeeseaeesseesssaeennes 68
OBJECTIFS 74
RESULTATS 76
Introduction QUX AITICIES ...c..evuiriiiiiiiirieeree ettt ettt ettt et 77
ATEICIE Lottt b ettt s b ettt s bt et e b bt e bt et bt b eae e bt be e enees 79
ATEICIE 2.ttt bttt b ettt b et b e e be et bbbt et b e ebeena e 123
DISCUSSION 160
1. Etude comparative des LDT produites par différentes eSpeces............ovwvwevevrerverrereeerereereenean. 161

2. Les multiples facettes de YafK .......ocooiiiiiiiiiiei ettt 166

3. Exploration du role des LDT chez Escherichia cOli...............ccocouvoiviiviiiiiiiiiiiniineeeeen, 167

a) Stimulation de I'Immunité INNEE ..........cc.eeveieiiciieeiieeie et eeree et e eree e e e seeeeseveeseseees 167

b) Stabilité de I'enveloPPe ...cocueeuieiieiieie ettt ettt 168

€) POISPECTIVES ...ttt ettt ettt ettt ettt e e ate e ate et e et e e ateeatesaeeeaneenes 169

REFERENCES 171




Liste des abréviations

A

AG Acide Gras

B

BLSE B-lactamases a spectre étendu

C

CMI Concentration Minimal Inhibitrice

D

DAP Acide diaminopimélique

DBO Diazabicyclooactane

E

ECA Enterobacterial common antigens

EPS Substances polymériques extracellulaires
G

GlcNAc N-acétylglucosamine

GTase Transglycosylase

H

HPLC Chromatographie en phase liquide & haute performance
L

LB Lysogeny Broth

LDT L,D-transpeptidase

Lpp Lipoprotéine de Braun

LPS Lipopolysaccharides

M

MBP Protéine de liaison au maltose

MDP Muramyl dipeptide (MurNac—-L-Ala—D-Glu)
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N
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P

PAM Peptide Antimicrobien

PAMP Pathogen-Associated Molecular Pattern
PG Peptidoglycane

PGA B-1,6-poly-N-acetylglucosamine

PLP Protéines de Liaison a la Pénicilline
(p)ppGpp Guanosine 5’-[di/tri]phosphate 3’-diphosphate
R

RNAP ARN polymérase

RND Résistance, Nodulation, Division

S

SEDS Shape, Elongation, Division, Sporulation
SARM Staphylococcus aureus résistant a la méticilline
T

TA Toxine-Antitoxine

TL Transglycosylase lytique

TLR Toll-like Receptor

TPase Transpeptidase

U

UB2H UvrB domain 2 homologue
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W
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Les acides aminés sont indiqués a l'aide de leur code a trois lettres, précédé d'un identificateur

stéréochimique (D/L) si nécessaire.
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I. L’enveloppe bactérienne

Les cellules bactériennes sont délimitées par une enveloppe cellulaire qui sépare et protége leur
cytoplasme du milieu environnant. L'enveloppe cellulaire est une structure complexe responsable de la
forme et de l'intégrité structurale des cellules bactériennes. C'est aussi une barriere physiologique qui
permet le transport sélectif de différents composés, comme 1'importation de nutriments (Holtje, 1998).

En 1884, Hans Christian Gram a mis au point une procédure de coloration qui lui a permis de classer
la quasi-totalité des bactéries en deux grands groupes. Un groupe de bactéries conserve la coloration de
Gram, les bactéries a Gram positif, et l'autre non, les bactéries a Gram-négatif. La coloration de Gram
repose sur les différences structurales de 'enveloppe cellulaire entre ces deux groupes de bactéries
(Silhavy et al., 2010). Bien que cette coloration éponyme soit encore largement utilisée, il est devenu
clair au cours des décennies suivantes que la structure de I’enveloppe cellulaire était trop variable pour
rentrer dans une classification dichotomique et que la coloration de Gram seule pouvait souvent conduire

a des interprétations erronées de sa composition.

De facon générale, I’enveloppe bactérienne est composée (i) d’'une membrane interne (aussi appelée
membrane cytoplasmique), qui sépare le cytoplasme du périplasme, (ii) d’un peptidoglycane, et (iii)
d’une membrane externe, uniquement présente chez les bactéries a Gram négatif, qui constitue une
barriére de perméabilité supplémentaire (Figure 1). De nombreuses bactéries produisent également une
couche externe de polysaccharides appelée capsule et parfois essentielle a leur virulence (Wen and
Zhang, 2015). Les mycobactéries forment un groupe a part, puisqu’elles ne possedent pas de membrane
externe, mais une importante structure composée de peptidoglycane, d’arabinogalactane et d’acide

mycolique qui constitue une barriére de perméabilité externe (Brennan and Nikaido, 1995).
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Figure 1. Structure de la paroi cellulaire des bactéries a Gram négatif, a Gram positif et des
mycobactéries.

L’enveloppe des bactéries a Gram négatif (a gauche) est constituée d'une fine couche de peptidoglycane dans
l'espace périplasmique entre les membranes interne et externe. La membrane externe contient des porines et des
lipopolysaccharides. Les bactéries a Gram positif (au milieu) n’ont pas de membrane externe. Leur peptidoglycane
est plus épais que celui des bactéries a Gram négatif et sert d'attache aux acides teichoiques de la paroi et a de
nombreuses protéines. Les mycobactéries (a droite) possédent une paroi cellulaire complexe qui contient des
glycolipides, des acides mycoliques, de I’arabinogalactane et un peptidoglycane épais.

[Extraite de (Brown et al., 2015)]

Membrane interne

La membrane interne, ou membrane cytoplasmique, constitue une barriére protectrice qui sépare le
cytoplasme du périplasme. Elle est le siége de nombreuses réactions métaboliques comme la synthese
de certaines protéines, la production d’ATP grace a la chaine respiratoire, ou encore la synthése des
polymeres de surface bactériens comme le peptidoglycane. Ses feuillets externe et interne forment une
bicouche lipidique constituée de phospholipides. Ces derniers 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 intégralement localisées dans la membrane interne ou simplement
insérées dans cette membrane par un petit domaine transmembranaire alors que les autres domaines sont

solubles et exposés vers le cytoplasme ou le périplasme.

Membrane externe

La membrane externe est uniquement présente chez les bactéries a Gram négatif, ou elle sert de

barriére de perméabilité contre de nombreuses molécules toxiques. Des études récentes ont montré que
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la membrane externe joue un rdle dans les propriétés mécaniques de 1’enveloppe bactérienne,
notamment dans sa rigidité et sa capacité a supporter des déformations, rdle jusqu’alors attribué au seul
peptidoglycane (Sun et al., 2022). Elle est également impliquée dans des interactions hdte-pathogene,
elle représente un facteur de virulence important et constitue 1’une des cibles bactériennes détectées par
le systéme 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
(« Maintenance of Outer membrane Lipid Asymmetry ») permet a la bactérie d’assurer cette asymétrie
en participant au transport des phospholipides présents dans le feuillet externe de la membrane externe
vers la membrane interne (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 phosphatidylglycérides (ECApcL). Le LPS est
une molécule a fort potentiel inflammatoire responsable des chocs septiques causés par les bactéries a

Gram négatif (Raetz and Whitfield, 2002).

Les protéines présentes dans la membrane externe appartiennent & deux grandes classes : (i) les
lipoprotéines, ancrées de fagon covalente a un phospholipide par un résidu cystéine, et (ii) les protéines
B-barrel (également appelées OMP pour « Outer Membrane Proteins ») (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 jusqu’au cytoplasme, comme RcsF qui posséde un domaine senseur pouvant
s’orienter vers le milieu extérieur et détecter des défauts de 1I’enveloppe. D’autres sont impliquées dans
la régulation de I’activité d’enzymes périplasmiques, comme LpoA et LpoB qui activent respectivement
les PLPla et PLP1b. Chez les Proteobacteria, la lipoprotéine de Braun (Lpp) est ancrée au
peptidoglycane par un résidu lysine en position C-terminale et constitue le seul lien covalent entre la
membrane externe et le peptidoglycane (Braun and Wolff, 1970; Hantke and Braun, 1973). La Lpp est
la protéine la plus abondante chez E. coli (environ 10° copies par cellule) et joue un réle important dans
l'intégrité de l'enveloppe cellulaire. Pal est une autre lipoprotéine impliquée dans la liaison entre la
membrane externe et le peptidoglycane, mais ce lien n’est pas covalent et repose sur des interactions
faibles. Pal interagit également avec d’autres protéines pour former le complexe Tol-Pal qui constitue
un lien entre la membrane externe et la membrane interne.

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 pour
I’entrée spécifique du maltose) (Rollauer ef al., 2015). OmpA possede en plus un segment périplasmique
qui interagit de fagcon non covalente avec le peptidoglycane et participe au maintien de la structure de

I’enveloppe.
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Périplasme

Le périplasme est I’espace situé entre la membrane interne et la membrane externe chez les bactéries
a Gram négatif, ou entre la membrane interne et le peptidoglycane chez les bactéries & Gram positif. Il
est plus visqueux que le cytoplasme, particuliérement 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, les principaux systémes de réponse aux stress de I’enveloppe sont les systémes
Cpx, Rcs, Bae, Psp et Rse (Delhaye et al., 2019). Le périplasme est le lieu de transit des différents
composants de la membrane externe et on y trouve de nombreuses chaperonnes et enzymes impliquées
dans le transport de métabolites. Il est traversé par plusieurs machineries multiprotéiques comme les
flagelles, les systemes de pompes a efflux, ou les systemes de sécrétion. Chez E. coli, le périplasme a
une épaisseur d’environ 25 nm et une étude a montré que cette épaisseur dépendait de la longueur de la
Lpp (Asmar et al., 2017). Il a été démontré que I’augmentation de la taille du périplasme par allongement
de la Lpp empéche la transduction de signaux depuis la membrane externe vers la membrane interne et
diminue I’intégrité de I’enveloppe (Mandela et al., 2022). Enfin, I’espace périplasmique est occupé par
le peptidoglycane, dont les différents aspects structurels et fonctionnels sont décrits en détails dans le

chapitre suivant.

II. Le peptidoglycane

1. Structure et fonctions

Le peptidoglycane (PG), également appelé muréine, est un composant essentiel et spécifique de la
paroi cellulaire bactérienne [pour une revue, voir (Vollmer ef al., 2008)]. Il s’agit d’'une macromolécule
(10° kDa) en forme de « filet » qui entoure la membrane cytoplasmique des bactéries. Sa fonction
principale est de préserver l'intégrité cellulaire en fournissant une barriére physique qui protége les
bactéries des contraintes mécaniques et osmotiques. Le peptidoglycane contribue également au maintien
d'une forme cellulaire définie, sert de point d’ancrage a d'autres composants de l'enveloppe cellulaire
tels que des protéines et les acides teichoiques, et joue un réle important dans les processus de croissance

et de division cellulaire.

Le peptidoglycane est un hétéropolymeére complexe composé de chalnes glycanes linéaires
réticulées par I’intermédiaire de peptides courts pour former un réseau tridimensionnel qui entoure la
cellule bactérienne. Les chaines glycanes sont formées par une alternance de résidus N-
acétylglucosamine (GlcNAc ou NAG) et acide N-acétylmuramique (MurNAc ou NAM) liés entre eux
par des liaisons glycosidiques de type 3-1—4. Le groupe D-lactoyle de chaque résidu MurNAc porte

une tige peptidique dont la composition est le plus souvent la suivante : L-alanine en premicre position
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(L-Ala"), acide D-glutamique en deuxiéme position (D-Glu?), acide diaminopimélique en troisiéme
position (DAP?) 1ié au groupement y-carboxyle de D-Glu?, suivis de deux D-alanine en quatriéme et
cinquiéme positions (D-Ala* et D-Ala’). Chez les bactéries & Gram positif, DAP? est souvent amidé ou
remplacé par une L-Lysine. Le groupement a-carboxyle de D-Glu® peut également étre amidé. Cette
liste n’est pas exhaustive et des acides aminés comme la glycine remplace parfois L-Ala'. Dans le
peptidoglycane mature, la partie peptidique est délestée de I’un voire des deux résidus D-Ala terminaux.
Cet ensemble forme la sous-unité peptidoglycane de base, plus communément appelée disaccharide-
pentapeptide (Figure 2). Les précurseurs de nombreuses bactéries a Gram positif portent une chaine
latérale liée a 1’acide aminé en position 3. Ces chalnes latérales sont trés variables entre espéces et
peuvent étre constituées d’acides aminés de configuration D (par exemple D-iAsp et D-iAsn chez
Enterococcus faecium), L (par exemple L-Ala- L-Ala chez Enterococcus faecalis), ou de glycine (par
exemple Gly-Gly-Gly-Gly-Gly chez Staphylococcus aureus).

Les parties peptidiques de deux sous-unités portées par des chaines glycanes adjacentes sont reliées
entre elles par une liaison amide, généralement formée entre la D-Ala* de la tige peptidique du donneur
d’acyl et le DAP® de la tige peptidique de I’accepteur d’acyl. Cette liaison est alors appelée pont de type
4—3. 1l existe aussi une proportion plus ou moins importante de liaisons entre deux DAP?, on parle cette
fois de pont de type 3—3. Les ponts de type 4—3 et 353 se font soit directement entre deux acides
aminés, c’est par exemple le cas chez E. coli et Pseudomonas aeruginosa (D-Ala*>DAP?), soit par
I’intermédiaire de la chaine latérale, comme chez S. aureus (D-Ala*— Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-L-Lys?).

Les caractéristiques structurales décrites ici sont retrouvées chez toutes les especes bactériennes
connues a ce jour. Cependant, un certain degré de variabilité existe au niveau de la tige peptidique, des
chaines glycanes, des ponts (4—3 et 3—3, directs ou indirects) et de leur composition lorsqu’ils ne sont

pas directs.
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Figure 2. Structure du disaccharide-pentapeptide, sous-unité peptidoglycane de base, chez les
bactéries a Gram négatif.

Le peptidoglycane des bactéries a Gram négatif est composé de 1 a 3 couches et s’intercale entre
une membrane cytoplasmique et une membrane externe qui délimitent I’espace périplasmique. Le
peptidoglycane des bactéries a Gram positif est beaucoup plus épais, formé de 20 couches ou plus, et se
trouve a D’extérieur de la membrane cytoplasmique, ou il n’est pas protégé par une barriére de
perméabilité. Le nombre de couches de peptidoglycane pourrait ne pas étre uniforme a la surface des
bactéries. Chez E. coli, des études par small-angle neutron scattering ont indiqué que le sacculus de
peptidoglycane était constitué d’un mélange de régions monocouches et tricouches (Labischinski ef al.,
1991).

La longueur moyenne des chaines glycanes n’est pas corrélée a I’épaisseur du peptidoglycane.
Certaines bactéries & Gram positif posseéderaient des chaines relativement courtes (18 unités
disaccharides en moyenne chez S. aureus) (Tipper et al., 1967), d’autres de trés longues (50 & 250 unités
disaccharides chez Bacillus subtilis) (Ward, 1973; Warth and Strominger, 1971). Chez les bactéries a
Gram négatif, la longueur des chaines glycanes est de 20 a 40 unités disaccharides en moyenne, comme
c’est le cas chez E. coli (Glauner et al., 1988). Certaines espéces bactériennes possédent des chalnes
glycanes dont la longueur serait supérieure a cette moyenne (50 unités disaccharides chez Proteus
morganii) (Quintela et al., 1995) ou inférieure (moins de 10 unités disaccharides chez Helicobacter

pylori) (Costa et al., 1999).
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2. Synthese des précurseurs

La biosynthése du peptidoglycane comprend trois étapes principales qui se déroulent
successivement au niveau du cytoplasme, de la membrane interne, et du périplasme (Figure 3) [pour une

revue, voir (Johnson et al., 2013)].

a) Etapes cytoplasmiques

La synthése du peptidoglycane débute au niveau du cytoplasme par la formation de deux précurseurs
nucléotidiques : [’UDP-N-acétylglucosamine (UDP-GIcNAc) et 1’UDP-N-acétylmuramoyl-
pentapeptide (UDP-MurNAc-pentapeptide). Pour cela, du fructose-6-phosphate est d’abord transformé
en UDP-GIcNAc, a son tour transformé en UDP-MurNAc, puis la sous-unité peptidique est assemblée
pour former ’UDP-MurNAc-pentapeptide. Des synthéses annexes permettent la formation de 1’acide

D-glutamique et du dipeptide D-alanyl-D-alanine.

Syntheése de I’UDP-N-acétylglucosamine

L’UDP-GIcNAc est synthétis¢ a partir du fructose-6-phosphate en quatre étapes faisant intervenir
trois enzymes différentes : GImS, GImM et GImU. Lors de la premiere étape, le fructose-6-phosphate
est transformé en glucosamine-6-phosphate sous ’action de la glucosamine-6-phosphate synthase
(GImS). Pendant la deuxiéme étape, la glucosamine-6-phosphate est transformée en glucosamine-1-
phosphate par la phosphoglucosamine mutase (GImM). La glucosamine-1-phosphate est alors acétylée
et uridylée pour former 'UDP-GlcNAc. Ces deux dernicres étapes sont catalysées par deux domaines

d’une méme enzyme, la N-acétylglucosamine-1-phosphate uridyltransférase (GImU).

Syntheése de ’acide UDP-N-acétylmuramique

La formation de ’'UDP-N-acétylmuramique (UDP-MurNAc) a partir de I’'UDP-GIcNAc se fait en
deux étapes et nécessite 1’intervention de deux enzymes distinctes : MurA et MurB. Lors de la premicre
étape, catalysée par MurA, un groupement énolpyruvate provenant du phosphoénolpyruvate (PEP) est
transféré sur le groupement hydroxyle en position 3 de ’'UDP-GIcNAc, ce qui aboutit & la formation de
I’UDP-GIcNAc-énolpyruvate. La seconde étape permettant la formation de I’UDP-MurNAc est
catalysée par ’enzyme MurB, responsable de la réduction du groupement énolpyruvate de ’'UDP-
GlcNAc-énolpyruvate. Cette étape met en jeu deux demi-réactions successives. MurB catalyse dans un

premier temps la réduction du FAD en FADH,, ensuite utilisé lors de la deuxiéme demi-réaction pour
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réduire I’'UDP-GIcNAc-énolpyruvate afin de former I’'UDP-MurNAc. Cette derniere étape de réduction

conduit a la formation d’un groupement lactoyl sur lequel sera assemblé la tige pentapeptidique.

Synthése de I’UDP-MurNAc-pentapeptide

L’UDP-MurNAc-pentapeptide est synthétisé¢ a partir de 'UDP-MurNAc a la suite des actions
consécutives de quatre enzymes hautement spécifiques appelées Mur ligases ou Mur synthétases :
MurC, MurD, MurE et MurF. Ces quatre enzymes permettent les ajouts successifs de la L-Ala, du D-
Glu, d’un acide diaminé tel que le mesoDAP (essentiellement retrouvé chez les bactéries & Gram négatif)
ou la L-Lys (essentiellement retrouvée chez les bactéries a Gram positif), et enfin d’un dipeptide dont la
séquence est généralement D-Ala—D-Ala. Ce pentapeptide est greffé au niveau du groupement D-lactoyl

de ’'UDP-MurNAc.

Voies annexes

On retrouve dans la composition du peptidoglycane des acides aminés de la série D. Ces acides
aminés sont bien plus rares que leurs isomeres de la série de la série L mais ils sont synthétisés pour
intégrer la voie de biosynthése du peptidoglycane.

La D-Ala est généralement produite a partir de la L-Ala par des alanine racémases. Le dipeptide D-
Ala—D-Ala résulte de la condensation de deux molécules de D-Ala par des D-Ala:D-Ala ligases. Le D-
glutamate rentre dans la composition du peptidoglycane mais il est également un composant de la
capsule chez certaines bactéries. Sa formation peut étre catalysée par des D-Ala:D-Glu transaminases ou

par des glutamate racémases.

b) Etapes membranaires

Lors des étapes membranaires de la biosynthése du peptidoglycane, le motif phospho-MurNAc-
pentapeptide du précurseur nucléotidique est d’abord ajouté au transporteur lipidique undécaprényl-
phosphate (Css-P) pour former le lipide 1. Le résidu GlcNAc de I’'UDP-GIcNAc est ensuite ajouté au
lipide I pour former le lipide II.
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Formation du lipide 1

L’enzyme MraY (phospho-N-acétylmuramoyl-pentapeptide transférase) catalyse le transfert du
motif phospho-MurNAc-pentapeptide de I’'UDP-MurNAc-pentapeptide sur I’'undécaprényl-phosphate,
permettant ainsi la formation du lipide I (Css-PP-MurNAc-pentapeptide) avec libération d’UMP.

Formation du lipide 11

Chez les bactéries a Gram négatif comme E. coli, la voie de biosyntheése du peptidoglycane se
termine par la synthése du lipide II. Il est le résultat du transfert d’un résidu GIcNAc issu de I’UDP-
GlcNAc sur une molécule de lipide I. Cette réaction a lieu au niveau du groupement hydroxyle en
position 4 du MurNAc et du groupement hydroxyle en position 1 de la glucosamine et aboutit a la
formation d’une liaison B-1—4 entre ces résidus. Cette réaction est catalysée par I’enzyme MurG
(également appelée translocase II) et permet la formation du motif disaccharide-pentapeptide,
monomere de base du peptidoglycane, porté par le transporteur lipidique undécaprényl-phosphate sur la

face cytoplasmique de la membrane plasmique.

¢) Translocation du lipide II a travers la membrane cytoplasmique

La translocation du lipide II a travers la membrane cytoplasmique est une étape essentielle dans la
voie de biosynthése du peptidoglycane. A 1’heure actuelle, ’identité du ou des différents acteurs
impliqués dans ce mécanisme n’a pas encore été complétement établie. Des tests in vivo et des

reconstitutions in vitro ont permis d’isoler deux candidats, les protéines FtsW et MurlJ.

La protéine FtsW ainsi que son homologue RodA retrouvées chez E. coli appartiennent a la famille
SEDS (Shape, Elongation, Division and Sporulation). Ce sont des protéines intégrales de membrane
depuis longtemps considérées comme des acteurs de la translocation du lipide II pour diverses raisons.
En effet, ces enzymes sont essentielles dans la voie de biosynthese du peptidoglycane et elles font partie
de complexes multiprotéiques intervenant dans 1’¢longation et la division. FtsW et RodA ont été les
premicres protéines désignées comme étant potentiellement impliquées dans le transport du lipide II. 11
a été¢ montré que la protéine FtsW de E. coli possédait une activité flippase in vitro pour le lipide Il au
sein de protéoliposomes reconstitués, mais également au sein de vésicules membranaires issues d’une
souche de E. coli surexprimant cette méme proté¢ine (Mohammadi et al., 2011). Cependant, les résultats
de tests in vivo publiés depuis attribuent cette fonction & MurJ (Sham et al., 2014). Un autre rdle en tant
que peptidoglycane polymérase a été identifié pour FtsW (Taguchi et al., 2019) et des études ont

démontré que FtsW et son homologue RodA catalysent la polymérisation des chaines glycane (Meeske
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et al., 2016). De plus, la structure de RodA, premiére structure d’une protéine SEDS publiée, n’a pas
montré de caractéristiques suggérant un réle dans la translocation, en particulier la présence d’un canal
transmembranaire nécessaire a cette fonction (Sjodt et al., 2018). La possibilité que FtsW puisse agir a
la fois comme une peptidoglycane polymérase et une flippase n'a pas été catégoriquement exclue.

Un autre candidat a également été proposé pour la fonction flippase. Il s’agit de la protéine MurJ
(ou MviN), une protéine intégrale de membrane essentielle a la synthése du peptidoglycane chez E. coli
(Ruiz, 2008). MurJ appartient a la superfamille des exportateurs MOP (Multidrug/Oligosaccharidyl-
lipid/Polysaccharide). La déplétion de MurJ chez E. coli conduit a des défauts dans la synthése du
peptidoglycane, a 'accumulation d'intermédiaires liés aux lipides du peptidoglycane et a la lyse
cellulaire (Inoue et al., 2008). Comme mentionné ci-dessus, MurJ a montré une activité flippase in vivo.
Dans une proposition de modele, Kuk et al. suggerent que le lipide II se lie a la protéine MurJ lorsque
celle-ci est dans une conformation tournée vers l'intérieur. Ceci entraine un changement de la
conformation de MurJ en une conformation tournée vers l'extérieur, retournant ainsi le lipide II vers la
surface extracytoplasmique (Kuk et al., 2017). La dépolarisation membranaire verrouille MurJ dans la
conformation tournée vers l'extérieur et bloque ainsi le transport du lipide II (Rubino et al., 2018).

Enfin, des expériences chez des mutants a Gram positif de B. subtilis dépourvus de membres de la
famille MOP ont permis de mettre en évidence une protéine non-MOP qui n’avait pas été caractérisée
auparavant, Amj, possédant également une activité flippase (Meeske et al., 2015). Apres identification
de Amj par Tn-seq, les auteurs ont découvert que les cellules dépourvues de Amj et MurJ présentaient
des défauts de forme et lysaient. De plus, Amj est capable de remplacer MurJ fonctionnellement. Amj,
présente dans un sous-ensemble de bactéries a Gram négatif et & Gram positif, serait le membre

fondateur d'une nouvelle famille de flippases.
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Figure 3. Etapes cytoplasmiques de la synthése du peptidoglycane d’une bactérie 3 Gram négatif.
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 C55 lié par une liaison pyrophosphate, est

transloqué jusqu’au périplasme ou a lieu la polymérisation du peptidoglycane.

3. Polymérisation

Une fois transloqué du coté périplasmique, le lipide II sert de substrat pour les étapes finales de
polymérisation du peptidoglycane qui impliquent deux activités enzymatiques: une activité
transglycosylase ou GTase pour la polymérisation des chaines glycanes et une activité transpeptidase
ou TPase pour la formation de ponts qui relient les tiges peptidiques portées par des chaines glycanes
adjacentes (Figure 4). La transglycosylation peut se dérouler indépendamment de la transpeptidation
mais la transpeptidation ne se produit pas sans transglycosylation préalable ou simultanée, ce qui

suggere que la polymérisation du peptidoglycane débute par l'allongement des chaines glycanes [pour
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une revue, voir (Heijenoort, 2001)]. Ces fonctions sont exercées par des enzymes monofonctionnelles

et/ou des enzymes bifonctionnelles interagissant entre elles.

Transglycosylation

La polymérisation du peptidoglycane débute par 1’addition successive de sous-unités GIcNAc-
MurNAc-pentapeptide, portées par le lipide II, sur une chaine glycane en croissance. Cette réaction
aboutit a la formation de nouvelles liaisons B-1—4 et entraine de facon concomitante la libération du
Css-PP, recyclé par la suite en Css-P et transporté vers I’intérieur de la cellule. L’élongation de la chaine
glycane en croissance est interrompue par les transglycosylases lytiques qui peuvent cliver la liaison
entre le MurNAc et le GIcNAc, ou entre le MurNAc et le lipide II, entrainant la formation d’un résidu
anhydro-MurNAc a I’extrémité réductrice de la chalne glycane.

La réaction de transglycosylation est catalysée par le domaine glycosyltransférase des Protéines de
Liaison a la Pénicilline (PLP), nommées ainsi car elles sont la cible de cet antibiotique [pour une revue,
voir (Sauvage et al., 2008)]. Ces polymérases du peptidoglycane ont une structure modulaire et sont
classées en fonction de leur activité. Le premier groupe comprend les PLP de haute masse moléculaire
(HMM PLP), qui sont des enzymes bifonctionnelles. Leur domaine C-terminal posséde une activité D,D-
transpeptidase et leur domaine N-terminal posséde soit une activité glycosyltransférase (PLP de classe
A), soit un réle dans la morphogénése (PLP de classe B).

Plus récemment, une activité GTase a été décrite pour la famille des protéines SEDS, et plus
particulierement pour FtsW et RodA (Henrichfreise et al., 2016). Précédemment étudiées pour leur role
dans la translocation du lipide II a travers la membrane cytoplasmique, elles sont désormais étudiées
dans le processus de polymérisation du peptidoglycane. Ces protéines fonctionneraient en tandem avec
les PLP de classe B lors de I’élongation ou de la division cellulaire (Sjodt et al., 2020; Taguchi et al.,
2019).

Transpeptidation

La réaction de transglycosylation est suivie par une réaction de transpeptidation qui permet la
formation d’une liaison amide, reliant classiquement le résidu D-Ala en position 4 d’un pentapeptide
donneur d’acyl a I’acide diaminé en position 3 d’un peptide accepteur d’acyl. L’énergie nécessaire a la
formation de cette nouvelle liaison peptidique est fournie par la rupture de la liaison D-Ala*-D-Ala® du
pentapeptide donneur.

Ces ponts peptidiques, appelés ponts de type 4—3, sont synthétisés par les PLP en deux étapes.
Dans un premier temps, la formation d’un acyl-enzyme entre la sérine catalytique des PLP et la fonction

carbonyle du résidu D-Ala en position 4 du pentapeptide donneur entraine le départ du résidu D-Ala en
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position 5. L’acyl-enzyme est ensuite attaqué par la fonction amine du peptide accepteur, ce qui aboutit
a la formation d’une nouvelle liaison amide. Cette réaction est catalysée par le domaine D,D-

transpeptidase des PLP.

D’autres protéines intervenant dans la réticulation du peptidoglycane ont également été identifiées
(Mainardi et al., 2000, 2005). Les L,D-transpeptidases (LDT) synthétisent des ponts peptidiques de type
3—3 qui relient le résidu en position 3 de la tige peptidique donneuse d’acyle au résidu en position 3 de
la tige acceptrice d’acyle. Comme décrit précédemment, les D,D-transpeptidases classiques appartenant
a la famille des PLP catalysent la formation de ponts de type 4—3 reliant le résidu en position 4 de la
tige peptidique donneuse d’acyle au résidu en position 3 de la tige acceptrice d’acyle. Les
transpeptidases sont nommeées d’apres la configuration des acides aminés qui bordent la liaison clivée
au niveau de la tige peptidique donneuse d’acyle : D-Ala*-D-Ala’ pour les D,D-transpeptidases
appartenant a la famille des PLP et L-Lys*-D-Ala* pour les L,D-transpeptidases.

Le mécanisme catalytique de la famille des LDT est similaire a celui des PLP mais ici, le donneur
d’acyle est un tétrapeptide produit par ’hydrolyse de la D-Ala en position 5 d’un pentapeptide par une
D,D-carboxypeptidase. Les L,D-transpeptidases ne sont pas apparentées aux PLP d’un point de vue
structural et le résidu catalytique impliqué dans la formation de I’acyl-enzyme n’est pas une sérine mais
une cystéine. Alors que la formation des ponts de type 4—3 par les PLP est en général inhibée par tous
les antibiotiques de la famille des P-lactamines, la formation des ponts de type 3—3 par les L,D-

transpeptidases est efficacement inhibée par une seule classe de B-lactamines, les carbapéneémes.
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Figure 4. Etapes périplasmiques de la synthése du peptidoglycane d’une bactérie 3 Gram négatif.

Dans le périplasme, les chaines glycanes sont formées par les glycosyltransférases qui catalysent la formation de
liaisons glycosidiques B-1,4 (rouge) entre le GlcNAc d’une molécule de lipide II et le MurNAc d’une chaine
glycane en cours d’expansion. La formation de cette liaison libére le transporteur C55-PP qui est recyclé en C55-
P puis transloqué dans le cytoplasme. Les nouvelles chaines glycanes sont incorporées dans le 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, fléche verte) ou reliant deux résidus en position 3 (ponts 3—3
catalysés par les L.D-transpeptidases, fléche bleue). Css-P : undécaprényl phosphate ; Css-PP : undécaprényl

pyrophosphate.

a) Les protéines de liaison a la pénicilline

Classification et structure des PLP

Les protéines de liaison a la pénicilline sont appelées ainsi parce qu'elles ont été identifiées grace a
leur capacité a se lier de maniére covalente a la pénicilline, le premier membre de la famille des f-
lactamines (Tipper and Strominger, 1965; Wise and Park, 1965). Les bactéries posseédent un nombre
variable de PLP. Les PLP sont classées en deux grands groupes : les PLP de haut poids moléculaire, qui
comprennent les PLP de classe A et B (PLPa et PLPb) et les PLB de bas poids moléculaire, souvent
regroupées sous le terme de PLP de classe C (PLPc) [pour une revue, voir (Sauvage et al., 2008)].

Historiquement, pour chaque espéce, les PLP ont été identifiées apreés réaction d’extraits

membranaires avec de la pénicilline radiomarquée et séparation par gel SDS-PAGE. Elles ont alors été
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numérotées en fonction de leur mobilité électrophorétique relative (Spratt and Pardee, 1975). Cette
classification peut porter a confusion, la numérotation des PLP orthologues variant d’un organisme a un
autre.

Les PLP de haut poids moléculaire sont des PLP multimodulaires directement impliquées dans la
polymérisation du peptidoglycane. Ces PLP sont des molécules associées a la membrane cytoplasmique
qui présentent une courte région cytoplasmique a leur extrémité N-terminale suivie d’un segment
transmembranaire [pour une revue, voir (Macheboeuf et al., 2006)]. Leur extrémité C-terminale porte
un domaine transpeptidase qui catalyse la formation d’une liaison entre deux chaines glycanes
adjacentes par la formation des ponts de type 4—3. Selon la structure et l'activité catalytique de leur
domaine en N-terminal, ces enzymes appartiennent soit a la classe A, soit a la classe B des PLP. Chez
les PLP de classe A, I’extrémité N-terminale porte un domaine glycosyltransférase qui catalyse
I'élongation des chaines glycanes non réticulées. Chez les PLP de classe B, le domaine en N-terminal
jouerait un role dans la morphogenese cellulaire en interagissant avec d'autres protéines impliquées dans
le cycle cellulaire. Des domaines additionnels peuvent étre présents comme les domaines de fixation
aux lipoprotéines LpoA et LpoB chez les PLP de classe A de E. coli.

Les PLP de bas poids moléculaire présentent une activité D,D-carboxypeptidase, clivant la liaison
D-Ala*-D-Ala’ de la tige pentapeptidique pour générer un tétrapeptide, ou une activité endopeptidase

qui permet de couper les ponts formés par transpeptidation.

Le site catalytique des PLP présente trois motifs conservés : SxxK, SxN et KTG(T/S) (ou x désigne
un résidu variable) (Goffin and Ghuysen, 1998). La sérine du motif SxxK est le résidu catalytique
essentiel pour I’activité enzymatique. Les deux autres motifs forment les parois de la cavité catalytique.
L’agencement tridimensionnel de ces trois motifs les uns par rapport aux autres définit le site actif

caractéristique des D,D-transpeptidases et D,D-carboxypeptidases.

L’exemple de la structure de la PLP1b de E. coli, récemment résolue par cryo-microscopie

¢électronique sous sa forme apo, est présenté dans la Figure 5.
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Figure 5. Structure de la PLP1b de E. coli obtenue par cryo-microscopie électronique.
(A) Structure de la PLP1b de E. coli (PDB 7LQ6). La PLP1b est colorée en arc-en-ciel de I’extrémité N-terminale

(bleue) a I’extrémité C-terminale (rouge). Le rond bleu permet de voir I’architecture du site actif de la PLP1b plus
en détails. Les atomes d’azote sont colorés en bleu, les atomes d’oxygene sont colorés en rouge et les atomes de

soufre sont colorés en jaune. Les trois motifs conservés SxxK, SxN et KTG(T/S) sont encadrés en noir. Le motif
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SxxK comporte le nucléophile (Ser’'® écrit en rouge) et la base nécessaire 4 son activation (Lys>'?). Le motif SXN

est impliqué dans la protonation du groupement amine partant, et le motif KTG(T/S) est impliqué dans la liaison
au substrat. (B) Carte de densité de microscopie électronique de la PLP1b de E. coli (EMD-23482). Le domaine
GTase N-terminal est coloré en vert, le domaine TPase C-terminal est coloré en rouge et le domaine UB2H central
est coloré en bleu. UB2H assure la liaison entre LpoB et la PLP1b.

[Adaptée de (Caveney et al., 2021)]

Mécanisme catalytique des PLP

Le mécanisme catalytique des PLP comprend deux étapes (Figure 6) :

(1) Lors de la premiére étape, commune a toutes les PLP, le groupement hydroxyle de la sérine
catalytique attaque le groupement carbonyle de la liaison peptidique D-Ala*-D-Ala® d’un
donneur d’acyle pentapeptidique. Cette attaque nucléophile aboutit a la formation d’une
liaison ester entre le groupement carbonyle de la D-Ala* et 1’oxygéne porté par le carbone B
de la sérine. La formation de cet adduit covalent, appelé acyl-enzyme, s’accompagne de la
libération de la D-Ala’.

(i1) La seconde étape différe en fonction des PLP. Elle permet la formation d’un pont

interpeptidique (D,D-transpeptidation, chez les PLP de classes A et B) ou I’hydrolyse de
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I’acyl-enzyme (D,D-carboxypeptidation, chez les PLP de classe C). 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 acceptrice d’acyle. Cette réaction libére 1’enzyme et entraine la
formation d’un pont interpeptidique de type 4—3 reliant la D-Ala* du donneur au résidu en
position 3 de I’accepteur. Dans le cas de la D,D-carboxypeptidation, la liaison ester de 1’acyl-
enzyme est hydrolysée par une molécule d’eau, ce qui libére 1’enzyme et la tige

tétrapeptidique.

HzN -
C—NH

Accepteur

Dimeére relié par un pont 4— 3

1
/ o=¢
Donneur O
¢ Pentapeptide
H,O
Acylenzyme

Disaccharide-tétrapeptide

Figure 6. Réactions de D,D-transpeptidation et D,D-carboxypeptidation catalysées par les PLP.

L’attaque nucléophile de la sérine catalytique de la PLP sur la liaison amide reliant la D-Ala* a la D-Ala’ d’une tige
pentapeptidique donneuse entraine la formation d’un acyl-enzyme reliant la sérine catalytique de la PLP a la D-
Ala* de la tige donneuse par une liaison ester et la libération de la bD-Ala®. Deux cas de figure sont représentés ici
pour la deuxiéme étape : en haut (réaction A), le groupement amine du résidu en position 3 d’une tige acceptrice
attaque la liaison ester et forme un dimére relié par un pont de type 4—3 (D,D-transpeptidation) ; en bas (réaction

B), une molécule d’eau attaque la liaison ester et libére ’enzyme et la tige tétrapeptide (D,b-carboxypeptidation).

Les PLP de E. coli et de P. aeruginosa

La plupart des bactéries produisent plusieurs PLP de classe A, B et C aux fonctions partiellement
redondantes. E. coli posseéde douze PLP : trois PLP de classe A (PLPla, PLP1b et PLP1c, encodées
respectivement par les génes mrcA ou ponA, mreB ou ponB et pbpC), deux PLP de classe B (PLP2 et
PLP3, encodées respectivement par les genes mrdA et fisI) et sept PLP de classe C (PLP4, PLP4b, PLPS5,
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PLP6a, PLP6b, PLP7 et AmpH, encodées respectivement par les génes dacB, yfeW, dacA, dacC, dacD,
pbpG et ampH).

Chez P. aeruginosa, on dénombre pour le moment huit PLP : deux PLP de classe A (PLPla et
PLP1b, encodées respectivement par les génes pond et ponB/mrcB), trois PLP de classe B (PLP2, PLP3
et PLP3a/3x, encodées respectivement par les génes pbpA, fstl/pbpB et pbp(C) et trois PLP de classe C
(PLP4, PLP5/6 et PLP7, encodées respectivement par les geénes dacB, dacC et pbpG). Les homologies

entre les PLP de E. coli et de P. aeruginosa sont présentées dans le Tableau 1.

PLPde Genede ¥ Gene »
Classe . . correspondante correspondant Référence

E. coli E. coli . .

chez P. aeruginosa chez P. aeruginosa

A la ponA/mrcA  la ponA (Handfield et al., 1997)
A 1b ponB/mrcB  1b ponB/mrcB (Nakagawa et al., 1984)
A Ic pbpC Absente NA
B 2 pbpA 2 pbpA (Legaree et al., 2007)
B 3 fstl 3 fstl/pbpB (Liao and Hancock, 1997a)
B Absente 3a/3x (homologue) pbpC (Liao and Hancock, 1997b)
C 4 dacB 4 dacB (Korat et al., 1991)
C 4b yfeW Absente NA
C 5 dacA 5/6 dacC (Noguchi et al., 1979)
C 6 dacC Absente NA
C 6b dacD Absente NA
C 7 pbpG 7 pbpG (Song et al., 1998)
C AmpH  AmpH Absente NA

Tableau 1. Classification des PLP de E. coli et correspondance chez P. aeruginosa.
[Adapté de (Farra et al., 2008)]

b) Les L,D-transpeptidases

Les ponts de type 4—3 synthétisés par les PLP ne sont pas les seuls ponts retrouvés dans le
peptidoglycane [pour une revue, voir (Aliashkevich and Cava, 2022)]. Des ponts de type 3—3 ont été
détectés a la fin des années 1960 dans le peptidoglycane de E. coli (Schwarz et al., 1969) et les enzymes
responsables de leur formation, appelées L,D-transpeptidases, ont été identifiées au début des années
2000 par le laboratoire d’accueil (Mainardi et al., 2000, 2005). Les LDT sont des enzymes a cystéine
active, structurellement non apparentées aux PLP, avec une spécificité de substrat et une sensibilité¢ aux
B-lactamines différentes.

Le peptidoglycane de E. coli contient environ 6 % de ponts de type 3—3 en phase exponentielle de
croissance et 13 % en phase stationnaire (Blasco et al., 1988; Glauner et al., 1988; Pisabarro et al.,
1985). Cette proportion peut atteindre 60 a 80 % chez Clostridioides difficile, Mycobacterium abscessus
et Mycobacterium tuberculosis (Lavollay et al., 2008, 2011; Peltier et al., 2011). L’étude du role

physiologique des LDT constitue un domaine de recherche important sur lequel de nombreux
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scientifiques se penchent, notamment pour 1’identification de nouvelles cibles thérapeutiques dans la

lutte contre la résistance aux antibiotiques.

Découverte et identification des LDT

Le role des LDT dans la résistance aux antibiotiques a été caractérisé pour la premiere fois chez un
mutant de E. faecium hautement résistant a 1’ampicilline sélectionné in vitro (Mainardi ef al., 2000).
L’objectif initial était alors d’identifier les mutations conférant une résistance a 1’ampicilline chez la
bactérie a Gram positif E. faecium. La souche de départ, appelée D344S et trés sensible a I'ampicilline,
dérivait de E. faecium D344 par une délétion spontanée comprenant le géne codant pour la PLPS. Cette
souche avait été choisie pour éviter de sélectionner des mutants résistants a l'ampicilline a cause de
diverses altérations de la PLP5. Apres cinq étapes de sélection consécutives sur des milieux contenant
des concentrations croissantes d’ampicilline, un mutant hautement résistant appelé M512 a été isolé.
Alors que la concentration minimale inhibitrice (CMI) de 1I’ampicilline était de 0,06 pg/ml pour D344S,
elle était au moins 30 000 fois supérieure chez M512 (>2000 pg/ml). L analyse de la composition du
peptidoglycane des deux souches par Chromatographie en Phase Liquide & Haute Performance (ou High
Performance Liquid Chromatography, HPLC) couplée a la spectrométrie de masse (ou Mass
Spectrometry, MS) a révélé que la totalité des ponts de type 4—3 (entre la D-Ala* et D-iAsn-L-Lys®) de
la souche sensible D344S étaient remplacés par des ponts de type 3—3 (entre la L-Lys® et D-iAsn—L-
Lys®) chez le mutant résistant M512. En paralléle, I’analyse du peptidoglycane des mutants M1, M2,
M3 et M4 issus des quatre premieres étapes de sélection (avant la sélection de M512) a permis de révéler
la corrélation entre I’augmentation de la résistance a I’ampicilline et le remplacement progressif des
ponts de type 4—3 par des ponts de type 3—3 (Tableau 2) (Mainardi et al., 2002). Cette étude a permis
de mettre en évidence le contournement de [’activité transpeptidase des PLP par les LDT insensibles

aux [-lactamines, conférant ainsi au mutant M512 une résistance a I’ampicilline.

Concentration CMI de Proportion

Souche  d’ampicilline P’ampicilline des ponts de
(mg/ml) (mg/ml) type 3—3 (%)

D344S 0,03 0,06 25
M1 0,12 0,5 64
M2 0,25 1 67
M3 0,5 2 73
M4 0,5 128 82
M512 1000 >2000 100

Tableau 2. Proportion des ponts de type 3—3 et CMI de I’ampicilline chez les mutants de D344S.
[Adapté de (Mainardi et al., 2002)]
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L’enzyme responsable de la formation des ponts de type 3—3 chez le mutant M512 a été identifiée
grace a un essai enzymatique radioactif en utilisant un extrait brut de M512 et deux substrats : un
analogue synthétique du substrat (Ac’-L-Lys-D-Ala) imitant I'extrémité C-terminale du donneur
tétrapeptidique et la ['*C]D-Ala (Mainardi et al., 2005). L'enzyme a catalysé 1'échange du résidu D-Ala
terminal non radioactif de I'analogue du substrat par la ['*C]D-Ala radioactive. Le produit, Ac*~L-Lys—
[*C]D-Ala, a été identifié par HPLC couplée a un radio-détecteur. La purification partielle de la L.D-
transpeptidase de E. faecium, appelée Ldtmm, a donné acces a la séquence N-terminale de la protéine,
permettant ainsi d’identifier le géne codant pour Ldtm, dans le génome de E. faecium. La surexpression
de ce géne chez E. coli a alors permis de purifier I’enzyme en quantités suffisamment importantes pour
la réalisation d’études fonctionnelles et structurales. Ldtm, s’est avérée étre sélectivement active sur les
tétrapeptides se terminant par D-Ala, et aucune activité n’a été détectée avec le substrat pentapeptidique
des PLP. La substitution de D-Lys® par D-iAsn sur la tige peptidique acceptrice d’acyle s’est également
avérée essentielle, Ldtm, étant capable de catalyser des réactions utilisant des peptides ne portant pas de

2 hautement

chaines latérales comme donneurs mais pas comme accepteurs. Enfin, le résidu Cys
conserve a été identifié comme étant le résidu catalytique de Ldtmm, aucune activité n’ayant été détectée
avec un mutant C442A. De plus, ’acylation de Ldts, par le méropénéme se produit sur le résidu C**2.
Ldts, est donc le premier représentant caractérisé¢ d'une nouvelle famille d'enzymes qui ne présente pas
de similarité avec les PLP classiques, tant en termes de sélectivité du substrat (tétrapeptidique pour

Ldtsm, pentapetidique pour les PLP) que de résidu catalytique (Cys pour Ldtsm, Ser pour les PLP).

Structure des LDT

Les études structurales des LDT provenant de diverses bactéries ont permis de révéler une
architecture non apparentée a celle des PLP (Biarrotte-Sorin ef al., 2006; Both ef al., 2013; Correale et
al., 2013; Caveney et al., 2019). Les LDT se présentent sous forme monomérique et sont composées
d’un domaine catalytique C-terminal et d’un domaine non catalytique N-terminal, souvent connecté a
un segment transmembranaire. Le domaine C-terminal est un domaine « YkuD », nomm¢ ainsi pour sa
ressemblance avec la L,D-transpeptidase putative YkuD de B. substilis, premiere structure cristalline
d’une LDT publiée (Bielnicki et al., 2005). Ce domaine contient des résidus conservés impliqués dans
le mécanisme catalytique des LDT. Le domaine N-terminal assurerait quant a lui un positionnement
optimal du domaine transpeptidase sur la couche de peptidoglycane en 1’espacant de la membrane
cytoplasmique. Ce domaine pourrait également étre impliqué dans les interactions avec le
peptidoglycane. L’architecture globale des LDT et le nombre de domaines varie en fonction des especes
bactériennes (Figure 7).

La taille et le nombre de domaines des LDT d’une méme bactérie peuvent également varier. Chez

M. tuberculosis, Ldtmu et Ldtws sont plus petites que Ldtme et Ldtmis qui possedent un domaine
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supplémentaire de type immunoglobuline appelé BlgA. Ce domaine pourrait jouer un role de piédestal
servant a rapprocher le site catalytique des LDT fixées a la membrane cytoplasmique de leurs substrats

situés dans les différentes couches du peptidoglycane (Figure 7).

Gram négatif Gram positif

Capsule

Membrane externe

Membrane cytoplasmique

Figure 7. Diversité structurale des LDT.
YcbB (PDB 6NTW) est une LDT soluble dans le périplasme de E. coli (fond bleu). Ldtmu (PDB 5ESL) et Ldtme

(PDB 5DU7) sont des lipoprotéines retrouvées chez M. tuberculosis (fond jaune). Ldtim (PDB 1ZAT) est ancrée a
la membrane de E. faecium (fond rouge).

[Adaptée de (Caveney et al., 2019)]

La structure de YcbB de E. coli, aussi appelée LdtD, acylée avec le méropéneéme a été résolue en
2019 (Caveney et al., 2019). YcbB est constituée du domaine catalytique L,D-transpeptidase canonique,
comprenant le motif conservé [S/T|xGCh[R/N] (ou x désigne un résidu variable et h un résidu
hydrophobe), avec 1’ajout notable d’un sous-domaine flexible de « coiffage » du substrat. L architecture
de ce sous-domaine varie dans les structures de LDT résolues a ce jour, d’une simple boucle pour YkuD
de B. substillis & de grandes boucles comprenant jusqu’a 19 résidus pour la Ldtsw, de E. faecium. On
retrouve également un domaine de liaison au peptidoglycane entre les domaines N-ter et C-ter et un
domaine ‘scaffold’ potentiellement impliqué dans des interactions avec la PLP5 et la PLP1b, partenaires
connus de YcbB (Hugonnet ef al., 2016). Contrairement aux LDT des bactéries & Gram positif ou des
mycobactéries, YcbB ne posséde ni attache transmembranaire ni lipidation N-terminale mais pourrait
étre adressée au périplasme a 1’aide d’une séquence de signalisation dépendante de la voie Sec, ensuite
clivée pour libérer YcbB soluble. La structure de 1’adduit covalent formé par acylation de YcbB par le

méropéneme est décrite en détails dans la Figure 8.
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Figure 8. Structure de I’adduit covalent formé par acylation de YcbB par le méropéneéme.

(A) Structure crystalline de I’adduit covalent formé par acylation de YcbB par le méropénéme (PDP 6NTW).
YcbB est colorée en arc-en-ciel de I’extrémité N-terminale (bleue) a I’extrémité C-terminale (rouge). Le
méropénéme est coloré en noir, et par hétéroatome. Le rond bleu permet de voir ’architecture du site actif de
YcbB plus en détails. La cystéine catalytique (Cys>?®), ici acylée par le méropénéme coloré en noir, est située a
proximité de I’histidine conservée (His>”). Les atomes d’azote sont colorés en bleu, les atomes d’oxygéne sont
colorés en rouge et les atomes de soufre sont colorés en jaune. La distance entre le N* (azote ne position 3) de la
base His*” et le soufre du nucléophile Cys>?® acylé est de 4,2 A. La fonction carbonyle de la chaine principale de
I’ Asp®'? est situé prés du N* (azote en position 1) de His*® (a une distance de 2,7A), formant une liaison hydrogéne
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stabilisante et modulant potentiellement le pKa de His’” pour améliorer son réle de base générale. MEM,

méropénéme. (B) Diagramme topologique de 1’adduit covalent formé par acylation de YcbB par le méropénéme.
La coloration utilisée est la méme que pour la représentation en (A). Les différents domaines sont annotés et

entourés en gris.

[(A) Adaptée de (Caveney et al., 2019) ; (B) extraite de (Caveney ef al., 2019)]

Résistance aux [-lactamines médiée par les LDT

Comme décrit dans les sections précédentes, les premicres études sur les LDT ont permis de voir
que celles-ci conféraient un haut niveau de résistance a 1’ampicilline (une B-lactamine de la classe des
pénames) dans les différents mutants de E. faecium. Les études structurales ont montré qu’elles n’étaient
pas structurellement apparentées aux PLP et ne possédaient aucun des motifs conservés de ces derniéres.

On a d’abord pensé que les LDT n’étaient pas inactivées par les B-lactamines, contrairement aux PLP.
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Des études ultérieures ont cependant montré que les LDT étaient efficacement inhibées par une seule
classe de B-lactamine, les carbapénémes et pourraient donc favoriser la résistance aux [-lactamines
(Mainardi et al., 2007; Triboulet et al., 2013). Enfin, il faut noter que les LDT sont inhibées par les ions
cuivre (Cu®") (Peters et al., 2018) ainsi que par les inhibiteurs de p-lactamase appartenant a la famille
des diazabicyclooctane (DBO) (Edoo et al., 2018) qui se lient a la cystéine catalytique de E. coli et de

E. faecium.

L’absence d’inhibition des LDT par la plupart des B-lactamines indique que ces enzymes pourraient
favoriser 1’émergence de résistances a ces antibiotiques. C’est le cas du mutant de E. faecium M512,
dans laquelle ’essentialité des PLP peut étre contournée par Ldts, insensible a I’ampicilline (Tableau 2)
(Mainardi et al,, 2000). Cette résistance nécessite également [’activit¢é d’une métallo-D,D-
carboxypeptidase cytoplasmique DdcY, homologue de VanY impliqué dans la résistance a la
vancomycine chez les entérocoques (Arthur et al., 1999) et codé par le géne ddcY. En clivant la D-Ala
terminale dans un UDP-MurNAc-pentapeptide, DdcY fournit le précurseur tétrapeptidique substrat des
LDT (Sacco et al., 2010). Cette D,D-carboxypeptidase est silencieuse dans la souche parentale D344S
et son expression est contrélée par un systeme a deux composants appelé DdcR (régulateur) / DdcS
(senseur). La surproduction de DdcY dans le mutant M512 est liée a la substitution T161A dans le
senseur DdcS qui abolit son activité phosphatase. L’augmentation de I’activité D,D-carboxypeptidase
est nécessaire mais pas suffisante pour le contournement des PLP par Ldtsm, I’expression ectopique de
ddcY ne conférant pas la résistance a I’ampicilline a la souche parentale et augmentant méme le niveau
de résistance chez le mutant M1. Or, M1 posséde une mutation dans un opéron comprenant les génes
stpA, qui code pour une sérine-thréonine protéine phosphatase, et stk4, qui code pour une sérine-
thréonine protéine kinase. Cette mutation inactive la phosphatase StpA, induisant une
hyperphosphorylation de plusieurs protéines par StkA (Sacco et al., 2014). La résistance aux -
lactamines médiée par le contournement des PLP par Ldtw, chez E. faecium nécessite donc deux facteurs
essentiels : (i) la surproduction de la D,D-carboxypeptidase DdcY, qui fournit le substrat tétrapeptidique

de Ldtsm, et (i1) une hyperphosphorylation de certaines protéines par la kinase StkA (Sacco et al., 2015).

Dans une étude publiée en 2016, le laboratoire d’accueil a montré que la résistance aux -lactamines
médiée par les LDT était également possible chez E. coli (Hugonnet et al., 2016). Ces travaux ont permis
d’observer que la surexpression de ychB n’était pas suffisante pour conférer une résistance aux [-
lactamines et que, comme chez E. faecium, des facteurs supplémentaires étaient nécessaires pour activer
le mécanisme de résistance. L.’étude a montré que la surproduction de I’alarmone (p)ppGpp (guanosine
5’- [di/tri]phosphate 3’-diphosphate) par I’enzyme RelA était également nécessaire pour la résistance
aux [-lactamines. La syntheése du (p)ppGpp est déclenchée par les bactéries qui rencontrent des
conditions environnementales limitant leur croissance, entrainant une cascade d’événements complexe

appelée réponse stringente. Le role du p(pp)Gpp dans ’expression de la résistance aux B-lactamines
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médiée par YcbB est en cours d’étude au laboratoire. La résistance aux B-lactamines médiée par le
contournement des PLP par YcbB chez E. coli nécessite donc deux facteurs essentiels : (i) la
surproduction de YcbB et (ii) une surproduction de 1’alarmone (p)ppGpp. Cette surproduction est due a
des mutations qui induisent la réponse stringente en provoquant une accumulation d’ ARNt non-charggés,
elle-méme liée a une activité diminuée des aminoacyl-tRNA synthétase tel que I1eRS.

Les auteurs ont ensuite recherché les partenaires fonctionnels de YcbB dans la synthése du
peptidoglycane. Pour cela, ils ont sélectionné des mutants résistants a I’ampicilline en surexprimant
ycbB dans différentes souches portant la délétion d’un géne codant pour un partenaire potentiel de YcbB.
Ils ont alors observé que I’apparition de mutants résistants a [’ampicilline n’était pas possible en
I’absence de la PLPS5, de la PLP1b et de sa lipoprotéine associée, LpoB. De plus, il a été démontré que
I’activité GTase et non I’activité TPase de la PLP1b était nécessaire pour I’activation du mécanisme de
résistance. Le modéle proposé suggere donc que la PLP1b synthétise de nouvelles chaines glycanes, que
les tiges pentapetidiques sont ensuite converties en tiges tétrapeptidiques par la PLP5, et que ces tiges
tétrapeptidiques sont utilisées comme substrats de YcbB qui relie les chaines glycanes entre elle en

formant des ponts entre les tiges peptidiques.

La comparaison des mécanismes de résistance aux [-lactamines par le contournement des PLP par
les LDT chez E. faecium et E. coli permet de relever plusieurs différences majeures. Chez E. faecium,
Ldts, est produite de fagon constitutive en quantité suffisante pour conférer une résistance, alors que
YcbB a besoin d’étre surproduite chez E. coli. A ’inverse, pour fournir les substrats tétrapeptidiques de
LDT, E. faecium a besoin de surproduire la D,D-carboxypeptidase cytoplasmique DdcY, alors que E.
coli utilise la D,D-carboxypeptidase périplasmique PLP5 constitutivement produite en quantité
suffisante. Enfin, les deux espéces ont besoin du déclenchement d’événements complémentaires pour
l'activation du mécanisme de résistance : une hyperphosphorylation des protéines chez E. faecium et
une hyperproduction de 1’alarmone (p)ppGpp chez E. coli. La résistance aux B-lactamines médiée par
le contournement des PLP par les LDT est donc possible dans des especes aussi €loignées que E. faecium
et E. coli, suggérant qu’un tel mécanisme de résistance pourrait également étre possible dans d’autres

especes bactériennes.

Diversité des fonctions associées aux LDT

Depuis la premiere caractérisation d'une LDT dans un mutant de E. faecium hautement résistant a
I'ampicilline sélectionné in vitro (Mainardi et al., 2000), de nombreux membres de la famille des LDT
ont été identifiés chez des bactéries a Gram positif, a Gram négatif ainsi que chez des mycobactéries.
Le nombre de LDT varie selon les espéces bactériennes, allant d’une seule chez Neisseria meningitidis

et H. pylori & 6 chez E. coli, 14 chez Agrobacterium tumefaciens et jusqu’a 21 chez Bradyrhizobium
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japonicum (Aliashkevich and Cava, 2022). Une grande diversité de fonctions a été associée a ces

enzymes, classées selon les trois types de réactions catalysées dans les sections suivantes.

Formation des ponts de type 3—3. Un premier groupe de LDT catalyse la formation de ponts de type
3—3 dans le peptidoglycane et comprend des enzymes aux fonctions physiologiques vari¢es. La

réaction de L,D-transpeptidation catalysée par ces LDT se déroule en deux étapes (Réaction A sur la

Figure 9) :

(1) Lors de la premiere étape, la cystéine catalytique attaque la liaison peptidique entre le
troisiéme résidu et la D-Ala* d’un donneur d’acyle tétrapeptidique, ce qui aboutit a la
formation d’une liaison thioester. La formation de cet adduit covalent, appelé acyl-enzyme,
s’accompagne de la libération de la D-Ala®.

(i1) La liaison thioester de 1’acyl-enzyme est ensuite attaquée par le groupement amine porté

par la chaine latérale du troisiéme résidu de la tige peptidique acceptrice d’acyle. Cette
réaction aboutit a la libération de 1’enzyme et a la formation d’un pont peptidique de type

3—3, reliant les résidus en position 3 du donneur d’acyle et de I’accepteur d’acyle.

Chez E. coli, cette fonction est assurée par deux LDT appelées YcbB et YnhG (renommées ensuite
LdtD et LdtE, respectivement) (Magnet et al., 2008).

YcbB est sous le controle du régulateur transcriptionnel CpxA/R du systéme a deux composants de
réponse a des stress de I’enveloppe Cpx (Delhaye et al., 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 et al., 2019). L’activation de CpxR augmente le niveau d’expression de ychB et la
quantité¢ de ponts de type 3—3 dans le peptidoglycane. YnhG est sous le controle d’un promoteur
reconnu par le facteur 6° (c°%, encodé par le géne rpoS) (Battesti et al., 2011). ¢° est un facteur sigma
alternatif de réponse a différents stress qui contrdle en particulier I’expression d’un grand nombre de
genes induits en phase stationnaire.

YcbB et YnhG ne sont pas essentielles pour la croissance de E. coli en laboratoire et leur absence
n’impacte pas la survie en phase stationnaire, dans des conditions de faible osmolarité ou en présence
de B-lactamines (Sanders and Pavelka, 2013). Le réle de YcbB et de YnhG dans ’homéostasie de
I’enveloppe est le sujet de nombreuses €tudes, et plusieurs d’entre elles tendent a leur attribuer une
fonction dans le contrdle de la taille des ouvertures dans le réseau du peptidoglycane. YnhG pourrait
ainsi jouer un rdle dans le contrdle de la taille de ces ouvertures en phase stationnaire, en adéquation
avec sa régulation dépendante de ¢°. YcbB pourrait permettre de combler ces ouvertures en réponse a
un stress de 1’enveloppe lorsque les machineries multiprotéiques se désassemblent, en adéquation avec
sa régulation dépendante de CpxA/R. Cette hypothése a été renforcée par une étude récente assignant

un role a YcbB lorsque le systéme d’export des LPS se désassemble (More¢ ef al., 2019). Les auteurs ont
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montré qu'une diminution de la quantité de la protéine LptC, impliquée dans le systéme d’export du
LPS, induit une augmentation de la quantité de ponts 3—3 dans le peptidoglycane. La déplétion en LptC
entraine 1’arrét de la croissance bactérienne, et la présence de YcbB est nécessaire pour empécher la lyse
des cellules. Les auteurs ont démontré que ce systeme de « sauvetage » de la lyse bactérienne par YcbB,
induite par un défaut de synthése des LPS, nécessite 1’activité D,D-carboxypeptidase de la PLP6a,

I’activité glycosyltransférase de la PLP1b ainsi que sa lipoprotéine associé¢e LpoB.

Chez Salmonella enterica serovar Typhi, une étude a démontré qu’une LDT jouait un réle clé dans
la sécrétion de la toxine typhoide, facteur de virulence essentiel (Geiger et al., 2018). La toxine est
produite dans le cytoplasme, exportée vers le périplasme et excrétée dans le milieu extérieur. Les auteurs
ont montré que la toxine devait passer a travers le peptidoglycane pour atteindre la membrane externe,
d’ou elle peut alors étre excrétée. Le passage de la toxine a travers le peptidoglycane fait intervenir la
LDT YcbB (homologue de E. coli) ainsi que la muramidase TtsA. Au niveau des poles 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 3—3 et coupe les chalnes glycanes du peptidoglycane
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. Ce role pourrait étre conservé dans

d’autres especes et étendu a d’autres membres de la famille des LDT.

Les LDT sont également particulierement importantes chez les bactéries du genre Mycobacterium.
Le peptidoglycane des mycobactéries pathogénes M. tuberculosis et M. abscessus et de la mycobactérie
modele non pathogeéne Mycobacterium smegmatis est majoritairement réticulé par des ponts de type
3—3 (60 a 80 % de la totalité¢ des ponts) (Lavollay et al., 2011, 2008; Rimal et al., 2022). Cinq LDT
ont été identifiées chez M. tuberculosis et chez M. abscessus (Ldtma a Ldtmis et Ldtmab: @ Ldtmabs,
respectivement), et six chez M. smegmatis (LdtABCEFG). Un mode¢le de synthese et de maturation du
peptidoglycane chez les mycobactéries a récemment été proposé (Baranowski et al., 2018; Garcia-
Heredia ef al., 2018). Les auteurs de ces études ont montré que 1’activité des LDT de M. smegmatis est
localisée le long de la paroi latérale de la bactérie et pas au niveau des pdles, ou se situe la synthése du
peptidoglycane chez les mycobactéries. En condition de faible osmolarité, 1’absence des LDT de M.
smegmatis entraine la formation de bourgeonnements sur la paroi latérale, suivie de la lyse d’une partie
de la population bactérienne. L.’endopeptidase DacB2 coupe les ponts de type 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 role physiologique de cette maturation n’est toujours pas
compris.

Ldtume est quant a elle nécessaire a la pathogénicité de M. tuberculosis. L ’infection de souris avec

un mutant de M. tuberculosis Aldtw n’entraine aucune mortalité jusqu’a 300 jours post-infection, contre
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100 % de mortalité & 150 jours avec la souche sauvage. Enfin, I’absence des LDT de M. smegmatis et
I’absence de Ldtmu et Ldtwe de M. tuberculosis entrainent une augmentation de la sensibilité aux [3-
lactamines (Schoonmaker et al., 2014). 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 hypothese, les carbapénémes, qui inhibent les PLP et
les LDT, sont des antibiotiques efficaces in vivo contre M. tuberculosis en association avec I’ampicilline

et I’acide clavulanique (Hugonnet et al., 2009; Diacon ef al., 2016).

Formation d’un lien covalent entre le peptidoglycane et la membrane externe. Un deuxiéme groupe
de LDT est spécialisé dans 'ancrage covalent des protéines au peptidoglycane (Réaction B sur la Figure
9).

Chez E. coli, trois LDT appelées ErfK, Ybis et YcfS (aussi appelées LdtA, LdtB et LdtC,
respectivement) ancrent la lipoprotéine de Braun, également appelée Lpp, au peptidoglycane (Braun
and Wolff, 1970; Magnet et al., 2007). La lipoprotéine de Braun est un composant spécifique de
I'enveloppe de la plupart des bactéries a Gram négatif. Insérée par sa partie lipidique dans la couche
interne de la membrane externe, elle joue un réle important dans la stabilisation de la paroi bactérienne.
La réaction catalysée par ces LDT est la méme que pour la formation des ponts de type 3—3, sauf pour
la deuxiéme étape ou la Lpp endosse le role d’acceptrice d’acyle (Figure 9). Le groupement amine de la
lysine C-terminale de la Lpp attaque 1’acyl-enzyme, permettant ainsi la formation d’un lien covalent
entre le peptidoglycane et la membrane externe [pour une revue sur la fixation covalente des protéines
au peptidoglycane, voir (Dramsi et al., 2008)]. ErfK, YbiS et YcfS jouent par conséquent un role
important dans la stabilité de I’enveloppe en assurant le seul lien covalent entre le peptidoglycane et la
membrane externe. Il a été démontré que leur absence déstabilisait la membrane externe (Sanders and
Pavelka, 2013).

Certaines espéces bactériennes comme Coxiella burnetii, A. tumefaciens, Legionella pneumophila,
ou encore Brucella abortus n'ont pas d'orthologues de la Lpp. Chez ces bactéries, il a été¢ démontré que
plusieurs protéines f-barrel de la membrane externe sont liées de maniére covalente au peptidoglycane
(Godessart et al., 2020; Sandoz et al., 2021). Chez le pathogéne intracellulaire C. burnetii, une des dix
LDT identifiées est impliquée dans 1’ancrage de ces protéines S-barrel appelées BbpA et BbpB au
peptidoglycane, ce qui stabilise la membrane externe de cette bactérie pendant la phase stationnaire de

croissance (Sandoz et al., 2021).

Hydrolyse de la liaison entre le peptidoglycane et la Lpp. Un troisiéme groupe de LDT comprend
des enzymes agissant comme des hydrolases (réaction C sur la Figure 9).

Chez E. coli, la sixieme LDT appelée YafK (aussi appelée LdtF, puis DpaA) possede aussi un
domaine YkuD qui la classe parmi les LDT bien que son activité L,D-transpeptidase n’ait jamais été

démontrée in vivo ou in vitro. Deux études récentes ont finalement montré que YafK ne posséde pas
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d’activité L,D-transpeptidase mais est une amidase particuliére qui coupe la liaison formée par ErfK,
YbiS ou YcfS reliant une tige tripeptidique a la Lpp (Bahadur et al., 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 mécillinam. Ce role d’hydrolase n’a pour
le moment pas été attribué a d’autres membres de la famille des LDT chez d’autres especes bactériennes.
Dans une autre étude plus ancienne, le criblage d'une bibliothéque de mutants obtenus par insertion
aléatoire de transposons avait permis de montrer il y a plusieurs années que YafK était nécessaire a la

formation de biofilms par une souche entéro-agrégative de E. coli (Sheikh et al., 2001).
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Figure 9. Trois grands types de réactions catalysées par les LDT.

L’attaque nucléophile de la cystéine catalytique de la LDT sur la liaison amide reliant le troisiéme et le quatrieme
résidu d’une tige donneuse d’acyle tétrapeptidique entraine la formation d’un acyl-enzyme et la libération de la D-
Ala*. Deux cas de figure sont représentés ici pour la deuxiéme étape : en haut (réaction A), le groupement amine
du résidu en position 3 d’une tige acceptrice attaque la liaison thioester de 1’acylenzyme pour former un dimere
relié par un pont de type 3—3 ; en bas (réaction B), le groupement amine de la lysine C-terminale de la Lpp peut
attaquer la liaison thioester de I’acylenzyme et ancrer la Lpp au peptidoglycane. D'autres membres de la famille

LDT peuvent hydrolyser la liaison amide tripeptide—Lpp (réaction C). Lpp, lipoprotéine ; AG, acide gras.
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En plus des trois grands types de réactions présentées dans les sections précédentes, certaines LDT
peuvent catalyser I'échange de la D-Ala* terminale des tiges tétrapeptidiques par la glycine et divers
acides aminés de conformation D (par exemple la D-Met) et D-2-hyroxy (par exemple le D-lactate)
(Mainardi et al., 2005). Cette réaction d'é¢change aboutit a l'incorporation d'acides aminés de
conformation D dans le peptidoglycane, ce qui entraine des effets toxiques. C’est le cas chez Vibrio
cholerae, ou LdtA catalyse la formation de ponts de type 3—3 et LdtB catalyse I’ancrage de la Lpp au
peptidoglycane. LdtA et LdtB sont également capables de remplacer la D-Ala* par un acide aminé de
conformation D dit « non-classique » (Cava et al., 2011). Les auteurs de 1’étude ont montré que ces LDT
pouvaient spécifiquement remplacer la D-Ala* par un résidu D-Met*. La D-Met est synthétisé¢ dans le
périplasme a partir de L-Met sous 1’action de la racémase périplasmique BsrV. L’absence de D-Met*
dans le peptidoglycane, obtenu par la double délétion de /dtA et IdtB ou par la simple délétion de bsrV,
entraine une accumulation anormale de peptidoglycane dans le périplasme qui augmente la sensibilité
des cellules aux stress osmotiques. Ces acides aminés non-classiques de conformation D incorporés par
les LDT sont donc importants pour la stabilité de ’enveloppe de V. cholerae.

Enfin, une autre étude chez Acinetobacter baumannii a identifié un membre hydrolytique de la
famille des LDT appelé ElsL jouant un rdle clé dans le recyclage du peptidoglycane (Dai et al., 2021).
L’absence de ElsL est associée a un certain nombre de phénotypes (perte de la forme des cellules,
altération de la croissance, hypersensibilité aux antibiotiques ciblant la paroi cellulaire septale,
augmentation de la proportion de ponts de type 3—3 et réduction de la réticulation globale). La plupart
de ces phénotypes sont aggravés par I’inactivation de I'enzyme nécessaire a la formation des ponts de
type 3—3 (Ldtap) ou dans des conditions de faible osmolarité, tandis qu'ils ne sont plus observés lors du
blocage du recyclage des muropeptides. Les auteurs ont proposé un modéle pour expliquer ces
observations. EIsL agirait comme une L,D-carboxypeptidase cytosolique qui coupe la D-Ala* des tiges
tétrapeptidiques provenant du turnover de 4. baumannii. Les phénotypes toxiques du mutant AelsL
seraient causés par 1’accumulation de tétrapeptides déléteres en 1'absence de ce traitement. Lorsqu'ils
sont incorporés dans le peptidoglycane en croissance, ces tétrapeptides ne peuvent pas étre utilisés
comme donneurs dans la formation de ponts de type 4—3 par les PLP qui utilisent des tiges
pentapeptidiques. Les LDT peuvent utiliser les tiges tétrapeptidiques, ce qui atténue probablement les

effets toxiques des tétrapeptides et explique 1’aggravation de la létalité du double mutant AelsL Aldtap.

4. Turnover et recyclage

Le peptidoglycane n’est pas une structure figée. Il s’agit au contraire d’une structure dynamique qui
subit de nombreuses modifications finement régulées tout au long du cycle cellulaire. Une hydrolyse du

peptidoglycane conduisant au relargage de nouvelles sous-unités est nécessaire pour introduire des
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nouveaux disaccharides-peptides dans le polymere en croissance. Ces modifications sont effectuées par
différents types d’hydrolases :

- le clivage des liaisons glycosidiques entre deux sous-unités est assuré par les glucosaminidases
(coupure des liaisons B-1—4 entre GIcNAc et MurNAc) et les muramidases (coupure des
liaisons 3-1—4, cette fois-ci entre MurNAc et GIcNAc), incluant les transglycosylases lytiques
(TL);

- le clivage de la liaison entre le MurNAc et la tige peptidique d’un disaccharide-peptide est
catalysé par des amidases ;

- le clivage des liaisons amides est assuré par plusieurs enzymes, en particulier des
« endopeptidases » qui clivent les liaisons formées par les transpeptidases et les
carboxypeptidases qui coupent le résidu en position C-terminal des tiges peptidiques. Il existe

également des « endopeptidases » spécifiques de chacune des liaisons des tiges peptidiques.

Les sous-unités de peptidoglycane peuvent emprunter deux voies distinctes et sont soit relarguées
dans le milieu extracellulaire soit réimportées dans le cytoplasme. Le « turnover », comme défini par
Jonhson et al., correspond au relargage de fragments de peptidoglycane par la cellule. Le transport des
fragments de peptidoglycane vers I’intérieur de la cellule en vue de leur réutilisation est appelé recyclage

(Johnson et al., 2013).

Le recyclage du peptidoglycane a accidentellement été découvert par Goodell et Schwarz en 1985
lors d'une étude sur le « turnover ». A 1'époque, des travaux avaient déja mis en évidence la perte de
muropeptides, et donc le renouvellement du peptidoglycane, chez des bacilles a Gram positif tels que
B. subtilis et Lactobacillus acidophilus, et des bactéries a Gram négatif comme Neisseria gonorrhoeae.
Lorsque Goodell et Schwarz ont réexaminé ce phénomene en utilisant du DAP radioactif chez E. coli,
ils ont noté une perte de 6 a 8 % de DAP dans le milieu de culture par génération. De plus, I’étude des
fragments contenant du DAP marqué dans le cytoplasme leur a permis de montrer qu’une grande partie
du DAP présent dans la paroi cellulaire était recyclée (Goodell and Schwarz, 1985). A partir des données
de cette expérience, Goodell a calculé qu’environ 45 % du peptidoglycane était recyclé par génération,

quand 6 a 8 % était libéré a I’extérieur de la cellule bactérienne (Goodell, 1985).

Lors de la premiére étape du remaniement du peptidoglycane, les transglycosylases lytiques, telles
que la protéine soluble SIt70 chez E. coli, coupent la liaison f1—4 entre le MurNAc et le GIcNAc
(Johnson et al., 2013). Lors de cette coupure, les TL catalysent également la formation d’une liaison
intramoléculaire 1,6-anhydro entre le C1 et le C6 du MurNAc. Les TL libérent donc dans le périplasme
des GIcNAc-MurNAc*™-peptides qui peuvent étre importés dans le cytoplasme par la perméase AmpG
pour étre recyclés. Une fois dans le cytoplasme, le résidu GIcNAc de ces anhydro-muropeptides est clivé

Anh

par ’enzyme NagZ. Le MurNAc""-peptide libéré est le substrat de ’amidase AmpD, qui coupe la
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liaison entre le tétrapeptide et le MurNAc*™. Pour la partie peptidique, 1’hydrolyse de la D-Ala en
position 4 du tétrapeptide par la L,D-carboxypeptidase LdcA permet de générer un tripeptide. Ce
tripeptide peut alors étre transféré en bloc sur I’'UDP-MurNAc par la Mur ligase Mpl et ainsi réintégrer
la voie de biosyntheése du peptidoglycane. Pour les monosaccharides, les enzymes AnmK, MurQ et

NagA permettent de convertir le MurNAc*™

en glucosamine-6-phosphate (GIcN-6-P). Une partie du
GlcN-6-P ainsi formé peut réintégrer la voie de biosynthese du peptidoglycane au niveau de la réaction
catalysée par GImM, impliquée dans les premicres étapes de la biosynthese du peptidoglycane décrites

précédemment.

Le recyclage, qui permet de capter et de réutiliser les fragments de peptidoglycane libérés, permet
aux bactéries de limiter le cotit énergétique lié au remodelage de leur peptidoglycane mais également de
limiter la présence de fragments de peptidoglycane dans le milieu extracellulaire, qui sont susceptibles

d’étre reconnus par les systémes de défense des hotes infectés.

5. Antibiotiques ciblant la synthese du peptidoglycane

Le peptidoglycane est un composant essentiel et spécifique de la paroi de la plupart des cellules
bactériennes. Sa voie de biosynthése est donc une cible privilégiée pour le développement

d'antibiotiques.

La fosfomycine et la D-cyclosérine sont des antibiotiques naturels qui ciblent la synthése des
précurseurs du peptidoglycane (Barreteau et al., 2008). La fosfomycine cible MurA, la premiere enzyme
de la voie de biosynthese du peptidoglycane, qui catalyse la formation d'UDP-GlcNAc-énolpyruvate,
précurseur de 'UDP-MurNAc. La D-cyclosérine agit comme un inhibiteur compétitif de deux enzymes,
Alr et Ddl, qui catalysent respectivement la formation de D-Ala par racémisation de L-Ala et la

condensation de deux molécules de D-Ala pour former un dipeptide (Prosser and de Carvalho, 2013).

La formation du précurseur lipidique est ciblée par la bacitracine, un mélange de polypeptides
cycliques naturels, qui séquestre le transporteur lipidique undécaprényl pyrophosphate (Css-PP) et
empéche ainsi sa déphosphorylation en undécaprényl phosphate (Css-P) (Stone and Strominger, 1971).
Le lipide II peut également étre séquestré par un certain nombre d'antibiotiques. Les glycopeptides,
comme la vancomycine, se lient a I'extrémité terminale D-Ala*-D-Ala’ de la tige pentapeptidique du
lipide II, inhibant ainsi les étapes de transglycosylation et de transpeptidation (Kahne ef al., 2005). La
nisine, un lantibiotique, a un double mode d'action puisqu'elle se lie a la fraction pyrophosphate du lipide

IT et qu'elle cible les molécules de lipide II pour former des pores dans la membrane cytoplasmique (Hsu
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et al., 2004). La ramoplanine est un glyco-depsipeptide cyclique, qui se lie a la partie pyrophosphate et
au MurNAc du lipide II (Hamburger ef al., 2009).

La moénomycine inhibe la polymérisation des brins glycanes mais n'est pas utilisée en clinique en

raison de ses mauvaises propriétés pharmacocinétiques (Ostash and Walker, 2010).

Les p-lactamines inactivent les transpeptidases responsables de la réticulation des chaines glycanes.

Ces antibiotiques sont décrits dans le chapitre suivant.

III. Les B-lactamines

1. Découverte

Les antibiotiques les plus fréquemment utilisés dans le traitement des infections bactériennes
appartiennent a la famille des p-lactamines [pour une revue, voir (Lima et al., 2020)]. La premiére [3-
lactamine a été identifiée par Alexander Fleming au début du siécle dernier. En 1928, il observe que
certaines boites de pétri oubliées dans son laboratoire au début de 1’été et inoculées avec des
staphylocoques sont contaminées par un champignon appelé Penicillium notatum. 11 remarque
également un halo transparent autour de la moisissure, indiquant une lyse des bactéries inoculées.
Trente-deux ans auparavant, le jeune médecin militaire francais Ernest Duchesne avait déja identifié¢ un
antagonisme entre les moisissures de Penicillum glaucum et les bactéries. Dans sa thése de médecine
datant de 1897, il expliquait avoir inoculé a des cobayes des cultures de microbes pathogenes
simultanément avec des cultures de moisissures, et avait établi que ces moisissures de Penicillium
glaucum pouvaient neutraliser la prolifération des bactéries, empécher le développement d'infections
bactériennes et assurer la survie des cobayes. Ses recherches ne furent cependant pas poursuivies malgré
ses souhaits et sa clairvoyance quant aux applications thérapeutiques possibles. Les constatations
d’Alexander Fleming ne sont donc pas totalement nouvelles, et il n’arrive pas a extraire la substance
responsable des effets observés. Il publie en 1932 les résultats complets de ses travaux. Howard Florey
et Ernst Boris Chain saisissent leur importance et réussissent a isoler en 1940 la substance responsable
de la lyse des bactéries en tres petite quantité. Ce nouvel antimicrobien, appelé « pénicilline » en
référence au genre Penicillium, montre une efficacité remarquable sur le pneumocoque chez la souris et
les premiers essais sur I’homme sont concluants. La pénicilline est cependant difficile a isoler et a
produire, et les médecins disposent de trop petites quantités pour que son usage se répande. La Grande-
Bretagne est alors en guerre et ne peut fournir un effort de recherche suffisant. Howard Florey se tourne
donc vers les Etats-Unis, ot une nouvelle levure est isolée. Appelée Penicillium chrysogenum, elle
produit deux cent fois plus de pénicilline que la levure de Fleming. La production industrielle est confiée

a plusieurs grands laboratoires pharmaceutiques et en 1941, les laboratoires Pfizer parviennent a
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produire la pénicilline en grandes quantités. Elle fait son entrée massive en Europe a la faveur du
débarquement en Normandie et devient l’antibiotique majeur, rapidement suivie par d’autres
antibiotiques découverts apres la guerre. La structure chimique de la pénicilline a été élucidée en 1943
par Robert Robinson (Figure 10). Le mode d'action des B-lactamines a été décrit environ quarante ans
apres la découverte de la pénicilline (Park and Strominger, 1957; Tipper and Strominger, 1965; Wise
and Park, 1965).

Fleming, Florey et Chain ont recu le prix Nobel de médecine en 1945 pour leurs travaux sur la
pénicilline. L’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS) estime que les antibiotiques ont accru la durée

de vie dans les pays occidentaux de plus de dix ans.

Figure 10. Structure de la pénicilline G.

Le noyau p-lactame commun a toutes les f-lactamines est coloré en rouge.

2. Mode d’action

Les P-lactamines sont des inhibiteurs suicides des Protéines de Liaison a la Pénicilline (PLP)
essentielles a la survie des bactéries. Les B-lactamines se substituent au substrat naturel des PLP et
forment un acyl-enzyme stable entre le groupement carbonyle de leur noyau B-lactame et la sérine
catalytique des PLP. La réactivité des B-lactamines avec les PLP provient en partie de leur ressemblance
structurale avec ’extrémité D-Ala*-D-Ala’ des tiges pentapeptidiques du peptidoglycane (Figure 11).

Contrairement a la réaction entre les PLP et leur substrat naturel dans laquelle I'enzyme est libérée
lors de la derniére étape, I'acylation de la sérine du site actif des PLP par les f-lactamines est stable, ce
qui entraine l'inactivation de I'enzyme et, par une cascade d’événements encore mal comprise, la lyse

cellulaire.
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Figure 11. Analogie structurale entre le substrat naturel des PLP et les p-lactamines.

Bien que I’extrémité D-Ala*-D-Ala’ du substrat pentapeptidique des PLP et les p-lactamines aient une structure
générale commune, leur analogie réside dans une distribution similaire des électrons aux positions I, 1, et III

(colorées en bleu).

3. Classification

Toutes les B-lactamines possédent un cycle azétidine-2-one (hétérocycle azoté a quatre atomes,
substitué d’un groupement carbonyle), nommé plus simplement cycle ou noyau B-lactame. Les f-
lactamines sont subdivisées en plusieurs classes définies en fonction de la nature du cycle accolé au
noyau f-lactame (Tableau 3). La famille des B-lactamines comprend également des inhibiteurs de -
lactamases, utilisés en association avec les autres classes de B-lactamines pour cibler les bactéries
productrices de P-lactamases [pour une revue sur les fB-lactamines et les inhibiteurs de B-lactamases,

voir (Bush and Bradford, 2016)].

Les pénames, ou pénicillines, proviennent initialement de champignons unicellulaires du genre
Penicillium. Elles possédent un noyau péname constitué¢ d’un cycle thiazolidine fusionné au cycle p-
lactame. Ce cycle saturé est composé de cinq atomes dont un atome de souffre en position 4. Les
pénames sont souvent obtenus par hémisynthése a partir de 1'acide 6-aminopénicillique (6-APA, R= -
NH2 dans la structure du péname présentée dans le Tableau 3). L’introduction de chaines latérale variées
dans le 6-APA a permis d’améliorer la disponibilité orale, d’étendre le spectre antimicrobien aux
bactéries a Gram négatif, et d’augmenter la stabilité face aux [-lactamases. L’ampicilline,
I’amoxicilline, la méticilline et le mécillinam sont des représentants des pénicillines obtenus par
hémisynthese.

Les céphémes, également appelés céphalosporines, ont un noyau dihydrothiazine fusionné au noyau
B-lactame. Ce noyau posse¢de une insaturation en position C2-C3 ainsi qu’un soufre en position 5. Les

céphalosporines sont les B-lactamines les plus abondantes et les plus utilisées en thérapeutique. On
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compte cingq générations de céphalosporines, classées en fonction de leur spectre d’activité et de leur
date de commercialisation. La ceftriaxone et le céfsulodine sont deux représentants des céphalosporines
de 3™ génération obtenus par hémisynthése.

Les carbapéneémes différent des pénames et des céphemes par la présence d’un cycle pyrroline (ou
azoline) fusionné au cycle p-lactame. Ce cycle composé de cinq atomes est monoinsaturé en position
C2-C3 et est dépourvu de souffre, contrairement aux pénames et aux céphémes. La liaison entre le C5
et le C6 du le noyau B-lactame des carbapénémes posseéde une configuration trans alors que celle des
pénames et des céphémes posseéde une configuration cis. Les carbapéneémes présentent des
concentrations minimales inhibitrices (CMI) trés 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 voie
intraveineuse en font des antibiotiques de dernier recours. L’ imipénéme et le méropénéme sont des
représentants des carbapénémes obtenus par hémisynthése.

Les pénémes comportent un atome de soufre en quatriéme position, comme les pénames, et une
insaturation en position C2-C3, comme les carbapénemes. Le faropénéme est un représentant de la
classe des pénémes obtenu par synthése chimique. Contrairement aux carbapénémes, le faropénéme
peut étre administré par voie orale (Schurek et al., 2007).

Les monobactames ne contiennent qu'un seul cycle, le cycle B-lactame, et ont un spectre
antibactérien plus restreint que les autres classes de B-lactames. L'aztréonam est le seul monobactame
utilisé en clinique et I'une des rares B-lactamines possédant une cible préférentielle parmi les PLP. 1l
cible en effet une PLP de classe B, la PLP3, présente au niveau du divisome chez E. coli.

La derniere classe de B-lactamines couramment utilisées est la classe des clavames, qui comprend
des inhibiteurs de B-lactamases utilisés en association avec une autre -lactamine dans le traitement des
infections dues a des souches productrices de B-lactamases. L’acide clavulanique est le seul représentant

naturel des clavames et inhibe de nombreuses B-lactamases de classe A.

Le spectre d’action des B-lactamines est varié. Chez E. coli par exemple, le méropénéme inhibe
efficacement la PLP5 mais n’inhibe pas les PLP de classe A, contrairement a I’ampicilline qui inhibe
efficacement les PLP de classe A mais n’inhibe pas la PLP5 (Curtis ef al., 1979; Kocaoglu and Carlson,
2015). L’ampicilline, la ceftriaxone et le méropéneme sont des B-lactamines a large spectre, mais il
existe certaines B-lactamines a spectre tres restreint. Toujours chez E. coli par exemple, le mécillinam
inhibe spécifiquement la PLP2 présente au niveau de 1’élongasome, 1’aztréonam inhibe spécifiquement
la PLP3 présente au niveau du divisome, et la céfsulodine inhibe spécifiquement 1’activité D,D-
transpeptidase de la PLP1a et de la PLP1b. Ces B-lactamines a spectre restreint sont treés utilisées en
recherche et permettent d’étudier spécifiquement I’élongation, la division et les contributions relatives
des PLP de classes A et B a la synthése du peptidoglycane (Cho et al., 2014; Lai et al., 2017; Pazos et
al., 2020; Atze et al., 2022).
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Tableau 3. Structure des classes de p-lactamines et d’un représentant de chaque classe.
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4. Meécanismes de résistance

Le développement de la résistance aux antibiotiques est un phénomene naturel et le produit de
milliards d'années d'évolution. Des études sur des micro-organismes provenant de sites vierges,
notamment des grottes isolées et du pergélisol, ont montré que la résistance se produisait méme en
I'absence d'activité humaine (D’Costa et al., 2011). De nombreux antibiotiques utilisés en médecine
humaine sont produits par des bactéries qui ont développé des mécanismes de résistance pour éviter
I’auto-intoxication par les molécules qu’elles produisent. Les geénes de résistance correspondants
pourraient étre secondairement acquis par des bactéries qui partagent le méme environnement que les
bactéries productrices et ultimement transférés aux pathogeénes humains. L'utilisation massive des
antibiotiques par 'homme a pu favoriser cet échappement des génes du « résistome » du sol vers les
pathogénes humains, comme le montre la présence des mémes geénes dans les bactéries du sol et les
bactéries humaines (Forsberg e al., 2012). A noter que les micro-organismes de l'environnement
portaient des geénes codant pour la résistance a des antibiotiques comme la daptomycine avant méme
leur premiere utilisation clinique (D’Costa et al., 2012).

Les mécanismes de défense développés par les bactéries pour contrer I’action des -lactamines sont
listés dans les paragraphes qui suivent et résumés dans la Figure 12 [pour une revue, voir (Darby et al.,
2022)].

Réduction de la perméabilité de la membrane externe

Chez les bactéries a Gram négatif, les B-lactamines doivent traverser la membrane externe afin de
pénétrer dans le périplasme pour atteindre leurs cibles, les PLP. Les B-lactamines sont hydrophiles et
traversent la membrane externe en diffusant a travers des porines. Chez la plupart des entérobactéries,
les principales porines telles que OmpF et OmpC chez E. coli, fonctionnent comme des canaux tres peu
spécifiques. Des substitutions dans ces porines ou la modification du niveau d’expression des genes
codant pour ces porines entralnent une réduction de la perméabilité de la membrane externe et de la
pénétration des B-lactamines.

De nombreuses bactéries a Gram négatif, comme P. aeruginosa et A. baumannii, ne possedent pas
de porines a larges canaux peu spécifiques. Elles sont au contraire équipées de porines « spécialisées »
qui permettent I'entrée de molécules dont la taille n’excede pas 200 Da, ce qui les rend intrinséquement
résistantes a de nombreux antibiotiques (Eren et al., 2012). Leur perte, combinée a d’autres mécanismes,

est trés souvent associée a un haut niveau de résistance aux carbapénemes (Ude et al., 2021).
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Augmentation de Defflux

Toujours chez les bactéries & Gram négatif, un autre moyen de diminuer la concentration
périplasmique des B-lactamines est la production de pompes a efflux [pour une revue, voir (Du et al.,
2018)]. Des mutations dans des geénes codant pour des régulateurs transcriptionnels entrainent une
surproduction de ces pompes, qui transportent activement les f-lactamines du périplasme vers le milieu
extérieur. Elles peuvent étre spécifiques de certains antibiotiques ou avoir un large spectre et conférer
de multiples résistances. Les pompes a efflux a large spectre appartiennent a la superfamille RND (pour
« Résistance, Nodulation, Division »). Parmi les exemples bien étudiés, on peut citer les pompes a efflux
de la famille RND AcrB chez E. coli et MexB chez P. aeruginosa. MexB et AcrB sont des homotrimeres
qui résident dans la membrane interne et forment un complexe tripartite avec une protéine
périplasmique, comme AcrA ou MexA, et un canal de la membrane externe, comme TolC ou OprM.
Des inhibiteurs des pompes a efflux de la famille RND sont actuellement en développement et pourrait

étre utilisés en combinaison avec des antibiotiques (Pl¢ et al., 2022).

Production de fp-lactamases

Le mécanisme de résistance aux B-lactamines le plus couramment rencontré en thérapeutique chez
les bactéries a Gram négatif est la production d’enzymes capables d’hydrolyser ces antibiotiques, les -
lactamases [pour une revue sur les B-lactamases, voir (Tooke ef al., 2019)]. En se concentrant dans le
périplasme, les B-lactamases sont capables d’hydrolyser les f-lactamines avant qu’elles ne rencontrent
leurs cibles. Ces enzymes ont évolué dans la nature en réponse a la production de B-lactamines par les
micro-organismes et sont étudiées depuis les années 1940. La liste des B-lactamases caractérisées ne
cesse de s'allonger, et la beta-lactamase database recense actuellement plus de 7000 B-lactamases
distinctes (Naas et al., 2017).

11 existe plusieurs classifications des B-lactamases. Celle d’Ambler, la plus couramment utilisée, se
base sur la comparaison des séquences protéiques et permet de distinguer quatre classes de B-lactamases
(A, B, C et D) (Ambler, 1980). Les B-lactamases de classes A, C et D sont des enzymes qui dégradent
les B-lactamines en formant un acyl-enzyme avec leur sérine catalytique. L’acyl-enzyme est ensuite
hydrolysé, libérant I’enzyme et inactivant définitivement 1’antibiotique. Les B-lactamases de classe B
sont des métalloenzymes qui utilisent un ion zinc dans leur site actif pour faciliter [’hydrolyse des B-
lactamines. Les P-lactamases peuvent également étre classées selon leur capacité a hydrolyser les
pénicillines (pénicillinases), les céphalosporines (céphalosporinases) et/ou les carbapénémes
(carbapénémases) (Bush et al., 1995). La combinaison de carbapénémases et de céphalosporinases a
large spectre (BLSE pour « -lactamases a spectre étendu ») a conduit a I’émergence d’isolats cliniques

résistants a toutes les B-lactamines (Lynch ef al., 2013).
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Un grand nombre d’entérobactéries comme E. coli et de pathogeénes opportunistes & Gram négatif
comme P. aeruginosa portent des génes chromosomiques codant pour des B-lactamases de classe C,
typiquement annotés ampC, qui ne sont pas exprimés dans des conditions normales. Cependant, la
dérépression de ces genes, soit a la suite d'une mutation, soit par induction par des P-lactamines
spécifiques, peut conduire a un haut niveau d’expression des genes conférant ainsi une résistance aux

B-lactamines.

La résistance aux carbapénémes est particuliérement préoccupante, les carbapénémes faisant partie
des antibiotiques les plus puissants utilisés en thérapeutique. La résistance aux carbapéneémes, associée
a la résistance a d'autres B-lactamines, peut exclure l'utilisation de toutes les molécules de la famille des
B-lactamines. Les carbapénémases, comme les KPC (classe A), NDM (classe B) et OXA (classe D), ont
la capacité d'hydrolyser les pénames, les céphemes et les carbapénemes, ce qui réduit considérablement
le nombre d'options dans le traitement d’une infection donnée. De nouvelles variantes des
carbapénémases sont continuellement découvertes ; KPC-55 est par exemple particuliérement efficace
pour hydrolyser 1'aztréonam et le méropéneme (Yoon et al., 2020), NDM-19 peut hydrolyser les [-
lactamines méme dans des conditions de faible teneur en zinc (Mancini et al., 2019), et OXA-679 chez
Acinetobacter calcoaceticus confére un haut niveau de résistance aux carbapénémes (Tietgen et al.,
2019).

Il existe plusieurs inhibiteurs de B-lactamases. Les inhibiteurs de 1°® génération comme 1’acide
clavulanique (Tableau 3) agissent sur les B-lactamases de classes A, C et D pour former un acyl-enzyme
stable qui inactive I’enzyme de fagon irréversible. Les inhibiteurs de 2°™ génération comme 1’avibactam

ont un motif diazabicyclooctane (DBO) et fonctionnent de fagon similaire aux inhibiteurs de 1%
lére

génération, mais inactivent I’enzyme de fagon réversible (Ehmann et a/., 2012). Les inhibiteurs de

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

Modification des PLP

L’expression de PLP de faible affinité pour les B-lactamines est un mécanisme de résistance souvent
rencontré chez les bactéries a Gram positif. La PLP2a de S. aureus, la PLP5 de E. faecium et la PLP4
de E. faecalis sont toutes des PLP de classe B de faible affinité qui ont un niveau d’acylation avec les
B-lactamines plus faible que pour les autres PLP de la méme classe (Lambert, 2005; Zapun ef al., 2008).
La surexpression de ces PLP de faible affinité n’est cependant pas suffisante pour conférer la résistance
chez les entérocoques, et des substitutions d’acide aminés dans les PLP de classe B sont nécessaires
(Klare et al., 1992). La résistance aux B-lactamines par des substitutions dans les PLP est d’ailleurs

fréquemment rencontrée. La présence de mutations dans la PLP4 de P. aeruginosa, dans la PLP1 de H.
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pylori, dans la PLP1 de N. gonorrhoeae et dans d’autres PLP d’autres especes a déja été décrite dans la
littérature (Bellido et al., 1990; Okamoto, 2002; Ropp et al., 2002). En plus de simple ou multiples
substitutions dans les PLP, des événements de recombinaisons homologues entre espéces proches
peuvent entrainer la formation d’alléle mosaique codant pour des PLP de faible affinité. L'exemple type
est la résistance a la pénicilline chez Streptococcus pneumoniae, qui est conférée par des genes
mosaiques de PLP codant pour des enzymes peu sensibles a I’inhibition par la pénicilline (Hakenbeck
et al., 2012). Ces alléles mosaiques sont apparus par recombinaison avec I'ADN d'une espece

étroitement apparentée, Streptococcus mitis.

L,D-transpeptidation

Le dernier mécanisme de résistance aux f-lactamines décrit dans la littérature est le contournement
de I’activité D,D-transpeptidase des PLP par I’activité L,D-transpeptidase des LDT (Mainardi ef al., 2000;
Hugonnet ef al., 2016). Ce mécanisme de résistance « artificiel » est décrit en détails dans le chapitre

IL3.b (p. 34).
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Figure 12. Mécanismes de résistance aux p-lactamines chez les bactéries a Gram négatif.

Les B-lactamines entrent dans le périplasme par les porines de la membrane externe. Les bactéries sensibles (fond
orange) sont tuées a cause de I’inhibition des PLP (en jaune) par les B-lactamines (en orange). 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 1’antibiotique), en exprimant des PLP de faible affinité
(modification des cibles), en produisant des B-lactamases qui hydrolysent les B-lactamines (dégradation de

I’antibiotique), ou encore en contournant les PLP par I’action des LDT (L,D-transpeptidation).
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IV. Les biofilms

1. Historique et importance en clinique

Les biofilms sont des communautés de micro-organismes qui se développent en contact avec une
surface. L’ existence de ce mode de vie a été rapportée pour la premiére fois en 1933 par Arthur Henrici
qui observe, a la surface d’une lame de verre plongée dans un aquarium, un dép6t de microorganismes
s’épaississant au cours du temps et formant alors un film bactérien (Henrici, 1933). En 1943, Claude
Zobell observe que les bactéries colonisant les parois d’un récipient rempli de liquide sont plus
nombreuses que celles en suspension (Zobell, 1943). Au début des années 80, William Costerton
rapporte que I’essentiel de la biomasse microbienne est fixé sur des surfaces et constitue des populations
hétérogenes englobées dans une matrice extracellulaire riche en eau, en sucres et en protéines (Costerton
et al., 1981). Appelées biofilms, celles-ci sont présentes dans tous les environnements et associées a des
surfaces minérales, végétales ou animales. Bien qu’ayant un role écologique capital et contribuant trés
largement au bon fonctionnement de nombreux écosystémes, les biofilms peuvent étre particulierement
néfastes en médecine humaine et vétérinaire ainsi que dans I’industrie. En effet, ces communautés
bactériennes ont la particularité de tolérer toutes sortes de stress (dessiccation, carence en nutriments,

exposition aux acides, agents antibactériens, etc.) et sont donc trés difficiles a éliminer.

En milieu hospitalier, les biofilms colonisent aussi bien les surfaces biotiques (tissus ou muqueuses)
qu’abiotiques (prothéses, implants, cathéters ou autres équipements médicaux) (Figure 13). La
colonisation bactérienne des muqueuses et des tissus a été mise en évidence pour la premiere fois dans
les années 70 par Niels Hoiby [il décrit, entre autres, I’ensemble de ses travaux dans une revue en 2017
(Heiby, 2017)]. Heiby démontre alors le lien entre la présence d’agrégats bactériens et la chronicité
d’infections pulmonaires persistantes en examinant au microscope des crachats issus de patients atteints
de la mucoviscidose. Dés le début des années 80, le développement de la microscopie électronique a
permis d’observer de plus pres la colonisation de dispositifs médicaux implantés. Des dépdts bactériens
ont ainsi pu étre visualisés sur la surface de cathéters intraveineux ou de stimulateurs cardiaques (Locci
etal., 1981; Marrie et al., 1982; Christensen et al., 1987). Le Center for Disease Control and Prevention
(CDC) estime aujourd’hui que les biofilms sont responsables de plus de 65 % de toutes les infections
bactériennes chroniques, tandis que le National Institutes of Health (NIH) estime qu'ils sont
responsables d'environ 80 % des infections microbiennes et de plus de 60 % des infections nosocomiales
(programme annoncements PA-03-047 et PA-06-537, disponibles en ligne). Bien que difficiles a évaluer
précisément, de telles estimations soulignent l'importance de I’étude des biofilms afin de mieux

comprendre leurs spécificités et de les combattre.
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Figure 13. Principales infections associées a la formation de biofilms bactériens.

[Extraite de (Lebeaux et al., 2014)]

Les biofilms sont donc définis comme des agrégats organisés de microorganismes qui se

développent en contact avec une surface et enrobés d’une matrice hydratée, riche en polymeéres

extracellulaires, et produite par les bactéries elles-mémes. La majorité des bactéries sont capables de

former des biofilms et les différentes étapes conduisant a la formation d’agrégats complexes et

hétérogenes a partir de quelques bactéries individuelles ont été largement décrites pour certaines

especes.
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2. Développement
a) Etapes de formation

Adhésion initiale

La transition du mode de vie planctonique a celui de biofilm débute par I’adhésion initiale d'une
cellule individuelle a une surface (Figure 14) [pour une revue détaillée sur les mécanismes moléculaires
de formation des biofilms de P. aeruginosa et E. coli, voir (Laverty et al., 2014)]. Cette étape critique
est d’abord conditionnée par les caractéristiques physico-chimiques de la surface biotique ou abiotique
(hydrophobie et charge électrostatique). Le processus d'adhésion bactérienne repose également sur
différentes propriétés bactériennes comme la motilit¢ médiée par les flagelles et la structure de
I'enveloppe cellulaire, avec les adhésines protéiques et les polysaccharides associés a la surface. De plus,
la di-guanosine monophosphate cyclique (di-GMPc) est un messager secondaire central régulant la
transition entre la vie planctonique et 1’établissement d’un biofilm. Il s’agit d’une petite molécule
diffusible dont la concentration intracellulaire est influencée par de nombreux stimuli environnementaux
et qui régule I’expression de geénes impliqués dans la formation de biofilm (production de
polysaccharides de la matrice) ou bien impliqués dans le phénotype mobile (production de flagelle)
(McDougald et al., 2012). La capacité des bactéries a coloniser une surface est souvent déterminée par

une combinaison complexe des facteurs mentionnés précédemment (Beloin ef al., 2005).

Maturation

Une fois les bactéries adhérées a la surface, elles se multiplient, s’agrégent, et forment des
microcolonies. Si les conditions du milieu le permettent, le biofilm connait une phase de maturation et
de croissance tridimensionnelle durant laquelle il s’épaissit et produit une matrice extracellulaire. A ce
stade, I’incorporation de bactéries d’especes différentes ou d’autres microorganismes peut mener a la
formation de biofilms polymicrobiens ou mixtes (Lebeaux and Ghigo, 2012). En fonction des conditions
environnementales, certaines bactéries peuvent se détacher de la structure du biofilm via un processus
de dispersion actif ou passif et ainsi coloniser de nouvelles surfaces (McDougald ef al., 2012). Les
mécanismes de dispersion passive du biofilm font référence a un détachement médié par des forces
externes (Choi and Morgenroth, 2003). A l'opposé, la dispersion active est médiée par un changement
phénotypique en réponse a des signaux spécifiques détectés par les bactéries. Ces signaux peuvent étre
produits par les bactéries elles-mémes, comme c’est le cas pour les acides gras (Davies and Marques,
2009) et l'oxyde nitrique (Barraud ef al., 2014), ou déclenchés par des conditions environnementales
défavorables comme dans le cas de carences en nutriments (Sauer ef al., 2004). Les mécanismes de

dispersion reposent alors généralement sur un affaiblissement de la matrice du biofilm. La dispersion
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est une étape importante qui contribue a la survie des bactéries et a la transmission de 1’infection [pour

une revue, voir (Rumbaugh and Sauer, 2020)].
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Figure 14. Etapes de formation et structure d’un biofilm bactérien.

Apreés la phase d’adhésion initiale, les bactéries agrégées sur la surface devenues sessiles forment une microcolonie
qui produit une matrice extracellulaire (schématisée en bleu clair). Le biofilm mature est un environnement
hétérogéne au sein duquel des gradients inverses en nutriments (fleche verte) et en déchets (fléche rouge)
définissent des niches caractérisées par des conditions physico-chimiques particuliéres. La dispersion du biofilm
peut impliquer la libération de bactéries mobiles (dispersion active) ou d’agrégats bactériens entourés de matrice
(dispersion passive), susceptibles de coloniser d’autres surfaces.

[Adaptée de (Lebeaux and Ghigo, 2012) et (Aumeran et al., 2020)]

b) Diversité et réles des composants de la matrice

Le mode de vie en biofilm se caractérise par la production d'un matériau extracellulaire gélatineux
appelé matrice, qui peut représenter jusqu'a 90 % de la masse séche totale du biofilm (Flemming and
Wingender, 2010). Cette matrice est une structure physique qui sépare les micro-domaines, maintient la
proximité des bactéries et sert d'échafaudage pour la structure tridimensionnelle de la communauté

microbienne (Lawrence et al., 2007). Elle est composée de diverses substances polymériques
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extracellulaires (EPS) dont la composition est variable. Les interactions entre les différentes EPS créent
un réseau complexe a l'origine de l'organisation spatiale des amas cellulaires et de la morphologie du

biofilm.

Entre autres fonctions, la matrice constitue une barri€re protectrice qui préserve les bactéries de
l'action des agents antimicrobiens ou de la dessiccation et permet la rétention d'eau et de nutriments a
l'intérieur du biofilm. Les premiéres études se sont d'abord concentrées sur les exopolysaccharides de la
matrice et ont démontré leur réle dans la mise en place de l'architecture du biofilm et le maintien de son
intégrité structurelle. Chez E. coli, la production de cellulose préserve les bactéries de la dessiccation
alors que la production d'acide colanique, qui n'est pas essentiel pour I'adhésion bactérienne, permet la
formation de biofilms multicouches (Danese et al., 2000). Il est désormais bien décrit que des protéines,
des acides nucléiques et des lipides sont également présents dans la matrice et assurent des fonctions
diverses (Tableau 4).

Par exemple, la présence d’ADN extracellulaire dans la matrice du biofilm a été détectée tres tot
(Whitchurch et al., 2002), mais on pensait a I'origine qu'il était produit par la lyse cellulaire et sa fonction
n'était pas bien comprise. Il est maintenant bien admis que 'ADN extracellulaire est nécessaire a la
formation du biofilm chez plusieurs especes bactériennes telles que Bacillus cereus (Vilain et al., 2009)
ou P. aeruginosa (Whitchurch et al., 2002) ou il agit comme une adhésine. En 2015, il a été démontré
que I’ADN extracellulaire formait des liaisons ioniques avec l'exopolysaccharide Pel chargé
positivement, contribuant ainsi a la stabilité structurelle du biofilm ((Jennings et al., 2015).

Parmi les protéines présentes dans la matrice du biofilm, certaines sont des enzymes extracellulaires
qui participent a la dégradation des biopolyméres, ce qui permet la dispersion du biofilm ou le recyclage
de sources de carbone et d'énergie en cas de carence. D’autres comme les lectines jouent un role
structurel en créant un lien entre les cellules microbiennes et les composants de la matrice, comme c’est

le cas chez P. aeruginosa (Tielker et al., 2005).

EPS Fonction Intérét pour les biofilms

Premiéres étapes d’adhésion dans la

Polysaccharides, protéines, colonisation de surfaces abiotiques et
ADN et molécules Adhésion biotiques par les cellules planctoniques
amphiphiles et attachement a long terme des

biofilms aux surfaces

Reconnaissance et interaction entre les
cellules, immobilisation temporaire
des populations bactériennes et
développement d’amas denses

Polysaccharides, protéines,

ADN Agrégation des bactéries
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Polysaccharides chargés et
neutres, protéines
(amyloides ou lectines) et
ADN

Polysaccharides
hydrophiles et

probablement protéines

Polysaccharides et
protéines

Polysaccharides chargés ou
hydrophobes et protéines

Protéines

Potentiellement tous les
composés de la matrice

ADN

Protéines

Vésicules membranaires
contenant des acides
nucléiques, enzymes et
phospholipides

Polysaccharides

Polysaccharides et enzymes

Cohésion des bactéries

Rétention d’eau
Barriére protectrice
Sorption de composés

organiques

Activité enzymatique

Source de nutriments

Echanges d’informations
génétiques

Donneur ou accepteur
d’électrons

Export de composants
cellulaires

Stockage d’excés
d’énergie

Liaison aux enzymes

Stabilité mécanique et architecture du
biofilm

Maintien de I’hydratation des
microenvironnements autour des
bactéries

Ralentissement de la diffusion des
molécules antimicrobiennes

Accumulation de nutriments de
I’environnement

Digestion de macromolécules
exogenes et dégradation de I’EPS
structural permettant ainsi le relargage
des cellules du biofilm

Source de composés a base de
carbone, d’azote et de phosphore

Transfert de génes horizontal entre les
cellules du biofilm, acquisition de
genes de résistance aux biocides ou
d’autres caractéres bénéfiques
augmentant les chances de survie de la
communauté

Activité redox dans la matrice du
biofilm

Relargage du matériel cellulaire

Stockage de I’excés de carbone
lorsque I’équilibre carbone-azote est
rompu

Accumulation, rétention et
stabilisation des enzymes a travers leur
interaction avec les polysaccharides

Tableau 4. Fonction des substances polymériques extracellulaires présentes dans la matrice des
biofilms bactériens.
[Traduit et adapté de (Flemming and Wingender, 2010)]
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L'accumulation de ces différentes molécules dans l'espace extracellulaire, résultant d'une sécrétion
active, de la production de vésicules membranaires et de la lyse cellulaire, fait du biofilm un

environnement hautement hétérogene (Flemming ef al., 2007).

3. Hétérogénéité

a) Physico-chimique

En plus de son organisation spatiale, une caractéristique unique du mode de croissance du biofilm
est son hétérogénéité physico-chimique due a la présence de multiples gradients de substrats et de
produits métaboliques (Lee ef al., 2005; Gu et al., 2013). Contrairement aux conditions de croissance
planctoniques, dans lesquelles toutes les bactéries sont en contact avec un milieu de culture homogene,
le flux de liquide est réduit dans le biofilm et le transport des nutriments dans la matrice hautement
hydratée repose sur une diffusion plus lente (de Beer et al., 1997).

La distribution spatiale des especes chimiques dans le biofilm a pu étre étudiée en utilisant des
microcapteurs spécifiques (Stoodley et al., 1994). L’utilisation de microélectrodes a ainsi montré que le
niveau d'oxygene diminuait progressivement en s'enfoncant dans le biofilm (de Beer et al., 1994).
Cependant, ce modele de distribution de l'oxygene est trop simplifié, car il ne tient pas compte de
I'hétérogénéité de la structure du biofilm. Il a en effet été démontré que l'espace laissé entre les amas
denses de cellules dans le biofilm crée des cavités et des canaux qui facilitent le transport des liquides
et la distribution de 1'oxygene a travers le biofilm. Pourtant, la pénétration de 1'oxygeéne dans les amas
cellulaires est toujours limitée par sa vitesse de diffusion, ce qui explique I'établissement de gradients
d'oxygene dans le biofilm.

Comme pour I’oxygene, on observe un appauvrissement progressif en nutriments dans les
profondeurs du biofilm (Petroff et al., 2011). Les bactéries métaboliquement actives dans les couches
supérieures consomment des nutriments et produisent également des déchets métaboliques qui peuvent
s'accumuler dans la matrice, créant ainsi des gradients métaboliques. C’est par exemple le cas des petites
molécules de signalisation produites dans les biofilms et impliquées dans un mécanisme de
communication bactérienne appelé quorum-sensing (Papenfort and Bassler, 2016). Alors que leur
concentration augmente rapidement en raison d'une vitesse de diffusion lente, elles peuvent atteindre un
niveau seuil qui va activer diverses voies de régulation et induire une réponse phénotypique collective.
Des phénomeénes de complémentarité métabolique ont également été décrites, au cours desquelles une
bactérie peut utiliser des nutriments produits par des bactéries voisines. A 1’opposé de ces phénoménes
coopératifs, les bactéries peuvent entrer en compétition en produisant des molécules qui permettent
d’empécher I’implantation d’un organisme exogene dans le biofilm (Rendueles and Ghigo, 2012).

Par ailleurs, il a également été démontré que le pH au sein du biofilm était variable d’une zone a

I’autre. L’accumulation de déchets métaboliques rejetés par les bactéries diminue le pH local de maniére
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non uniforme dans la structure du biofilm, affectant ainsi I’état physiologique des bactéries (Stewart and

Franklin, 2008).

De nombreux antibiotiques sont plus efficaces sur les bactéries se multipliant activement, c’est le
cas par exemple pour les B-lactamines. L’accés limité aux nutriments, la faible concentration en oxygene
et le pH élevé des couches profondes du biofilm induisent un ralentissement de la croissance bactérienne
qui pourrait diminuer 1’activité des agents antibactériens (Davies, 2003). Cette hypothése ne permet
cependant pas d’expliquer la tolérance a certains antibiotiques comme les quinolones, actifs sur des

bactéries qui ne se divisent pas.

b) Biologique

Dans les milieux naturels, les communautés bactériennes sont souvent constituées de plusieurs
especes (Yang et al., 2011; Burmelle ef al., 2014). Un nombre grandissant d’études montre que les
biofilms responsables d’infections sont souvent polymicrobiens et que la virulence est aussi régie par
des interactions spécifiques entre les especes bactériennes (Peters ef al., 2012; Wolcott et al., 2013). La
formation de communautés multi-espéces peut étre bénéfique, ces interactions pouvant permettre a des
bactéries de se développer dans un environnement défavorable ou elles ne peuvent se développer seules.
Par ailleurs, la distribution des espéces dans un biofilm n'est pas aléatoire mais plutdt organisée dans
I'espace. Bien que S. aureus et P. aeruginosa soient toutes deux présentes dans des infections de plaies
chroniques liées a la formation de biofilm, P. aeruginosa trouve sa localisation dans les couches
profondes de la plaie (Fazli et al, 2009). D’autres études sont venues appuyer cette observation,
permettant d’émettre [’hypothése que I'organisation spatiale des différents micro-organismes a
l'intérieur du biofilm pourrait étre directement corrélée a I'hétérogénéité physico-chimique discutée dans
les parties précédentes (Brenner and Arnold, 2011; Mark Welch et al, 2016). Par exemple, une
diminution de la disponibilit¢ en oxygene dans les couches profondes du biofilm conduit & une
stratification des espéces, avec des bactéries aérobies dans les couches supérieures et principalement

anaérobies dans les couches inférieures.

4. Tolérance aux agressions extérieures

Les bactéries se développant en biofilm ont la capacité de rester en vie, méme lorsqu’elles sont
soumises aux conditions physico-chimiques et aux agressions extérieures les plus extrémes, telles que
I’exposition aux ultraviolets, aux métaux lourds, aux acides et aux changements d’hydratation et de

salinité (Hall-Stoodley et al., 2004). Elles sont également capables de survivre en présence de tres fortes




REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

concentrations d’antibiotiques (Lewis, 2007). On parle d’un phénomeéne de tolérance du biofilm, qui se
distingue de la résistance.

Alors que la résistance peut étre définie comme la capacité d’un microorganisme a se multiplier en
présence d’un biocide, la tolérance correspond a une inhibition de la croissance des bactéries sans qu’un
antibiotique bactéricide soit capable de les tuer au-dela d’un certain point. Les mécanismes de résistance
sont nombreux (schématisés dans la Figure 12 pour la résistance aux B-lactamines) et la majorité d’entre
eux sont héritables, c’est-a-dire transmis de la bactérie mére aux bactéries filles. Ces résistances acquises
permettent aux bactéries de continuer a se multiplier méme en présence de ’antibiotique. L analyse de
biofilms formés in vitro ou in vivo et exposés a un antibiotique bactéricide montre qu’une augmentation
de la concentration d’antibiotique ou du temps de contact entraine une diminution du nombre de
bactéries survivantes au sein du biofilm, sans jamais atteindre une mortalité de 100 % (Bernier et al.,
2013). Cependant, les bactéries survivantes ne se multiplient pas, on parle de ce cas de tolérance
(Stewart, 2015). Cette caractéristique est phénotypique, c’est-a-dire qu’elle disparait lorsque les
bactéries composant le biofilm sont remises en suspension, en phase planctonique. Il ne s’agit donc pas
de mécanismes de résistance acquis et transmissibles d’une bactérie mere a une bactérie fille. En outre,
les mécanismes contribuant a la tolérance des biofilms peuvent s’associer et se renforcer. Différentes

hypothéeses pouvant les expliquer sont décrites dans les parties suivantes et résumées dans la Figure 15.

a) Diffusion réduite des antibiotiques

Apres la découverte de la tolérance des biofilms aux agents antimicrobiens, la matrice extracellulaire
les enrobant a été la premiére incriminée, agissant probablement comme une barrieére physique pour
empécher la diffusion des antibiotiques a travers le biofilm (Davies, 2003; Stewart, 2003). En effet, de
nombreuses études sur des biofilms formés in vifro ont permis de démontrer que les propriétés
mécaniques et physicochimiques de la matrice extracellulaire pouvaient réduire ou ralentir la diffusion
de multiples molécules, y compris les antibiotiques ou les antiseptiques. Les antibiotiques chargés
positivement, comme les aminosides par exemple, peuvent étre adsorbés par les polymeres de la matrice
chargés négativement et ainsi mal diffuser (Nichols et al., 1988). L’utilisation de microélectrodes a
également permis d’analyser la diffusion d’antiseptiques au travers de la matrice. Il a ainsi été démontré
qu’apres 2 heures de contact entre un antiseptique chloré et un biofilm mixte composé de P. aeruginosa
et Klebsiella pneumoniae, la concentration de 1’antiseptique dans les couches profondes du biofilm était
5 fois inférieure a celle du milieu (De Beer et al., 1994).

Cette altération de la diffusion des antibiotiques par la matrice ne peut cependant pas expliquer
totalement le phénoméne de tolérance du biofilm. En effet, certains biofilms sont tolérants a des
antibiotiques qui diffusent pourtant librement au sein de la matrice, comme les fluoroquinolones, la

rifampicine et ’ampicilline (Anderl ef al., 2000; Zheng and Stewart, 2002; Rodriguez-Martinez et al.,
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2007). En revanche, le ralentissement de la diffusion des antibiotiques au sein de la matrice peut
conduire a exposer transitoirement des bactéries a des concentrations subinhibitrices d’antibiotiques,
entrainant une adaptation physiologique permettant aux bactéries du biofilm de survivre. Plusieurs
études ont montré que 1’exposition de bactéries a des concentrations subinhibitrices d’antibiotiques
pouvait favoriser la formation de biofilm, la survenue de mutations conférant une résistance, ainsi que
la sélection de mutants résistants (Hoffman et al., 2005; Hughes and Andersson, 2012; Jergensen et al.,

2013).

b) Altération du micro-environnement

La concentration en oxygene décroit & mesure que 1’on s’enfonce dans la structure tridimensionnelle
biofilm, les nutriments se font plus rares et les déchets du métabolisme bactérien s’accumulent. Les
couches profondes du biofilm sont caractérisées par une carence en oxygene et en nutriments, une
accumulation de déchets, et un pH acide, ce qui influence la vitesse de croissance des bactéries et
constitue des conditions défavorables a 1’action de certains antibiotiques. C’est par exemple le cas des
B-lactamines, qui sont plus efficaces sur les bactéries se multipliant activement (Tuomanen, 1986). Du
fait de la carence nutritionnelle, les bactéries des couches profondes ne se multiplient pas et sont donc
peu sensibles a 1’action des P-lactamines (Tuomanen et al., 1986; Tanaka et al., 1999). De plus,
I’hypoxie et les variations de pH sont défavorables a 1’action des aminosides (Baudoux et al., 2006).
Cependant, méme si ces facteurs jouent un role important dans le cas des B-lactamines ou des
aminosides, ils ne permettent pas d’expliquer pas la tolérance des biofilms aux antibiotiques actifs contre

les bactéries ne se multipliant pas, comme les fluoroquinolones (Ashby et al., 1994).

¢) Meécanismes génétiques spécifiques

Le caractére phénotypique, et donc transitoire, de la tolérance des biofilms aux antibiotiques, a incité
de nombreuses équipes a rechercher des génes spécifiquement induits lors de la formation du biofilm.
Ceux-ci pourraient induire 1’expression de mécanismes capables d’augmenter la capacité d’une bactérie
du biofilm a survivre en présence d’antibiotiques. Il a par exemple été démontré que I’inactivation du
gene ndvB chez P. aeruginosa rendait les bactéries du biofilm plus sensibles aux antibiotiques (Mah et
al.,2003). Ce geéne code pour une enzyme nécessaire a la production de glucanes qui s’accumulent dans
le périplasme de P. aeruginosa et qui séquestrent les aminosides, empéchant toute interaction avec leur
cible intracellulaire. Des pompes d’efflux uniquement exprimées en conditions de biofilm ont également
été trouvées chez E. coli et P. aeruginosa, et permettent 1’export d’antibiotiques a 1’extérieur de la
bactérie afin de réduire leur concentration intracytoplasmique. Chez P. aeruginosa, des transporteurs

comme MexAB-OprM et MexCD-Opr] permettent ’efflux de 1’azithromycine, la colistine et
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I’ofloxacine (Brooun ef al., 2000; Pamp et al., 2008). Chez E. coli, plusieurs pompes ont été identifiées,
dont AcrAB-TolC qui participe a 1’exportation de composés toxiques pour la bactérie (Kvist et al.,
2008). Toujours chez E. coli, une carence en nutriments associée a la réponse SOS est a l'origine d'une
tolérance élevée du biofilm a la fluoroquinolone ofloxacine (Bernier et al., 2013). Les biofilms formés
par des mutants de P. aeruginosa déficients dans la synthése de divers polysaccharides extracellulaires
sont souvent plus sensibles a I’action des antibiotiques (Colvin et al., 2011; Goltermann and Tolker-
Nielsen, 2017; Murakami et al., 2017). 1l également a été démontré que la réponse stringente, médi¢e
par l'alarmone ppGpp, contribuait aux mécanismes de défense du biofilm chez P. aeruginosa, S. aureus

et E. faecium (Stewart et al., 2015; Honsa et al., 2017; Salzer et al., 2020).

Dans une étude récente, Philip Stewart et son équipe ont cherché l'existence d'un géne, d'un
ensemble de geénes ou d'une voie de tolérance exprimés spécifiquement dans les biofilms et partagés
entre les trois espéces bactériennes étudiées, P. aeruginosa, S. aureus et A. baumannii (Stewart et al.,
2022). Ces trois especes ont été cultivées en biofilm pendant 3 jours, puis chacune a été exposée a un
antibiotique (ciprofloxacine, daptomycine et tigécycline respectivement) pendant 24 heures
supplémentaires. Dans les trois cas, une sensibilité réduite aux antibiotiques a été observée dans les
biofilms par rapport aux cultures planctoniques. Des études transcriptomiques ont ensuite permis de
comparer le biofilm et la condition planctonique, ainsi que le biofilm traité aux antibiotiques et le biofilm
non traité. Dans l'ensemble, les résultats ne soutiennent pas l'existence d'une base génétique ou
biochimique commune a la tolérance des biofilms aux antibiotiques parmi les especes bactériennes
étudiées. Au contraire, chaque espece semble présenter des patterns distincts d'expression génétique et
de changements fonctionnels en réponse a I’exposition des biofilms a un antibiotique. Cette étude a
permis aux auteurs d’avancer qu’il n'existe probablement pas de «talon d'Achille » moléculaire

commun a tous les biofilms.

d) Bactéries persistantes

Alors que la limitation de la diffusion et la croissance lente sont responsables de la tolérance globale
des bactéries du biofilm, la persistance bactérienne est un mécanisme qui ne concerne qu'une sous-
population de cellules au sein biofilm. La persistance a été étre considérée comme un état phénotypique
extréme ou les bactéries sont des cellules dormantes, sans croissance et métaboliquement inactives, ce
qui les rend hautement tolérantes aux antibiotiques (Lewis, 2007). Les bactéries persistantes ont été
découvertes dans les années 1940 dans des cultures planctoniques, lorsque Joseph Bigger ne parvenait
pas a stériliser totalement un inoculum de S. aureus avec de la pénicilline (Bigger, 1944). De maniére
reproductible, quelques dizaines de bactéries survivaient, et ce, malgré I’augmentation de la

concentration d’antibiotique ou de la durée de traitement. Il a ensuite démontré que ces bactéries, a
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I’inverse de mutants résistants, ne pouvaient croitre en présence d’un antibiotique. Au contact d’un
milieu riche, elles reprenaient leur croissance tout en présentant une sensibilit¢é normale aux
antibiotiques.

Les bactéries persistantes sont observées dans les cultures planctoniques, mais le passage a un état
de dormance se produit plus fréquemment en phase stationnaire et dans les biofilms. Bien que les ces
bactéries persistantes ne représentent qu'un faible pourcentage des cellules du biofilm, elles contribuent
de maniére significative a sa tolérance. Quand la plupart des cellules du biofilm sont tuées lors d'un
traitement antibiotique, quelques bactéries persistantes peuvent constituer un réservoir d'agents
pathogénes et pourront repeupler le biofilm une fois la pression antibiotique supprimée.

Comme les bactéries persistantes sont génétiquement identiques aux bactéries non persistantes, on
considere actuellement que leur apparition est liée a une commutation phénotypique (ou switch) entre
croissance et dormance. La question est donc de déterminer quels sont les mécanismes génétiques ou
les facteurs environnementaux qui déclenchent ou augmentent la fréquence de cette commutation. On
sait aujourd’hui que toutes les bactéries dormantes ne sont pas des persistantes et que toutes les bactéries
persistantes ne sont pas dormantes. La dormance n’est donc ni nécessaire ni suffisante pour conduire a
la commutation phénotypique et a ’apparition des bactéries persistantes (Shah et al., 2006; Kint et al.,

2012; Orman and Brynildsen, 2013).

Les mécanismes qui sous-tendent l'entrée et la sortie de 1’état persistant ne sont pas encore bien
compris. Un des mécanismes étudiés porte sur I'implication des systémes toxine-antitoxine (TA). Les
systtmes TA sont généralement formés par une toxine relativement stable qui inhibe une fonction
cellulaire majeure, comme la traduction ou la réplication, et par une antitoxine plus instable qui
antagonise la toxine via la formation d’un complexe inactif. Lorsque les cellules subissent un stress,
I’antitoxine est dégradée, libérant ainsi la toxine active qui peut alors cibler des processus cellulaires
vitaux et entrainer une inhibition de la croissance bactérienne. Comme les toxines inhibent la croissance
bactérienne, elles inhibent le fonctionnement de la cible des antibiotiques bactéricides (comme le
ribosome par exemple), ce qui peut expliquer la survie des bactéries [pour une revue récente sur les
systemes TA, voir (Jurénas et al., 2022)].

La premiére souche de E. coli hautement persistante a avoir été identifiée portait une mutation dans
le locus hipAB (hip pour high persister) codant pour un module TA (Moyed and Bertrand, 1983). La
toxine HipA est une sérine-protéine kinase qui phosphoryle GItX, une glutamyl-tRNA synthétase. HipA
est inactivée par 'antitoxine HipB. Lorsque les niveaux de HipA dépassent un certain seuil, la synthese
des protéines est inhibée et la croissance cellulaire est arrétée (Rotem et al., 2010). Les cellules en arrét
de croissance peuvent devenir des persistantes tolérantes aux antibiotiques (Kaspy et al., 2013;
Schumacher et al., 2015).

Bien que les systemes TA ne semblent pas réguler a eux seuls la persistance, plusieurs études se

sont penchées sur leur exploitation dans I’éradication de souches hautement persistantes. Une premiere




REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

stratégie repose sur la conception de petits peptides capables de perturber les complexes TA (Sayed et
al.,2012; Kang et al., 2017, 2020, 2021). Une autre stratégie explore 1’utilisation de molécules antisens
synthétiques stables qui empéchent 'expression de l'antitoxine mais pas celle de la toxine (Maleki et al.,
2018; Rownicki et al., 2018). Enfin, une stratégie a été élaborée en construisant des toxines séparées par
des intéines. Les génes codant pour ces fusions ont été délivrées par conjugaison dans une population
mixte de bactéries et ne sont activées que chez des bactéries hébergeant des facteurs de transcription
spécifiques. Ce systéme a permis |'élimination spécifique de V. cholerae résistant aux antimicrobiens

dans des populations mixtes (Lopez-Igual et al., 2019).
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Figure 15. Tolérance des biofilms.
(A) Biofilm traité avec des concentrations croissantes d’antibiotiques pendant 24 heures. A partir d’une certaine

concentration, le pourcentage de bactéries survivantes se stabilise, ce sont des bactéries tolérantes qui survivent
mais ne se multiplient pas. (B) Hypothéses pouvant expliquer le phénomeéne de tolérance des biofilms vis-a-vis
des biocides (antibiotiques et antiseptiques).

[Adaptée de (Lebeaux et al., 2014)]
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5. Stratégies d’éradication

a) Pipeline antimicrobien pré-clinique

Plusieurs nouveaux antibiotiques et potentialisateurs qui renforcent l'activité des antibiotiques font
ou sont sur le point de faire l'objet d'essais cliniques. En 2020, une étude a recensé 407 nouveaux
traitements antimicrobiens en cours de développement, dont 70 % visant de nouvelles cibles
bactériennes (Figure 16) (Theuretzbacher et al., 2020). Cette étude montre que le pipeline préclinique,
contrairement a celui des projets cliniques, comprend plus de 70 % d’agents a action directe appartenant
a de nouvelles classes, ayant de nouvelles cibles ou de nouveaux mécanismes d'action qui n'ont pas
encore été utilisés chez les patients. Dans 1’ensemble du pipeline établi par Theuretzbacher et al., les
approches antivirulence identifiés rassemblent un large éventail de stratégies pour empécher la
formation des biofilms, notamment par l'inhibition du quorum-sensing, de l'adhésion, de divers
régulateurs et des bactéries persistantes. Une meilleure compréhension de ces mécanismes est

indispensable pour développer de nouvelles molécules efficaces.

Une tendance notable vers le développement de médicaments a spectre étroit, voire spécifiques a un
agent pathogéne, rend nécessaire I’emploi d’outils de diagnostic capables de fournir des résultats précis
et rapides ayant un impact sur la décision thérapeutique. Le développement d’antibiotiques a spectre
étroit est essentiel pour limiter les effets indésirables de l'antibiothérapie sur la flore intestinale,
notamment l'apparition de résistances, de dysbiose et d'inflammations médiées par des composants
bactériens. Dans ce contexte, le laboratoire est un des acteurs du projet NASPEC récemment lancé (pour
Narrow spectrum antibiotics to fight the convergence of bacterial resistance). Ce projet vise a concevoir
des prodrogues sélectivement activées par les B-lactamases a large spectre produites par les pathogenes
a Gram négatif, ce qui leur permet de cibler spécifiquement ces derniers tout en respectant la flore

commensale.
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407 projets d'antibiotiques précliniques provenant de 314 institutions
(81% de petites et moyennes entreprises)
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Figure 16. Vue d’ensemble du pipeline antibactérien préclinique au 1° mai 2019.
Cette figure est extraite de I’étude de (Theuretzbacher et al., 2020), qui recense 407 projets provenant de 314

entités de recherche et développement dans le monde. La grande majorité des institutions représentées sont des
petites et moyennes entreprises (255 institutions sur 314 au total). Plus de la moitié d’entre elles sont situées en
Amérique du Nord, suivie par 'Europe, deuxiéme continent le plus important. Les pays européens comptant cinq
entreprises ou plus sont le Royaume-Uni, la France, la Suisse, le Danemark et les Pays-Bas. Les projets ont été

classés dans sept grands groupes : agents a action directe, potentialisateurs de médicaments a action directe,

extensions d’indication, anticorps et vaccins, immunomodulateurs, approches antivirulence, phages et produits liés

aux phages.

b) Mesures préventives

Les mesures d’hygiéne en contexte opératoire ne sont pas spécifiquement anti-biofilms, mais
permettent cependant de limiter les risques d’adhérence bactérienne initiale. Il est connu depuis
plusieurs années que ’application de mesures d’asepsie chirurgicale (maximum sterile barrier

precautions) réduit le risque infectieux lors de la pose de cathéters centraux (O’Grady et al., 2011).
L’utilisation de matériel imprégné d’antibactériens permet de libérer une concentration élevée

d’agents antibactériens au niveau du site a risque de colonisation (Hetrick and Schoenfisch, 2006). I1 est

par exemple recommandé d’utiliser des cathéters centraux imprégnés avec une association
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rifampicine/minocycline ou chlorhexidine/sulfadiazine argentique dans les cas ou une infection persiste
malgré la mise en place de mesures préventives strictes (Lebeaux and Ghigo, 2012). Divers revétements
antibactériens peuvent étre utilisés, et sont constitués des billes de sulfate de calcium imprégnées
d'antibiotiques dans les ciments osseux et recouverts d'alliage d'argent dans les cathéters urinaires
(Meddings et al., 2010; Dekker et al., 2019). Les matériaux dentaires lavables a la chlorhexidine ou au
glutaraldéhyde et les pansements en argent pour les plaies sont également couramment utilisés pour
prévenir la formation de biofilms (Chen et al., 2018; Khansa et al., 2019). Ces mesures préventives
présentent cependant des durées d’action limitées, ce qui restreint leur intérét aux dispositifs de courte

durée ou a la prévention des colonisations peropératoires ou postopératoires précoces.

La technique des verrous d’antibiotiques ou d’éthanol préventifs repose sur I’injection et le maintien
d’un volume d’antibiotiques trés concentrés dans la lumiere du cathéter pendant 12 a 24h. Cette mesure
est réservée aux patients porteurs d’un cathéter sur une longue durée, et ayant présenté de multiples
complications infectieuses malgré la mise en place de mesures de prévention. Le recours a cette stratégie
de maniere plus large et durable risquerait de favoriser 1I’émergence de résistances bactériennes a
I’antibiotique choisi (Landry ef al., 2010). Parallelement, certaines équipes ont développé 1’utilisation
de verrous d’éthanol a 70 % a visée préventive avec des résultats prometteurs en nutrition parentérale
pédiatrique ou en hémodialyse (Oliveira ef al., 2012). Les cations métalliques (magnésium, calcium,
fer) étant essentiels a la croissance bactérienne, |’utilisation de verrous composés de chélateurs de ces
métaux (EDTA, citrate) a également été¢ proposée. Ces verrous permettraient d’inhiber la croissance
bactérienne, de prévenir ’adhérence initiale, voire de favoriser la destruction des biofilms (Raad ef al.,

2008).

¢) Traitements curatifs

Le faible nombre de thérapies anti-biofilm ayant atteint la pratique clinique refléte la complexité de
I'éradication des biofilms. Les antibiotiques restent un choix fréquent pour traiter ces infections, mais
beaucoup agissent sur les bactéries métaboliquement actives. Une thérapie combinée ciblant a la fois les
cellules métaboliquement actives et inactives au sein du biofilm serait donc optimale. Une combinaison
de colistine et de ciprofloxacine est par exemple utilisée en clinique dans le traitement de la
mucoviscidose. La colistine est plus efficace contre les bactéries a croissance anaérobie et cible les
cellules persistantes a l'intérieur du biofilm, tandis que la ciprofloxacine cible les cellules plus
superficielles (Chai et al., 2019).

Compte tenu des difficultés que pose le traitement des biofilms par des antibiotiques, 1'élimination
physique du biofilm peut étre la meilleure option, mécaniquement ou en retirant complétement le

dispositif infecté dans le cas d’une infection liée a un matériel implanté (Sahni and Khashai, 2016;
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Schiessler et al., 2019). Cette décision peut étre problématique pour certains dispositifs comme les
stimulateurs cardiaques ou les prothéses orthopédiques, en raison des conséquences pour le patient et
des cofits associés a I’'immobilisation prolongée et a la pose d’un second matériel apres antibiothérapie.
Pour les dispositifs tels que les cathéters intraveineux, il est possible de recourir au verrou

d’antibiotiques, d’agents chélateurs et d’éthanol, a visée curative cette fois (Raad et al., 2016).

Les progrés dans l'ingénierie des peptides synthétiques et des protéines recombinantes, de la
production d'anticorps et des études sur les phages ont ouvert des perspectives quant aux stratégies
thérapeutiques pour le traitement des infections liées aux biofilms, présentées dans les sections qui

suivent et schématisées dans la Figure 17 [pour une revue, voir (da Silva et al., 2021)].

Augmentation de la dispersion

La dispersion fait partie du cycle du biofilm et peut étre un événement actif régulé au cours duquel
les bactéries s'échappent du biofilm et peuvent potentiellement coloniser de nouveaux sites, mais sont a
nouveau sensibles au systeme immunitaire et aux antibiotiques. L’utilisation d’enzymes capables de
dissocier les polyméres composant la matrice ou I’utilisation de petites molécules comme le monoxyde
d’azote (NO), I’acide cis-2-decenoid ou les acides aminés dextrogyres pourraient permettre de disperser
les biofilms infectieux (Barraud et al., 2014; Fleming and Rumbaugh, 2017). Cette approche est
particulierement adaptée aux biofilms développés en contexte industriel, mais elle entraine la libération
d’un grand nombre de bactéries a partir du site contaminé, induisant un risque de forte réponse

inflammatoire et d’infection systémique aigu€ (Wille and Coenye, 2020).

Recherche de nouvelles associations d’antimicrobiens

La combinaison de thérapies visant a la fois les cellules métaboliquement actives et inactives au sein
des biofilms pourrait permettre d’améliorer les résultats d’un traitement. L’association d'antibiotiques
avec des peptides antimicrobiens (PAM) ou des matériaux synthétiques comme le polymere peptidique
cationique de chitosan et d'oligolysine est prometteuse (Chung and Khanum, 2017; Thappeta et al.,
2020). Les PAM et les polymeres peptidiques cationiques peuvent agir de fagon synergique avec les
antibiotiques, permettant d’obtenir des CMI plus faibles et d’éliminer un taux plus élevé d’agents
pathogénes. L’association de divers peptides avec des antibiotiques couramment utilisés a ainsi permis
de prévenir la formation de biofilms et d'augmenter le taux d’élimination de P. aeruginosa (Eckert et
al., 2006). Dans une autre étude, le prétraitement de cathéters veineux centraux avec une association
d’un peptide et de linézolide ou de vancomycine a réduit la formation de biofilms de S. aureus et le taux

de bactériémie (Cirioni et al., 2006). Dans modele d'infection de plaie murine, un biofilm de S. aureus
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résistant a la méticilline (SARM) a également été éliminé avec succes par de la vancomycine conjuguée

a la D-octaarginine (Antonoplis et al., 2018).

Utilisation de phages

Les phages sont des virus qui ciblent les especes bactériennes dont ils sont isolés, avec un effet
minimal sur la flore commensale [pour une revue sur le potentiel des thérapies phagiques, voir (Brives
and Pourraz, 2020)]. Les phages peuvent pénétrer dans les biofilms par des canaux aqueux ou dégrader
la matrice grace a des dépolymérases (Pires ef al., 2016). Des cocktails de phages ont permis d’éradiquer
des biofilms de P. aeruginosa dans des poumons de souris (Forti et al., 2018), de réduire et de prévenir
la formation de biofilms de Proteus mirabilis sur des cathéters (Maszewska et al., 2018), d’éliminer les
biofilms de S. aureus dans des plaies (Seth ef al., 2013) et de traiter un modele de biofilm oral formé in
vitro par Aggregatibacter actinomycetemcomitans, E. faecalis et Streptococcus mutans (Szafranski et
al., 2017). Cependant, une résistance aux phages peut se développer et la structure du biofilm en
communautés structurées favorise la coexistence de bactéries résistantes et sensibles aux phages
(Simmons et al., 2020). De plus, les phages sont rapidement éliminés par le systétme immunitaire de
1'hote.

Les lysines, enzymes dérivées des phages, sont efficaces pour perturber les biofilms en dégradant la
paroi cellulaire bactérienne et peuvent agir sur des cellules métaboliquement inactives. Ces lysines
protéolytiques de phages peuvent étre modifiées pour leur conférer une plus grande stabilité et une
meilleure activité antibactérienne. Des lysines chimériques dans lesquelles le domaine de liaison a la
paroi cellulaire a été échangé ont montré une spécificité d'espece, ne lysant pas E. faecium tout en ciblant
E. faecalis et des staphylocoques (Binte Muhammad Jai et al., 2020). La lysine recombinante CF-301,
associée a des antibiotiques, fait 1'objet d'essais cliniques pour traiter I'endocardite et la bactériémie a

SARM (Indiani et al., 2019).

Utilisation d’anticorps

Les anticorps monoclonaux humanisés recombinants présentent une immunogénicité réduite pour
I'h6te par rapport aux anticorps produits par d'autres especes. In vivo, un traitement prophylactique avec
des anticorps dirigés contre les adhésines bactériennes permet de prévenir la formation de biofilms
(Domanski et al., 2005). Les anticorps dirigés vers les composants de la matrice, comme les protéines
de liaison a I'ADN, peuvent déstabiliser la structure du biofilm, perturber sa maturation ou déclencher
sa dispersion en interférant avec les mécanismes de quorum-sensing (Mokrzan et al., 2020). Des
anticorps ciblant la famille DNABII des protéines bactériennes de liaison a I'ADN, qui servent de

composants structurels critiques dans l'échafaudage de ’ADN extracellulaire des biofilms, ont
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récemment montré de bons résultats dans une étude préclinique menée sur deux modéles d'infections
médiées par les biofilms, 1'otite et la rhinosinusite (Martyn et al., 2020; Novotny et al., 2020). Les
anticorps sont de grosses molécules avec une demi-vie de plusieurs jours et peuvent provoquer des
réponses immunitaires. Les « nanocorps », possédant des domaines variables de liaison a I'antigeéne plus
petits et une demi-vie plus longue, sont testés comme substituts d'anticorps dans le traitement des

infections associées aux biofilms (Menzel et al., 2018).

Autres immunothérapies

Bien qu'ils ne soient pas nouveaux, les vaccins pourraient potentiellement prévenir I’établissement
de biofilms (Micoli et al., 2021). Le DNABII est étudi¢ comme « antigéne du biofilm » et de futurs
vaccins pourraient I’utiliser dans leurs formulations (Novotny ef al., 2019).

Les macrophages sont des acteurs importants de la réponse aux infections microbiennes. Les
biofilms ont cependant développé des mécanismes leur permettant d'échapper a la capture et a la
destruction par les macrophages. Ces mécanismes empéchent la phagocytose des biofilms de S. aureus
par les macrophages et atténuent 1'inflammation dans un modele murin d'infection de cathéter par un
biofilm de S. aureus (Thurlow et al., 2011). Récemment, il a été démontré que des « macrophage
backpacks » constitués de polymeres pouvaient se fixer a la surface des macrophages et délivrer de
facon régulicre de I'IFN-y pour prolonger I'état inflammatoire des macrophages et favoriser la clairance
bactérienne (Shields et al., 2020). L'ajout d'autres agents immunomodulateurs dans ces « backpacks »
ou leur utilisation en combinaison avec des agents de dispersion du biofilm pourrait augmenter la

capacité des macrophages a attaquer les cellules bactériennes ainsi dispersées.

Utilisation de nanoparticules

De nombreuses études se concentrent sur le développement de stratégies basées sur une libération
lente et continue de médicaments au niveau du biofilm. Les nanoparticules sont de plus en plus utilisées
pour libérer des substances antimicrobiennes, et certaines ont montré leur efficacité a encapsuler et a
libérer de fagon réguli¢re une série d'antimicrobiens, y compris des antibiotiques conventionnels ou des
métaux comme l'argent et le cuivre (Gupta et al., 2019). Parmi les exemples les plus probants, citons les
nanoparticules congues pour délivrer du NO dans les infections sinusales chroniques a S. aureus
(Jardeleza et al., 2015) et les nanoparticules encapsulant des PAM et des aptaméres, qui sont des
molécules peptidiques ou nucléotidiques pouvant se lier a différentes cibles bactériennes et contribuer
a leur destruction (Jo and Ban, 2016; Pletzer et al., 2016). Des nanoparticules pouvant libérer différentes
doses de H,O» dans le temps ou lorsqu'elles sont confrontées a un pH spécifique ont été utilisées pour

traiter les caries dentaires in vivo (Gao et al., 2016).
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Les liposomes, nanoparticules composées d'une ou plusieurs bicouches de phospholipides, peuvent
pénétrer les biofilms et délivrer des antibiotiques avec une cytotoxicité mineure pour 1'hote. Différentes
préparations a base de liposomes couplés a de la ciprofloxacine et de l'amikacine sont testées chez des
patients atteints de mucoviscidose, dans le traitement des infections pulmonaires a P. aeruginosa

(Clancy et al., 2013; Cipolla et al., 2016).

Modification des surfaces

Une autre stratégie pour prévenir I'adhésion bactérienne consiste a modifier la surface des matériaux
avec des agents biocides. Les approches les plus récentes visent non seulement a imprégner les surfaces
des dispositifs médicaux d'agents antimicrobiens, mais aussi a en modifier certains aspects, comme la
texture et I'hydrophilie (P. and P., 2020). Une hydrophobie améliorée pourrait rendre les surfaces
« autonettoyantes », empéchant l'accumulation de protéines et l'adhérence bactérienne

(Khanmohammadi Chenab et al., 2019).
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Figure 17. Stratégies thérapeutiques prometteuses pour I’éradication des biofilms.

(A) Les nucléases, les enzymes digérant les polysaccharides et les inhibiteurs d'EPS sont en cours d’étude pour
empécher 1'établissement des biofilms ou pour disperser les biofilms matures. Bien que ces composés aient un fort
potentiel pour des thérapies combinatoires, la dispersion des cellules du biofilm peut entrainer une réinfection et
conduire a une septicémie. (B) Des petites molécules, des molécules naturelles, des dérivées d'antibiotiques, des

extensions d’indication et de nouvelles associations susceptibles de cibler les biofilms sont également a 1’étude.
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Ces composés posseédent des modes d’action multiples et peuvent fonctionner en combinaison pour mieux cibler
I’hétérogénéité du biofilm. L’utilisation d’antibiotiques peut cependant mener a 1’apparition de résistances, ils ne
ciblent pas spécifiquement les bactéries pathogenes et peuvent affecter le microbiome, et leur pénétration dans le
biofilm est limitée. (C) Les nanoparticules fabriquées a partir de polymeéres peuvent encapsuler et délivrer une
large gamme d'agents biocides tels que 1'argent, le cuivre, le monoxyde d’azote (NO) et le peroxyde d'hydrogene
(H20»). Les liposomes sont des nanoparticules particuliérement intéressantes en raison de leur faible toxicité pour
I'note lors de la libération continue d'antimicrobiens. (D) Les vaccins, les phages et les anticorps sont
particuliérement intéressants en raison de leur spécificité et de leur spectre étroit. Ils ont de bonnes capacités de
pénétration et sont permettent de déclencher une réponse immunitaire bénéfique de I’hote. Leur action pourrait
cependant entrainer un remplacement de l'agent pathogéne par un autre agent pathogéne opportuniste, et leur
pharmacocinétique et pharmacodynamie reste un sujet d’étude.

[Adaptée de (da Silva et al., 2021)]
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Le peptidoglycane est une macromolécule essentielle et spécifique de la paroi bactérienne, qui maintient
la forme des cellules, assure une protection mécanique contre la pression osmotique exercée par le
cytoplasme et sert a I’ancrage de polymeres de I'enveloppe. Il est réticulé par deux familles d’enzymes :
les PLP qui catalysent la formation de ponts de type 4—3, et les LDT qui forment les ponts de type
3—3. Alors que les PLP sont potentiellement inhibées par tous les antibiotiques de la famille des [3-
lactamines, les LDT sont efficacement inhibées par une seule classe de B-lactamines, les carbapénemes.
La contribution relative des PLP et des LDT a la réticulation du peptidoglycane est tres variable entre
les espéces bactériennes. Chez E. coli, comme dans la plupart des bactéries, le peptidoglycane est
principalement réticulé par les PLP, et les LDT n'ont qu'une contribution mineure et non essentielle a sa
synthese. Dans les années 80, une étude avait révélé une augmentation de la contribution des LDT en
phase stationnaire de croissance, mais leur role dans 1'adaptation du métabolisme du peptidoglycane aux
conditions environnementales n'avait pas été évalué. De plus, ces observations ont porté sur des cultures
liquides, composées de cellules planctoniques en suspension dans le milieu de culture. Or, I’essentiel de
la biomasse microbienne se développe sous la forme de communautés de bactéries attachées a une
surface. Les bactéries au sein de ces biofilms présentent une remarquable tolérance aux défenses de
I'hdte et aux antibiotiques, constituant un enjeu médical majeur.

Dans ce contexte, l'objectif général du projet a été d'étudier le réle des LDT dans 1’adaptation de la
voie d'assemblage du peptidoglycane et de sa liaison a la membrane externe a la croissance en biofilm
et de déterminer le role de cette adaptation dans la tolérance des bactéries aux antibiotiques. Pour cela,

deux especes bactériennes ont été choisies :

(i) Escherichia coli, qui posséde 6 paralogues de la famille des LDT aux fonctions partiellement
redondantes. Le but a été d’identifier les changements dans la structure du peptidoglycane associés a la
croissance en biofilm et d’évaluer le réle des LDT dans I’adaptation & diverses conditions
environnementales. Nous avons également voulu savoir si la perte de LDT spécifiques modifiait la

libération de molécules pro-inflammatoires par E. coli.

(i1) Pseudomonas aeruginosa, chez qui aucune LDT n’avait été caractérisée. Le but a été d’identifier
ces enzymes, de caractériser leurs fonctions, ainsi que les conséquences de leur délétion sur la sensibilité

de la souche aux antibiotiques, la stabilité¢ de 1'enveloppe et la formation de biofilms in vitro.
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Introduction aux articles

Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa font partie des bactéries modeles les plus étudiées dans la
formation de biofilm en laboratoire. Facilement manipulables, ces deux bactéries & Gram négatifs sont
en outre responsables d’un grand nombre d’infections liées a la formation de biofilms particuliérement
difficiles a éradiquer. Selon le NIH (National Institutes of Health) et le CDC (Center for Disease Control
and Prevention), jusqu'a 80 % du nombre total d'infections microbiennes et plus de 60 % des infections
nosocomiales sont dues a la formation de biofilms. En 2011, un rapport de I’OMS estimait a plus de 4
millions le nombre de patients touchés chaque année par une infection nosocomiale en Europe (World
Health Organization, 2011). 37 000 déces par an seraient directement imputables a ces infections
nosocomiales, qui contribueraient a 110 000 déces supplémentaires chaque année en Europe. Selon ce
méme rapport, les infections les plus fréquemment transmises dans les hopitaux européens sont des
infections urinaires, des voies respiratoires inférieures, du site opératoire, ainsi que des bactériémies.
E. coli est impliquée dans 50 % des infections liées a la formation de biofilms sur des cathéters
urinaires (Jacobsen et al., 2008). P. aeruginosa est quant a elle responsable de 10 a 20 % de la totalité
des infections nosocomiales a elle seule selon une étude menée au Brésil sur cinq ans (Ramos et al.,
2013). P. aeruginosa est également un pathogeéne opportuniste qui colonise les poumons des patients
atteints de mucoviscidose en formant d'épais biofilms résistants aux antibiotiques et aux défenses
immunitaires de ['hote, péjorant ainsi le pronostic a long terme du patient infecté (Heiby ef al., 2010).
En 2017, 'OMS a publié une liste de pathogenes « prioritaires » qui répertorie les douze familles de
bactéries représentant les plus grandes menaces pour la santé humaine (accessible en ligne) (Tacconelli
et al, 2018). Cette liste est divisée en trois catégories selon l'urgence du besoin en nouveaux
antibiotiques. Le groupe le plus critique comprend notamment Pseudomonas et diverses
Enterobacteriaceae dont E. coli. Ces bactéries sont devenues résistantes a un grand nombre
d'antibiotiques, dont les carbapénémes et les céphalosporines de troisieme génération qui sont les
meilleurs antibiotiques disponibles actuellement pour traiter les bactéries multirésistantes. Ce rapport
souligne I’importance des efforts de recherche pour le développement de nouveaux antibiotiques et leur

utilisation rationnelle, basés sur une meilleure compréhension de la mécanique bactérienne.

Les travaux présentés dans la suite de ce manuscrit se focalisent sur I’étude du peptidoglycane de
E. coli et P. aeruginosa. Essentiel a la survie des bactéries, sa réticulation est assurée par deux catégories
d’enzymes, les PLP et les LDT dont la contribution relative est variable. Ces enzymes sont les cibles
des antibiotiques de la famille des -lactamines, mais tandis que les PLP sont potentiellement inhibées
par toutes les classes de P-lactamines, les LDT sont efficacement inhibées par les carbapénémes
seulement. L activité des PLP peut étre entierement contournée par les LDT, comme cela a été observé

dans des mutants de E. coli et E. faecium sélectionnés in vitro, ce qui entraine un haut niveau de
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résistance a toutes les classes de B-lactamines a I'exception des carbapénémes (Hugonnet et al., 2016;
Mainardi ef al., 2000). Ces dernicres années, les fonctions associées aux LDT se sont diversifiées au fur
et & mesure de leur caractérisation chez différentes espéces bactériennes. Les deux articles qui suivent
portent sur 1’étude des LDT des deux bactéries a Gram négatif étudiées, P. aeruginosa et E. coli, et sur

le réle de ces enzymes dans 1’adaptation du peptidoglycane a différentes conditions de croissance.

Le premier article se concentre sur les LDT de P. aeruginosa, dont les identités demeuraient
jusqu’alors inconnues. Des analyses in silico ont permis d’identifier trois paralogues des LDT, que nous
avons appelés Ldtpaci, Ldtpacr et Ldtpacs. L utilisation d’approches complémentaires in vitro, comprenant
expression hétérospécifique des génes codant pour les /dt de P. aeruginosa ainsi que leur inactivation,
seuls ou en combinaison, a par la suite permis de leur attribuer des fonctions. L’activité de Ldtpa.: a pu
étre observée lors d’essais enzymatiques in vitro. Nous avons également évalué I’impact de la délétion
des génes codant pour les /d¢ sur I’activité des B-lactamines, la motilité de la souche, la stabilité de
I’enveloppe, et la capacité des mutants a former des biofilms. L’ensemble de ces résultats indique que
les LDT contribuent a la stabilisation de l'enveloppe cellulaire bactérienne et a 1'adaptation du

métabolisme du peptidoglycane a la croissance en biofilm.

Le second article présente une étude approfondie des LDT de E. coli, dont les identités et les
fonctions sont connues. YcbB et YnhG sont responsables de la formation des ponts de type 3—3 pour
la réticulation du peptidoglycane (Magnet et al., 2008) ; YbiS, ErfK et YcfS ancrent la lipoprotéine de
Braun au peptidoglycane, assurant le seul lien covalent entre le peptidoglycane et la membrane externe
(Magnet et al., 2007) ; YafK peut hydrolyser cette liaison (Bahadur et al., 2021; Winkle et al., 2021).
Avant le début de ma thése, les résultats préliminaires du laboratoire d’accueil avaient révélé une
proportion importante de ponts de type 3—3 lors de la croissance de E. coli en biofilm et en milieu
minimum, posant la question du réle des LDT dans l'adaptation du métabolisme du peptidoglycane aux
conditions environnementales. Nous avons développé une analyse structurale détaillée du
peptidoglycane extrait de bactéries cultivées en milieu minimum et en milieu riche, en conditions
planctoniques de croissance et en biofilm. L’inactivation des geénes codant pour les /dt a permis
d’évaluer leur role dans la formation de ces biofilms et I’impact des délétions sur la stabilité de
I’enveloppe et I’activité d’un large panel d’antibiotique. Une derniere partie évalue I’impact de la perte
des LDT sur la libération de molécules pro-inflammatoires par E. coli. Ces multiples approches nous
ont permis d’explorer le role des LDT dans la stabilit¢ de I’enveloppe et la stimulation du systéme

immunitaire.
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ABSTRACT

Peptidoglycan is an essential component of the bacterial cell envelope that sustains the turgor
pressure of the cytoplasm, determines cell shape, and acts as a scaffold for the anchoring of
envelope polymers such as lipoproteins. The final cross-linking step of peptidoglycan
polymerization is performed by classical D,D-transpeptidases belonging to the penicillin-
binding protein (PBP) family and by L,D-transpeptidases (LDTs), which are dispensable for
growth in most bacterial species and whose physiological functions remain elusive. In this
study, we investigated the contribution of LDTs to cell envelope synthesis in Pseudomonas
aeruginosa grown in planktonic and biofilm conditions. We first assigned a function to each of
the three P. aeruginosa LDTs by gene inactivation in P. aeruginosa, heterospecific gene
expression in Escherichia coli, and, for one of them, direct determination of its enzymatic
activity. We found that the three P. aeruginosa LDTs catalyze peptidoglycan cross-linking
(Ldtpae1), the anchoring of lipoprotein Oprl to the peptidoglycan (Ldtpae2), and the hydrolysis of
the resulting peptidoglycan-Oprl amide bond. Construction of a phylogram revealed that LDTs
performing each of these three functions in various species cannot be assigned to evolutionary
distinct lineages, in contrast to what has been observed with PBPs. We showed that biofilm,
but not planktonic, bacteria displayed an increase proportion of peptidoglycan cross-links
formed by Ldtpae1 and a higher extent of Oprl anchoring to peptidoglycan, which is controlled
by Ldtpae2 and Ldtpaes. Consistently, deletion of each of the Idt gene impaired biofilm formation
and potentiated the bactericidal activity of ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). These
results indicate that LDTs contribute to the stabilization of the bacterial cell envelope and to

the adaptation of peptidoglycan metabolism to growth in biofilm.

Importance. Active-site cysteine LDTs form a functionally heterologous family of enzymes that
contribute to the biogenesis of the bacterial cell envelope through formation of peptidoglycan
cross-links and through the dynamic anchoring of lipoproteins to peptidoglycan. Here, we
report the role of three P. aeruginosa LDTs that had not been previously characterized. We
show that these enzymes contribute to resistance to the bactericidal activity of EDTA and to
the adaptation of cell envelope polymers to conditions that prevail in biofilms. These results
indicate that LDTs should be considered as putative targets in the development of drug-EDTA

associations for the control of biofilm-related infections.
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INTRODUCTION

Peptidoglycan (PG) is a major component of the cell envelope present in almost all bacterial
species. This complex heteropolymer is composed of linear glycan chains cross-linked by short
stem peptides to form a three-dimensional network that surrounds the cytoplasmic
membrane and provides resistance to the turgor pressure of the cytoplasm (1). The glycan
chains are formed by alternating N-acetylglucosamine (GIcNAc) and N-acetylmuramic acid
(MurNAc) residues linked together by B-1,4 glycosidic bonds. In Gram-negative bacteria, the
D-lactoyl group of MurNAc residues are linked to a conserved peptide stem containing an L-
alanine at the first position (L-Ala'), a D-glutamic acid at the second position (D-Glu?), a
diaminopimelic acid at the third position (DAP3), and two D-alanine at the fourth and fifth
positions (D-Ala* and D-Ala”). In Gram-positive bacteria, DAP? is often amidated or replaced
by an L-Lysine (L-Lys3), which can be substituted by a short side chain (e.g. a pentaglycine in
Staphylococcus aureus).

The peptide stems of two adjacent subunits are linked together by peptide cross-links
formed by transpeptidases. Most cross-links connect D-Ala% in an acyl donor stem peptide to
DAP3 in an acyl acceptor stem peptide. Synthesis of these so-called 43 cross-links is
catalyzed by the D,D-transpeptidase activity of Penicillin-Binding Proteins (PBPs) in two steps
(2). First, the catalytic serine of PBPs attacks the carbonyl of D-Ala* in a donor stem
pentapeptide resulting in the formation of an acyl-enzyme and release of D-Ala>. Second, the
ester bond of the acyl-enzyme is attacked by the side-chain amine of the residue at the 3™
position of an acceptor stem peptide, resulting in the formation of a 43 cross-linked
peptidoglycan dimer and the release of the PBP (2).

In certain bacteria, peptidoglycan cross-linking is additionally performed by a second

family of enzymes, the L,D-transpeptidases (LDTs), which connect residues at the 3 position




of the donor and acceptor stems (33 cross-links) (Reaction A in Fig. 1) (3, 4). Similar to PBPs,
LDTs catalyze peptidoglycan cross-linking by a two-step mechanism involving formation of an
acyl-enzyme. However, the acyl donor used by LDTs harbors a tetrapeptide stem instead of a
pentapeptide stem. The tetrapeptide-containing substrate of LDTs is formed by hydrolysis of
the D-Ala*-D-Ala® amide bond of pentapeptide stems by D,D-carboxypeptidases (5-7). LDTs
and PBPs also differ by the catalytic nucleophile, Cys versus Ser, and the two enzyme families
are structurally unrelated (8). PBPs and LDTs are inactivated through acylation of their
nucleophiles. PBPs are potentially inactivated by all classes of B-lactams. In contrast, LDTs are
effectively inactivated only by B-lactams belonging to the carbapenem class (9—13).

Since the first characterization of an LDT in a highly ampicillin-resistant mutant of
Enterococcus faecium selected in vitro (4), numerous members of the LDT family have been
identified in Gram-positive and Gram-negative bacteria as well as in mycobacteria (14-17).
The number of LDTs varies between bacterial species, ranging from one in Neisseria
meningitidis and Helicobacter pylori to 21 in Bradyrhizobium japonicum (18). A wide variety of
functions has been associated with these enzymes that can be classified in three groups as
follows.

Afirst group of LDTs forms 3->3 peptidoglycan cross-links and comprises enzymes with
various physiological functions (Reaction A in Fig. 1). Certain LDTs participate in the
maturation of peptidoglycan in Mycobacterium smegmatis (19, 20) and in B-lactam resistance
in mutants of Escherichia coli and E. faecium selected in vitro (4, 7). In the latter mutants, the
LDTs can fully replace the PBPs resulting in a peptidoglycan exclusively containing 3->3 cross-
links. The proportion of 3-3 cross-links formed by LDTs is highly variable in wild-type bacteria,
ranging from 70-80% in Clostridioides difficile (14) and in mycobacteria (21, 22), to <10 % in

most species, including in E. coli (23). LDTs are essential for virulence in Mycobacterium
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tuberculosis (24) but fully dispensable in E. coli, at least for growth in laboratory conditions. In
the latter bacterium, the proportion of 3->3 cross-links increases in the stationary phase of
growth but this observation has not been associated with any phenotypic property (25). In E.
coli, 3->3 cross-link formation was reported to participate in peptidoglycan remodeling,
thereby increasing the overall robustness of the bacterial cell envelope in response to defects
in the outer membrane (26). In Salmonella enterica serovar Typhi, an L,D-transpeptidase plays
an essential role in typhoid toxin secretion (27). The enzyme edits the peptidoglycan, i.e.
enriches peptidoglycan at the cell poles in 3->3 cross-links, thereby enabling specific cleavage
of these cross-links by a specialized muramidase for translocation of the toxin though the
peptidoglycan layer. This subsequently enables the release of the toxin through the outer
membrane.

A second group of LDTs is specialized in the covalent anchoring of proteins to
peptidoglycan (Reaction B in Fig. 1). In E. coli, three LDTs anchor the Braun lipoprotein (Lpp)
providing a link between the peptidoglycan and the outer membrane that is thought to
contribute to the stability of the envelope (28-30). In Coxiella burnetii, the cell envelope was
proposed to be similarly stabilized by the anchoring of an outer membrane barrel protein to
peptidoglycan by an LDT during the stationary phase of growth (31).

A third group of LDTs comprises enzymes acting as hydrolases (Reaction C in Fig. 1). In
E. coli, a member of the LDT family, YafK also known as DpaA, was found to exclusively display
hydrolytic activity for cleavage of the amide bound connecting Lpp to tripeptide stems (32,
33). In combination with LDTs that anchor Lpp, this enzyme may dynamically control the
equilibrium between the free and peptidoglycan-linked forms of Lpp.

In addition to the three types of amide-bond forming and hydrolyzing activities

depicted as reactions A, B, and C in Fig. 1, LDTs catalyze the exchange of the terminal D-Ala*




of tetrapeptide stems by glycine and various D-amino (e.g. D-Met) and D-2-hyroxy (e.g. D-
lactate) acids (3). For the latter reactions, the acyl-enzyme is attacked by the amine or hydroxyl
group of free amino or 2-hydroxy acids. This exchange reaction results in the incorporation of
D-amino acids in the peptidoglycan leading to toxic effects. In Vibrio cholerae, non-canonical
D-amino acids promote remodeling of peptidoglycan in stationary phase and participate in the
control of PG abundance and strength (34).

Attack of the acyl-enzyme by a water molecule results in the hydrolysis of the DAP3-D-
Ala* amide bond. In Acinetobacter baumannii, a hydrolytic member of the LDT family acts as
an L,D-carboxypeptidase trimming off D-Ala® of tetrapeptide stems thereby contributing to
peptidoglycan recycling (35).

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic Gram-negative pathogen, responsible for
both acute respiratory infections, in particular ventilator acquired pneumonia, and chronic
lung infections in patients with cystic fibrosis and chronic obstructive pulmonary disease. The
ability of P. aeruginosa to form biofilms is critical in the pathophysiology of these infections
(36-38).

In this study, we show that the chromosome of P. aeruginosa harbors three genes
encoding members of the LDT family. We report a functional characterization of each of these
three enzymes and the consequences of /dt gene deletions on antibiotic susceptibility,

envelope stability, and in vitro formation of biofilms by P. aeruginosa.



RESULTATS

4

SH

o

L-Ala
D-iGlu

Tetrapeptide
acyl donor

AN-

A — C—NH

Acyl acceptor

DAP Peptidoglycan dimer with a 3->3 cross-link ‘
D-Ala 0=C

=Q

0]

I
S \
Lor 3 c
B H2N8
Acyl-enzyme AN) > H 8
|
(residués 2-56) i

i (residues 2-56)

FA, - glyceryl -’ Cys' !
EA FA, - glyceryl -’ Cys'
FA

| Anchoring of Lpp to peptidoglycan ‘

Figure 1. Two-step reactions catalyzed by LDTs. In the first step, the catalytic cysteine attacks the

carbonyl of D-Ala* at the extremity of an acyl donor tetrapeptide stem. This results in the formation of

an acyl-enzyme and the release of D-Ala. In the second step, the carbonyl of the thioester bond in the

acyl-enzyme is attacked by a side-chain amine harbored either by DAP3 in an acceptor stem peptide

(reaction A, formation of 3->3 cross-links) or by the C-terminal L-Lys of Lpp (reaction B, Lpp anchoring).

Other members of the LDT family hydrolyze the tripeptide->Lpp amide bond (reaction C, release of

Lpp). Abbreviations: DAP, diaminopimelic acid; D-iGlu, D-isoglutamic acid; Lpp, major outer membrane

Braun lipoprotein; FA, fatty acid.
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P. aeruginosa and E. coli share a common peptidoglycan structure. Our first objective was to
determine the structure of peptidoglycan isolated from a stationary phase culture of P.
aeruginosa strain PA14. Peptidoglycan was extracted, digested with muramidases, and the
resulting muropeptides were separated by rpHPLC (Fig. 2A). Mass spectrometry analysis (Fig.
2B and Supplementary Table S1) revealed that the most abundant stem peptide was a
tetrapeptide (L-Ala-D-iGlu-DAP-D-Ala), both in monomers and in the acceptor stem of dimers.
The pentapeptide stem (L-Ala-D-iGlu-DAP-D-Ala-D-Ala) was not detected, indicating that the
terminal D-Ala of stem pentapeptides that did not participate in peptidoglycan cross-linking
were effectively trimmed off by D,D-carboxypeptidases. Cleavage of DAP-D-Ala amide bonds
by L,D-carboxypeptidases or by endopeptidases generated the tripeptide stem L-Ala-D-iGlu-
DAP. Most of the dimers (87%) contained 4->3 cross-links made by the D,D-transpeptidase
activity of PBPs. The remaining dimers (13%) contained 3->3 cross-links formed by L,D-
transpeptidases. Detection of the tripeptide L-Ala-D-iGlu-DAP linked to a Lys-Arg dipeptide
(Tri>KR) revealed the anchoring of the Oprl lipoprotein to the peptidoglycan (Reaction B in
Fig. 1). Oprl is a homolog (24.8 % identity) of the Lpp Braun lipoprotein of E. coli
(Supplementary Fig. S1). The disaccharide moiety was composed exclusively of GIcNAc and
reduced MurNAc. De-acylated sugars, as previously reported (39, 40), were not detected,
indicating that the corresponding muropeptides were present in insufficient amounts to be
identified in our study design. Together, these results showed that all muropeptides detected
in E. coli (23) are present in P. aeruginosa PA14. Conversely, no additional structure was
detected in P. aeruginosa. Quantitatively, the muropeptide compositions were also very

similar indicating that the peptidoglycan structure is conserved in P. aeruginosa and E. coli.
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Figure 2. Muropeptide composition of the peptidoglycan of P. aeruginosa strain PA14. (A) rpHPLC
profile of muropeptides. (B) Structure of muropeptides. Mops, observed monoisotopic mass; Ml
calculated monoisotopic mass; grey hexagon, GIcNAc; blue hexagon, MurNAc; black disk, L-Ala; grey
disk, D-iGlu; white disk, DAP; green disk, D-Ala; K and R circled in red, amino acid residues

corresponding to the Arg-Lys C-terminal extremity of Oprl.

Heterospecific expression of P. aeruginosa Idt genes in E. coli reveals the function of the
corresponding LDTs. Our next objective was to identify the LDTs catalyzing the formation of
3->3 cross-linked muropeptides 4 and 6 and the anchoring of Oprl to the peptidoglycan
(Reactions A and B in Fig. 1, respectively). Sequence comparisons identified three proteins
comprising an YkuD L,D-transpeptidase domain (PF03734) with a conserved [S/T]xGCh[R/N]
catalytic domain, in which C is the Cys nucleophile, x any residue, and h a hydrophobic residue

(Supplementary Fig. S2). The function of these enzymes, designated Ldtpae1, Ldtpaes, and




Ldteae3, Was investigated by expressing the corresponding genes in a derivative of E. coli
BW25113 obtained by deletion of the complete set of the six E. coli Idt genes (26), hereafter
designated as E. coli A6ldt.

The peptidoglycan of E. coli A6/dt used for heterospecific Idt gene expression contained
two main muropeptides, a tetrapeptide monomer and a 4->3 cross-linked Tetra->Tetra dimer
formed by PBPs. Expression of P. aeruginosa Idtpae1 led to the formation of two additional 353
cross-linked dimers containing a tripeptide donor stem and a tripeptide or a tetrapeptide
acceptor stem (Tri->Tri and Tri->Tetra dimers; muropeptides 4 and 6 in Fig. 2B; Table 1). These
results indicate that Ldtpae1 is functional in E. coli and acts as a peptidoglycan cross-linking
enzyme in this host.

Heterospecific expression of genes encoding Ldtpaez in E coli A6ldt led to the formation
of an additional disaccharide-tripeptide monomer substituted by the dipeptide Lys-Arg (KR;
muropeptide 3 in Fig. 2B; Table 1). This observation indicates that Ldtpse; catalyzes the
anchoring of Lpp despite the sequence divergence between the sequence of the E. coli (Lpp)
and P. aeruginosa (Oprl) lipoproteins (24.8% identity) (Supplementary Fig. S1).

Heterospecific production of Ldtpaes in E coli A6ldt did not lead to any modification of
the muropeptide profile. Thus, Ldtpaes did not catalyze formation of 3->3 cross-links or the

anchoring of the Braun lipoprotein in E. coli.
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Table 1. Muropeptide composition of peptidoglycan extracted from derivatives of E. coli A6ldt
expressing P. aeruginosa L,D-transpeptidase genes

Muropeptide Calculated Observed mass?

(cross-link) mass? None Idtpaer Idtpaez Idtpaes
Monomers

Tri 870.371 870.372 870.371 870.370 870.371
Tetra 941.408 941.408 941.409 941.408 941.409
Tri->KR 1,154.567 ND ND 1,154.567 ND
Dimers

Tri=>Tri (3->3) 1,722.731 ND 1,722.730 ND ND
Tetra->Tri (4->3) 1,793.768 ND 1,793.765 1,793.765 ND
Tri->Tetra (3-3) 1,793.768 ND 1,793.765 ND ND

Tetra->Tetra (4->3) 1,864.805 1,864.805 1,864.800 1,864.803 1,864.800
2 Monoisotopic mass.

ND, not detected.

Data are representatives of three biological repeats.

Deletion of P. aeruginosa Idt genes confirms the function of Ldtpae1, Ldtpae2, and Ldtpaes
inferred from heterospecific gene expression. Deletion of /dtpg.1 abolished the formation of
3->3 cross-linked dimers, indicating that Ldtpae1 is the only peptidoglycan cross-linking L,D-
transpeptidase produced by P. aeruginosa PA14 (Table 2). Deletion of /dtpee2 alone abolished
Oprl anchoring indicating that Ldtpae2 is the only enzyme responsible for the anchoring of that
lipoprotein. In comparison with the parental strain, deletion of /dtpees did not result in any
modification of the muropeptides. Deletion of the three Idt genes abolished both the
formation of 3->3 cross-links and the anchoring of the Lpp lipoprotein. Deletion of the opr/
gene prevented formation of muropeptide 3 (Tri->KR; Mca = 1,154.567), confirming that this
muropeptide exclusively originates from anchoring of Oprl to peptidoglycan. Together, these
results (Table 2) indicate that formation of 3->3 cross-linked dimers and lipoprotein anchoring
is mediated by Ldtpae1 and Ldtpaez, respectively, whereas Ldtpaes catalyzes neither reaction, in
agreement with the analysis of heterospecific expression of P. aeruginosa Idt genes in E. coli

A6/dt (above, Table 1).
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Table 2. Muropeptide composition of the peptidoglycan of derivatives of strain PA14 harboring various
deletions

Observed mass? of muropeptides for indicated deletions

AIdtPael
Muropeptide Calculated Aldtpaez
(cross-link) mass? None Aldtpaer Aldtpaer Aldtpaes Aldtpaes Aoprl
Monomers
Tri 870.371 870.370 870.369 870.371 870.370 870.374 870.364
Tetra 941.408 941.407 941.406 941.406 941.408 941.412 941.405
Tri>KR 1,154.567 1,154.566 1,154.565 ND 1,154.565 ND ND
Dimers
Tri-Tri (3-3) 1,722.731 1,722.731 ND ND ND ND ND
Tetra-Tri (4->3) 1,793.768 1,793.766 1,793.764 ND 1,793.767 ND 1,793.761
Tri-Tetra (3-3) 1,793.768 1,793.764 ND 1,793.764 1,793.766 ND 1,793.763

Tetra-Tetra (4-3) 1,864.805 1,864.802 1,864.801 1,864.799 1,864.804 1,864.818 1,864.800

@ Monoisotopic mass.
ND, not detected.
Data are representatives of three biological repeats except for strain Aoprl (two repeats).

Purified Ldtp,e1 catalyzes the formation of 3->3 cross-linked dimers. In order to validate the
catalytic activity of Ldtpae1, we produced a soluble fragment of Ldtpae1 lacking the membrane
anchor (residues 1 to 32) in E. coli and purified by metal affinity and size-exclusion
chromatography. Consistent with our previous results, Ldtpae1 was functional in the formation
of 3->3 cross-linked dimers using tetrapeptide-containing peptidoglycan fragments as
substrates (Fig. 3). The purified protein also catalyzed the exchanges of D-Ala* of these
substrates by D-Met. Ldtpse1r formed covalent links with B-lactams representative of the
cephem (ceftriaxone) and carbapenem (meropenem) classes but not with the penam
ampicillin. This B-lactam specificity was previously observed for LDTs from various bacteria (9—
13, 41). We could not similarly investigate the catalytic activity of Ldtpaez and Ldtpaes since we

did not succeed in purifying these proteins.
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Products of the reactions catalyzed by purified Ldt,,.,

Mass

Substrate Product Calculated Observed
Tetra Tri->Tetra 1,793.77 1,793.82
Lactoyl-Tetra Lactoyl-Tri—> Lactoyl-Tetra 977.42 977.52
Tetra + D-Met Tetra ending in D-Met 1,001.41 1,001.39
Lactoyl-Tetra + D-Met  Lactoyl-Tetra ending in D-Met 593.24 593.32
Ampicillin None NA NA
Ceftriaxone Acylenzyme 36,698.7 36,699.2
Meropenem Acylenzyme 36,686.5 36,686.9

Figure 3. Functional characterization of purified Ldtp.e1. (A) Schematic representation of the reactions
catalyzed by Ldtese1. (B) Identification of the reaction products by low-resolution mass spectrometry.
The indicated masses are monoisotopic masses for peptidoglycan fragments and average masses for
acyl-enzymes. Tetra, reduced disaccharide-tetrapeptide, Lactoyl-Tetra, tetrapeptide linked to the D-
lactoyl moiety of MurNAc following cleavage of the ether bond internal to MurNAc. D-Met, D-
methionine. None, no reaction product obtained by incubation of purified Ldtp.e; with ampicillin. The
calculated mass of the native protein is 36,303 Da, corresponding to residues 32 to 347 fused to the

MGSSHHHHHHSSG His-Tag. The N-terminal methionine was not present in purified Ldtpaes.
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Ldteaex cannot bypass B-lactam-inhibited PBPs. We have previously shown that
overproduction of the YcbB L,D-transpeptidase and of the (p)ppGpp alarmone in E. coli results
in high-level B-lactam resistance due to bypass of the D,D-transpeptidase activity of PBPs (7).
To determine whether Ldtese1 could replace YcbB for peptidoglycan cross-linking, we
introduced recombinant plasmids encoding YcbB, YnhG, and Ldtpae1 in an E. coli host producing
the RelA’ synthetase for unregulated (p)ppGpp synthesis (Table 3). Production of E. coli YnhG
and of P. aeruginosa Ldtpae1 did not mediate B-lactam resistance in this host even though both
proteins are functional LDTs for synthesis of 3-3 peptidoglycan cross-links in vitro and in E.
coli. Thus, YnhG and Ldtpae1 were unable to polymerize a functional peptidoglycan under

conditions in which the D,D-transpeptidase activity of PBPs is inhibited by B-lactams.

Table 3. Expression of L,D-transpeptidase-mediated resistance in (p)ppGpp-producing E. coli °

Inhibition zone (mm) around disks containing B-lactams

Plasmid Ceftriaxone (30 pg) Ampicillin (10 pg)
pHV6 (vector) 37 23
pHV6(ycbB) 12 <6
pHV6(ynhG) 38 21
pHV6(/dtpae1) 39 20

2The E. coli host harbored a chromosomal deletion of relA and plasmid pKT8 encoding RelA’.
Data are the medians from three biological repeats.

The activity of B-lactams and the motility of P. aeruginosa are not affected by deletions of
Idt genes. The activity of 31 antibiotics, including 20 B-lactams, was tested by the disk diffusion
assay against P. aeruginosa PA14 and isogenic derivatives obtained by deletion of L,D-
transpeptidase genes (Supplementary Table S3). Deletion of Idtpae1, Idtpae2 plus Idtpaes, or of
the three L,D-transpeptidase genes did not affect the susceptibility of P. aeruginosa to any of

the tested antibiotics. Thus, the L,D-transpeptidases did not contribute to growth of PA14 in
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the presence of sub-inhibitory concentrations of B-lactams or to the efficacy of the

permeability barrier mediated by the outer membrane.

Deletion of Idtp.c2 destabilizes the P. aeruginosa envelope. Ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) is often used to probe the stability of the outer membrane of E. coli since this
compound prevents the stabilization of the outer leaflet of the outer membrane by Mg?*
cations (30, 42). Incubation of P. aeruginosa PA14 derivatives lacking opr/ or Idtpae; resulted in
similar kinetics of bacterial killing by EDTA with ca. 6 logio decreases of the initial inoculum
(Fig. 4). Deletion of Idtpae1 or of Idtraes had no impact on killing in comparison to wild-type PA14
with < 2 logio decreases of the initial inoculum. Thus, loss of Oprl or of the anchoring of this
lipoprotein to the peptidoglycan destabilizes the cell envelope leading to cell death in the

presence of EDTA.

15




1= Without EDTA

--0-- WT
==B-= Aldfp,e
=A== Aldp,e,

-—@—- Aldtp,s
—=@-= Alditp,eq Aldlpyer Alotpaes
-=%--Aoprl

With EDTA 500 mM
—— wr

—B— Ay,
—A— Ndtp,e,
—O— Ndltpyes
——
——

log,o(N/N)

AldtPae1 AldtPan AldtPae3
Aoprl

-7 1 1 1
0 90 180 270

Time (min)

Figure 4. Killing of P. aeruginosa by EDTA. Bacteria from overnight cultures were resuspended in Tris-
HCI pH 8.0 and incubated with 500 uM EDTA (open blue symbols and solid lines) or without EDTA
(closed black symbols and dotted lines). Bacteria were enumerated at 0, 90, 180, and 270 min. Data
are the mean + standard error of the mean from three independent biological repeats. * and **, P <
0.05 and P < 0.01; Brown-Forsythe and Welch ANOVA (wild-type with EDTA versus mutants with EDTA
at 270 min).

Deletion of /dt genes impairs biofilm formation. Screening of a library of mutants obtained
by random insertions of a transposon previously revealed that a member of the LDT family
(YafK) is required for biofilm formation by an enteroaggregative strain of Escherichia coli (43).
This prompted us to determine the impact of /dt deletions on biofilm formation by P.

aeruginosa.
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Our first objective was to evaluate the contribution of LDTs to peptidoglycan synthesis
in biofilm (Supplementary Table S2 and Fig. 5). The proportion of 3->3 cross-linked dimers
among all dimers was 11.3%, whereas 3->3 cross-links were not detected for exponential
growth of PA14 in planktonic form (Fig. 5B). The relative proportion of dimers among all
muropeptides was higher in biofilm than in planktonic cultures (44.2% versus 33.9%) (Fig. 5A).
These results indicate that growth in biofilm favors peptidoglycan cross-linking by Ldtpae1 and
that this growth condition was associated with a highly cross-linked peptidoglycan. Growth in
biofilm also favored the anchoring of Oprl to peptidoglycan indicating that Ldtpse2 was active
in this growth condition (Fig. 5C).

Our second objective was to determine whether the activity of the LDTs modulate
biofilm formation. The deletion of Idtpae1, Idtpac2, Idtraes, or oprl resulted in statistically
significant but limited decreases in the capacity of P. aeruginosa PA14 to form biofilm in the
96-well plate assay (Fig. 5D). The combine deletions of all three L,D-transpeptidases did not
further decrease biofilm formation. Additionally, we also demonstrated that deletions of /dt
genes or of oprl had no impact on the swimming motility of PA14, a biofilm-related function,
(Supplementary Table S4) indicating that the cell envelope of the mutants was fully

compatible with the assembly of a functional flagellum.
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Figure 5. Peptidoglycan structure of P. aeruginosa grown in biofilm and impact of /dt gene deletion
on biofilm formation. (A) Proportion of dimers with 3->3 cross-links among all dimers (cumulative
area of peaks 4+6 / cumulative area of peaks 4+5+6+7 in rpHPLC chromatograms; A=205 nm). (B)
Proportion of dimers among all muropeptides except peak 3 (peaks 4+5+6+7 / peaks 1+2+4+5+6+7).
(C) Proportion of muropeptides containing the Lys-Arg fragment of Oprl among all muropeptides (peak
3 / peak 1+2+3+4+5+6+7). Closed circles indicate the values obtained for biological repeats (n=3). The
horizontal line indicates the mean % value. * and **, P < 0.05 and P < 0.01; unpaired t-test. BIOF, PA14
grown for 96 h in biofilm; EXPO, exponentially growing PA14 in planktonic form (ODeo = 0.8). (D)
Crystal violet staining of biofilms formed by wild-type P. aeruginosa PA14 and derivatives obtained by
deletion of /dt genes and oprl. Circles indicate values obtained for biological repeats (n=24). *, **, and

*** P smaller than 0.05, 0.01, and 0.001, respectively; Brown-Forsythe and Welch ANOVA test.

Comparison of LDTs catalyzing various reactions. A peptidoglycan cross-linking activity was
assigned to Ldtpae1, @ lipoprotein anchoring activity to Ldteae2, and neither activity to Ldtpaes

(above, Tables 1 and 2). The resulting extension in the number of functionally characterized
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LDTs prompted us to explore the phylogenetic relationships between members of this protein
family (Supplementary Table S5 and Supplementary Fig. S2 and S3). Closely related species
were found to produce the same number of closely related LDTs, which share sequence
identity over the entire sequences [e.g. E. coli and Salmonella enterica (6 paralogues), E.
faecalis and E. faecium (1 paralogue), Mycobacterium tuberculosis and Mycobacterium
abscessus (6 paralogues)]. More distantly related species, such as E. coli and P. aeruginosa or
E. faecium and S. aureus (which does not harbor any LDT) produce various numbers of LDTs
(0 to 6) and the domain composition is not conserved (Supplementary Fig. S4).

We then evaluated whether LDTs catalyzing similar reactions could be identified based
on the presence of specific sequence signatures. Winkle et al. identified a polymorphism in
the conserved catalytic motif of E. coli LDTs (SXGChR versus SxGChA) and proposed that the
latter motif was specific of enzymes hydrolyzing the amide bond connecting tripeptide stems
to lipoproteins [YafK also referred to DpaA in E. coli, (32, 33). Ldtpae3 might be involved in the
releasing of anchored Oprl in P. aeruginosa since this L,D-transpeptidase contains an SxGChA
motif and is closely related to YafK (Supplementary Table S5 and Supplementary Fig. S2 and
S3). Ldtpae2 (Oprl anchoring) belonged to a lineage that included both E. coli Lpp anchoring
(ErfK, Ybis, and YcfS) and peptidoglycan cross-linking (YnhG) enzymes. For Ldtpae1 (formation
of 33 cross-links), the highest levels of identity were observed with YciB from B. subtilis
(35.6%; unknown function), Ldtmabs from Mpycobacterium abscessus (32.9%; unknown
function), and YcfS of Campylobacter jejuni and E. coli (31.2% and 30.1 %, unknown and Lpp
anchoring respectively). Together, these results imply that LDTs with lipoprotein anchoring

and 3->3 cross-linking activities cannot be assigned to two evolutionary divergent lineages.
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Ldtpae1 comprises two YkuD domains. Sequence comparison indicated that Ldtpse1, which
catalyzes the formation of 353 peptidoglycan cross-links, comprises an N-terminal bona fide
LDT catalyticdomain with the conserved catalytic motif (SHGCIR) followed by a related domain
that lacks the catalytic Cys residue (QLGKIR) (these domains are designated Ldtpae1 and Ldtpae11
respectively in Supplementary Table S5 and Supplementary Fig. S2 and S3, and YkuD1 and
YkuD2 in Supplementary Fig. S4). These two domains are clustered in the same lineage
suggesting a duplication. This domain architecture has not been detected in any other LDT
sequence. The role of the catalytically deficient domain Ldtpae11 remains to be determined. It
is tempting to speculate that it could be involved in peptidoglycan binding, a function

mediated by unrelated domains in other LDTs (44, 45).
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DISCUSSION

Active-site cysteine L,D-transpeptidases comprising a conserved YkuD domain catalyze various
reactions (Fig. 1 and Introduction section) (46). Here we show that P. aeruginosa may produce
representatives of each of the three catalytic functions associated with the conserved YkuD
catalytic domain, namely, the formation of 3->3 peptidoglycan cross-links (Ldtpse1), the
anchoring of lipoprotein Oprl to PG (Ldtpae2), and the hydrolysis of the resulting
tripeptide—>Oprl amide bond (Ldtpae3). The activity of these enzymes was investigated by in
vitro assays for purified Ldtpae1 (Fig. 3), deletion of /dt genes from the chromosome of P.
aeruginosa PA14 (Table 2), and heterologous expression of /dt genes in E. coli (Table 1).
Functionality of Ldtpae1 and Ldtpaez in the heterologous host might be accounted for by the
conserved structures of both the peptidoglycan subunit of P. aeruginosa and E. coli (Fig. 2)
and the Arg-Lys C-terminus of lipoproteins Oprl and Lpp (Supplementary Fig. S1). The function
of Ldtpaes was tentatively assigned to the release of Oprl based both on the absence of
detectable amide bond forming activity (formation of 3->3 and tripeptide—> Oprl bonds) and
on the close similarity between Ldtpae3 and E. coli hydrolase YafK.

Phylogenetic analysis revealed that the number of LDTs and their domain composition
are not conserved except in closely related bacteria belonging to the same genus
(Supplementary Table S5 and Supplementary Fig. S2, S3, and S4). LDTs with lipoprotein
anchoring and 3->3 cross-linking activities cannot be assigned to two distinct evolutionary
lineages. Thus, although /dt genes appear to belong to bacterial core genomes, they are not
stably inherited in distantly related lineages. In contrast, comparison of high molecular-weight
PBPs involved in peptidoglycan cross-linking clearly identifies orthologues in distantly related

lineages (47).
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The phenotypic impact of deletions of /dt genes and of oprl has been explored using
various assays. The deletion of these genes did not result in hyper-susceptibility to antibiotics
or impaired motility (Supplementary Tables S3 and S4, respectively). These observations
indicate that the permeability barrier of the outer membrane and the functionality of the
flagellum were preserved in the mutants. Loss of Oprl or of the anchoring of this lipoprotein
to PG led to a destabilization of the cell envelop, as revealed by the bactericidal effect of EDTA
(Fig. 4). In contrast, formation of 33 cross-links by Ldtpae1 Was dispensable for survival in the
presence of EDTA. Similar results were previously obtained for mutants of E. coli deficient in
the production of Lpp or in the anchoring of this lipoprotein to peptidoglycan (30).

Formation of 3->3 cross-links remained undetected for exponential growth of P.
aeruginosa PA14 in planktonic form (Fig. 5B). The proportion of 3->3 cross-links was
significantly higher (11.3%) for growth in biofilm (P < 0.01). Deletion of /dtpse1 had a modest
but significant (P < 0.05) impact on the ability of P. aeruginosa PA14 to form biofilms (Fig. 5D).
These results indicate that 3->3 cross-linking of glycan strands participates in the adaptation
of peptidoglycan metabolism to conditions that prevail in biofilm. Interestingly, muropeptides
containing 3->3 cross-links were found to be more abundant in P. geruginosa epidemic strains
than in reference strains PAO1 and PA14 (40). In addition, deletion of Idtpee2 or oprl impaired
biofilm formation and sensitized mutants to EDTA. Thus, L,D-transpeptidases might be
actionable targets to fight against bacteria in biofilm. Considering the impact of /dt gene
deletions on the bactericidal activity of EDTA (Fig. 4), it would be relevant to determine
whether inhibition of LDTs of Gram-negative bacteria could act in synergy with drug-EDTA
associations for the eradication of catheter-associated biofilms based on antibiotic lock

therapy or in treatment of other biofilm-related infections (48-50).
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METHODS

Bacterial strains and plasmids. The characteristics and origin of plasmids and bacterial strains
are listed in Supplementary Tables S6 and S7, respectively.

Cultures for peptidoglycan extraction. For the analyses of the muropeptide composition of
the peptidoglycan from P. aeruginosa PA14 and derivatives obtained by deletion of /dt genes
and oprl, bacteria were grown overnight to the stationary phase in 200 ml Lysogeny (Miller)
broth (LB) at 37°C. For quantitative analyses of the peptidoglycan of P. aeruginosa PA14 in the
exponential phase of growth, bacteria were grown in 1 L of LB broth and collected at an optical
density at 600 nm (ODgoo) of 0.8. For quantitative analyses of the peptidoglycan of P.
aeruginosa PA14 grown in biofilm, continuous-flow biofilm microfermentors containing a
removable glass spatula were used as described previously (51). Biofilm microfermentors
were inoculated by placing the spatula in a culture solution adjusted to an ODggo of 1.0 (ca. 5.0
x 10® bacteria/mL) for 5 min. The spatula was placed into the microfermentor and biofilm
culture was performed at 37° C in Miller LB broth. Flow rate was adjusted so that total time
for renewal of microfermentor medium was shorter than bacterial generation time, thus
minimizing planktonic growth by constant dilution of non-biofilm bacteria. Biofilms were
allowed to grow on the glass spatula for 72 h after which the microfermentor was vortexed
for 1 minute to resuspend the bacterial population. The resulting bacterial suspension (50 mL)
was centrifuged 15 min at 7,000 x g (4 °C) and peptidoglycan was extracted by the hot SDS
procedure.

Analysis of peptidoglycan structure. Sacculi were extracted by the hot SDS procedure and
treated with pronase and trypsin (52, 7). Muropeptides were solubilized by digestion with

muramidases, reduced with NaBH4, and purified by rpHPLC. The mass of muropeptides was
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determined on a Bruker Daltonics maXis high resolution mass spectrometer (Bremen
Germany) operating in the positive mode, as previously described (53, 54).

Heterospecific expression of P. aeruginosa Idt genes in E. coli BW25113 A6ldt. Genes ldtpae1,
Idteae2, and Idtpaez were cloned into the vector pHV6 under the control of the trc promoter by
Gibson assembly. Genes encoding LDTs were induced at ODeggo = 0.2 with 100 uM of isopropyl
B-D-1-thiogalactopyranoside in LB broth. The incubation was continued for 18 h at 37 °C.
Purification of Ldtpse1. A fragment of the Ldtpie1 encoding residues 33 to 347 of the L,D-
transpeptidase was cloned into the vector pET-TEV generating a translational fusion with a C-
terminal 6 x His tag. The protein was produced in E. coli BL21 and purified from a clarified
lysate by metal affinity and size exclusion chromatography as previously performed for L,D-
transpeptidase YcbB from E. coli (7). Protein concentration was determined by the BioRad
assay using bovine serum albumin as the standard.

Peptidoglycan transpeptidase activity of purified Ldtp.e1. Reduced disaccharide-tetrapeptide
and lactoyl-tetrapeptide were extracted from the peptidoglycan of E. coli BW25113A6/dt as
previously described (55). Purified Ldtpae1 (5 M) was incubated with peptidoglycan fragments
(50 uM) in 25 mM Tris-HCl (pH 8.0) at 20 °C. LC/MS was performed with a nucleoshell RP 18
column (5 puM; 50 x 2 mm) coupled to a low-resolution LCQ Advantage mass spectrometer
(ThermokElectron). The reactions were also carried out in the presence of additional D-Met (1
mM).

Mass spectrometry analyses of Ldtpae1 acylation by B-lactams. The formation of drug-enzyme
adducts was tested by incubating Ldtpae1 (10 uM) with B-lactams (100 uM) at 20 °C in 5 mM
Tris-HCI (pH 8.0) (9). Five microliters of acetonitrile and 1 ul of 1% formic acid were added,

and the reaction mixture was directly injected into the mass spectrometer Spectra were

24



RESULTATS

acquired in the positive mode on a Bruker Daltonics maXis high resolution mass spectrometer
(Bremen Germany) operating in the positive mode.

Deletion of genes Idtpae1, Idtpae, Idteaes, and oprl of P. aeruginosa PA14. The two-step allelic
exchange procedure was used for deleting /dt genes and opr! (56). Briefly, sequences flanking
the genes were cloned into the vector pEX18. The plasmids were transferred by conjugation
form E. coli S17 Apir to P. aeruginosa PA14. Transconjugants were selected on LB agar plates
containing 15 pg/mL triclosan and 75 pg/ml tetracycline. Colonies were subcultured in salt
free LB containing 5% sucrose. The genome of the mutants was sequenced by the Illumina
approach (Novogene, Cambridge UK).

Antimicrobial susceptibility testing. Antibiograms were performed by the disk diffusion assay
in cation-adjusted Muller Hinton agar plates according to the recommendations of the
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) guidelines (57).
Bactericidal activity of ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). Bacteria were grown
overnight to the stationary phase in LB (Miller) broth at 37° C, washed twice in 50 mM Tris-
HCI buffer (pH 8.0), and resuspended in the same buffer to a final ODeoo of 0.9. EDTA was
added (final concentration of 500 uM), bacteria were incubated in 2-ml Eppendorf tubes at
37° C, and samples were withdrawn at 90 min, 180 min, and 270 min for viable cell counts on
agar plates.

Plate-based assay for swimming motility. An isolated colony from an overnight agar plate was
inoculate onto a soft agar plate containing tryptone broth (10 g/L), NaCl (5 g/L), and agar (0.3%
W/V) (58). Plates were incubated 18 h at 30° C and the swimming diameter was recorded.
Quantification of biofilm. Formation of biofilm was determined with crystal violet staining in
96-well microtiter plates, as previously described (59). A microtiter plate was inoculated with

100 ul of overnight cultures at a dilution of 1:100 and incubated at 37 °C for 24 h. The medium
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was removed and the wells were washed twice with water. 125 pl of a crystal violet solution
(RAL Diagnostics) was added to each well and the incubation was continued for 15 min. After
washing three times with water, 125 pl of a mixture ethanol and acetone (80/20; V/V) was
added and incubation was continued for 10 min. Absorbance was measured at 570 nm with a
plate reader (Tecan infinite 200Pro).

Statistical analysis. The data were analyzed using GraphPad Prism version 9 (La Jolla, CA, USA).
An unpaired t-test was performed to analyze the relative abundance of dimers and 3->3 cross-
links in the peptidoglycan of P. aeruginosa PA14. A Brown-Forsythe and Welch ANOVA test
was performed to analyze the impact of /dt gene deletions on bacterial killing by EDTA and the
quantification of biofilm formation. A P < 0.05 was considered statistically significant in both
types of tests.

Sequence comparison and phylogeny. Forty YkuD-related domains were retrieved from the
genome of 12 bacterial species including E. coli (E. coli_YcfS, E. coli_YcbB, E. coli_YnhG, E.
coli_Ybis, E. coli_ErfK, and E. coli_YafK), P. aeruginosa (Ldtpae1 and its second YkuD domain
named Ldtpae11, Ldtpaez, and Ldtpaes), Salmonella enterica serovar Typhimurium (Sty_YcfS,
Sty_YcbB, Sty_YnhG, Sty _Ybis, Sty _ErfK, and Sty_YafK), Campylobacter jejuni (Cje_YcfS and
Cje_Ybis), Neisseria meningitidis (Ldtnme), Bacillus subtilis (Bs_YkuD, Bs_YqjB, and Bs_YciB),
Clostridioides difficile (Ldtcq1, Ldtca2, and Ldtcas), Mycobacterium tuberculosis (Ldtmti-s),
Mycobacterium abscessus (Ldtmabis), Enterococcus faecium (Ldtim), Enterococcus faecalis
(Ldtss), and Coxiella burnettii (Ldtcpu2). The sequences of the domains were aligned using
Clustal Omega (Supplementary Fig. S2) providing the identity matrix reported in
Supplementary Table S5. The phylogram reported in Supplementary Fig. S3 was obtained on

iTOL (60).
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Supplementary Table S1. Muropeptide profile of peptidolgycan extracted from a stationary phase culture of P. aerugii strain PA14

RT Integration
Fraction (min) (mAU.ml)  Mass obs Mass cal ppm Intensity  Structure
F3 22.96 6.1 518.232 NA NA 4 5,600 Unkown
F4 22.96 6.1 870.371 870.371 -0.5 r 147,000 GMr-Tri
F5 24.41 1.6 976.383 976.386 2.1 4 22,000 GM-GMr (tetrasaccharide)
F6 25.33 2.4 738.328 738.328 0.2 4 69,000 Mr-Tetra
ES 27.86 27.6 941.406 941.408 2.1 r 215,000 GMr-Tetra
998.463 998.466 2.6 F 18,000 GMr-Tri-K
F14 33.62 29 1154.566 1154.567 0.9 r 35,000 GMr-Tri->KR
939.390 939.392 1.9 r 9,000 GM-Tetra
1476.645 1476.645 0.6 r 1,000 GM-GMr-Tri->K
1313.572 1313.572 0.2 r 1,000  Tri->GMr-Tetra
F16 35.4 1.5 679.301 NA NA r 18,000  Unknown
1384.607 1384.609 1.5 r 19,000 GMr-Tetra—>Tetra
F17 36.6 1.5 1722.724 1722.731 3.9 ¥ 6000 GMr-Tri>GMr-Tri
1590.685 1590.687 0.8 ¥ 9000 GMr-Tri>Mr-Tetra
F18 37.38 3.6 1793.766 1793.768 1.0 ¥ 45000 GMr-Tetra>GMr-Tri (MS/MS)
F19 38.77 2.5 1793.764 1793.768 1.8 r 17,000 GMr-Tri->GMr-Tetra (MS/MS)
F20 39.47 27.2 1864.802 1864.805 15 r 208,000 GMr-Tetra->GMr-Tetra (MS/MS)
F25 44.34 2.1 905.388 NA NA r 6,000 Unknown
2788.185 2788.202 6.1 r 15,000 GMr-Tetra->GMr-Tetra->GMr-Tetra
F27 46.56 14.4 1860.769 1860.774 2.2 g 8,000 GM-Tetra->GM-Tetra
1773.737 1773.742 23 ' 1,000 GMAnNh-Tetra->GMr-Tri
1038.445 NA NA r 6,000 Unknown
3266.38 3266.382 0.6 100 GM-GMr-Tetra->GMr-Tetra->GMr-Tetra
F29 48.73 4.4 1844.774 1844.779 2.6 ¥ 35000 GMAnh-Tetra>GMr-Tetra
Fraction rp HPLC fraction
RT (min) Retention time
mAU.ml Integration of the area under the abosorbance curve (A=205 nm)
Mass obs Observed monoistopic mass
Mass cal Calculated monoistopic mass
ppm Difference in part per million betwen the observed and calculated monoisotopic masses
Intensity Current intensity for the indicated mass (arbitrary unit)
Structure Structure of muropeptide. Abbreviations: GM, MurNAc-GIcNAc; Tri, tripeptide; Tetra, tetrapeptide; K and KR, Oprl residues; In dimers,

polymorphism in the disaccharide is arbitrarly indicated in the donor [r, reduced; anh, anhydro; Mr, absence of GIcNAc due to
glucosaminidase activity; void, absence of GIcNAc and MurNAc due to amidase activity). MS/MS, the structure of the dimers was
determined by tandem mass spectrometry.

Supplementary Table S2. Muropeptide profile of peptidoglycan extracted from P. aeruginosa PA14 grown in biofilm

RT Integration

Fraction (min) (mAU.ml) Mass obs Mass cal ppm Intensity  Structure

F1 23.76 62.9 870.366 870.371 5.1 < 75,000 GMr-Tri

F2 25.24 23.4 976.381 976.386 4.8 v 152,000 GM-GMr (tetrasaccharide)

F4 28.65 128.1 941.404 941.408 3.7 < 920,000 GMr-Tetra

F5 29.18 14.7 998.462 998.466 3.5 r 435,000 GMr-TrioK

F6 29.93 5.1 521.231 NA NA s 165,000 Unknown

F7 30.98 7.4 1348.546 1348.550 3.6 ¥ 53,000 GM-GMr-Tri

F9 34.23 13.2 1154.565 1154.567 1.7 < 124,000 GMr-Tri->KR

F10 34.57 9.0 1419.579 1419.588 6.3 v 110,000 GM-GMr-Tetra

F11 35.79 16.7 1384.601 1384.609 5.9 s 230,000 GMr-Tetra—Tetra

F12 37.68 8.3 1793.757 1793.768 6.1 F 68,000 GMr-Tetra—GMr-Tri

F13 38.42 17.2 1793.765 1793.768 1.5 v 90,000 GMr-Tri>GMr-Tetra

F14 39.58 118.9 1864.800 1864.805 2.7 v 280,000 GMr-Tetra—GMr-Tetra

F17 42.23 9.2 2342.974 2342.985 4.4 < 56,000 GM-GMr-Tetra—»GMr-Tetra
2077.956 2077.964 3.6 ' 10,000 GMr-Tetra—>GMr-Tri—>KR

F20 44.32 9.6 1844.767 1844.779 6.4 F 38,000 GMAnNh-Tetra—GM-Tetra
495.195 NA NA 7 56,000 Unknown

F21 46.89 1.7 1773.736 1773.742 3.4 ' 4,000 GMAnNh-Tri>GMr-Tetra or GMAnh-Tetra—GMr-Tri
1364.580 1364.583 2.6 ' 28,000 GMAnNh-Tetra—Tetra

F22 48.77 13.6 1844.776 1844.779 1.6 F 100,000 GMAnh-Tetra—»GM-Tetra

Fraction rp HPLC fraction

RT (min) Retention time

mAU.ml Integration of the area under the abosorbance curve (A=205 nm)

Mass obs  Observed monoistopic mass

Mass cal Calculated monoistopic mass

ppm Difference in part per million betwen the observed and calculated monoisotopic masses

Intensity Current intensity for the indicated mass (arbitrary unit)

Structure Structure of muropeptide. Abbreviations: GM, MurNAc-GIcNAc; Tri, tripeptide; Tetra, tetrapeptide; K and KR, Oprl residues; In

dimers, polymorphism in the disaccharide is arbitrarly indicated in the donor [r, reduced; anh, anhydro; void, absence of GIcNAc
and MurNAc due to amidase activity).
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Supplementary Table S3. Antibiotic susceptibility testing by disk diffusion assay

Inhibition zones (mm) for derivatives of strains of P. aeruginosa PA14

Aldt pees
Aldt pye;
Disk (loading dose) WT Aldt pe; it Aldt pge; Qoprl
Bt e it s
Ampicillin (10 pg) <6 <6 <6 <6 <6
Amoxicillin (20 pug)/Clavulanic Acid (10 pg) <6 <6 <6 <6 <6
Ticarcillin (75 pg) 26 25 25 25 26
Piperacillin (30 pug) 29 28 27 27 28
Piperacillin (30 pg)/Tazobactam (6 ug) 26 26 26 26 25
Colistin (30 pg) <6 <6 <6 <6 <6
Cefmandole (30 pug) <6 <6 <6 <6 <6
Cefoxitin (30 ug) <6 <6 <6 <6 <6
Cefixime (5 pug) <6 <6 <6 <6 <6
Cefotaxime (5 pug) <6 <6 <6 <6 <6
Ceftazidime (10 pg) 27 27 27 26 26
Cefepime (30 pug) 34 33 32 32 31
Aztreonam (30 ug) 29 29 29 29 29
Vancomycin (5 ug) <6 <6 <6 <6 <6
Ertapenem (10 ug) 24 24 24 25 23
Imipenem (10 pg) 34 33 34 34 34
Meropenem (10 pg) 40 42 39 42 40
Mecillinam (10 pg) <6 <6 <6 <6 <6
Ticarcillin (75 pg)/Clavulanic Acid (10 pg) 26 26 25 26 26
Temocillin (30 pg) <6 <6 <6 <6 <6
Tobramycin (10 ug) 28 28 27 27 28
Netilmicin (10 pg) 20 18 17 15 20
Amikacin (30 pg) 29 28 27 26 28
Nalidixic Acid (30 ug) 12 11 12 11 10
Ciprofloxacin (5 pg) 42 41 41 42 41
Norfloxacin (10 ug) 38 37 37 38 37
Erythromycin (15 pg) 11 10 11 10 12
Trimethoprime (1.25 pg)/Sulphamethoxazole (23.75 pg) 9 <6 10 <6 9
Linezolide (10 ug) <6 <6 <6 <6 <6
Fosfomycin (200 ug) 26 25 27 25 24
Colistin (50 pg) 20 20 20 20 19

Values are the medians of three biological repeats.
<6 when bacteria grew at the contact of the disks.

Supplementary Table S4. Impact of Idt and oprl deletions
on the swimming motility of P. aeruginosa PA14

Deletion Swimming diameter (mm)
None 23
Aldt pge 23
Aldt poe; Aldt pges 25
Aldt paeg At poer AldE poes 25
Doprl 23

Values are the medians of three biological repeats.
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RESULTATS

Supplementary Table S6. Characteristics and origin of the plasmids used in this study.

Plasmid Characteristics Origin
Vectors

pHV6 TetR Puwc lacl oriV CloDF13 (53)
pET-TEV KmR Pr;  lacl oriV ColE1l (61)
Recombinant plasmids for heterospecific expression of Idtpees, Idtpges, and Idtpges

plHB1 PHV6Q/dt pges This study
plHB2 pHV6QIdtree; This study
plHB3 pHV6QIdtrees This study
Recombinant plasmid for protein production

PET-TEVQIdtpges Production of soluble Ldtpae1 This study
Recombinant plasmids for ycbB and relA’ expression

pKT8 pHV7QrelA’ (7)

pHV63 pHV7QycbB (53)

Supplementary Table S7. Characteristics and origin of P. aeruginosa strains used in this study.

Strain Characteristics Origin

E. coliBW25113 A(araD-araB)567 A(rhaD-rhaB)568 (62)
AlacZ4787 (::rrnB-3) hsdR514 rph-1

E. coli BW25113A6ldt AycbB AynhG AybiS AerfK AycfS AyafK  (26)

E. coliBW25113ArelA ArelA derivative of BW25113 (7)

P. aeruginosa PA14 Wild-type strain (63)

P. aeruginosa PA14Aldtpge: Deletion of Idtpees by MAR2XT7 (64)
transposon insertion, gentamicin®

P. aeruginosa PA14Aldtpge; Deletion of [dteez by MAR2XT7 (64)
transposon insertion, gentamicin®

P. aeruginosa PA14Aldtpges Deletion of Idtpees by MAR2XT7 (64)
transposon insertion, gentamicin®

P. aeruginosa PA14Aldtpae2Aldtpges Deletion of Idtpeez by two-step allelic  This study
exchange in the PA14Aldtpges strain

P. aeruginosa PA14AIdteeeiAldtpee:Aldtpqes  Deletion of Idtpee; by two-step allelic  This study
exchange in the PA14Aldtpee; Aldtpees
strain

P. aeruginosa PA14Aoprl Deletion of oprl by two-step allelic This study
exchange
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E. coli Lpp MKAT-KLVLGAVILGSTLLAGCSSNAKIDQ--LS--SDVQTLN-AKVDQLSNDVNAMRSDVQAAKDDAARANQRLDNMATKY -RK

| | [ (AR | | [ [ A
P. aeruginosa Oprl MNNVLKFS--ALALAAVLATGCSSHSKETEARLTATEDAAARAQARADEAYRKADEALGAAQKAQQTADEANERALRMLEKASRE

Supplementary Figure S1. Alignment of the sequences of E. coli Lpp and P. aeruginosa Oprl
lipoproteins. The conserved GCSS motif and Arg-Lys C-terminus are highlighted in yellow and green,

respectively.

E.coli YcbB ---SEAIYLHDTPNHNLF------- KRDTRALSSGCVRVNKASDLA--NMLLQ------— 167
Sty ycbB ---SDAIYLHDTPNHTLF----—-—-- ORDARALSSGCVRVNKASELA--NMLLQ------- 168
E.coli YafK GYEGKYLMIH--—---=-———-—-—-———-—--— GDCVSIGCYAMTNQGIDEIFQFVTGALVEGQP 125
Sty YafK GYDGKYLMIH-----=-=-=——=———————— GACVSVGCYAMTDSGIDEIFQFVTAALVEGQP 125
LdtPae3 --AGGMIMIHGTPLDDEYPE----WYFSTLDWTNGCIAMNNTDMREVWSVVKDGTLIEI - 135
LdtPae?2 ---VPGYLIHGSNKKFGI-—-=—-———-——— GTRTSHGCFRMYNADVTHLFSMISVGTSVRI - 136
E.coli ErfK ---GRLYAIHGTNANFGI----—-—-—-——-— GLRVSQGCIRLRNDDIKYLEFDNVPVGTRVQI - 135
Sty erfK --—-GRLYAIHGTNANFGI----——----— GLRVSQGCIRLRNDDIKYLFDHVPVGTRVQI - 135
E.coli Ybis ---GRLYAIHGTNANFGI--=—-———-——— GLRVSHGCVRLRNEDIKFLFEKVPVGTRV---— 131
Sty Ybis ---GRLYAIHGTNANFGI----—-—-—-—-—-— GLRVSHGCVRLRNDDIKFLFENVPVGTRV--- 131
Cje_Ybis ---GRLYAVHGTNANFGI----——---— GLRVSHGCVRLRDADIKWLYDNVPQGTRVQFTI 136
E.coli YnhG --GNGEYLIHGTSAPDSV--—-—-———-——— GLRVSSGCIRMNAPDIKALFSSVRTGTPVKV - 136
Sty ¥YnhG --GNGEYLIHGTSAPDSV--—-=-———-——-— GLRVSSGCIRMNAPDIKALFAQVRTGTPVKV - 136
E.coli Ycfs --YGGVYLLHGTNADFGI---=-——---— GMRVSSGCIRLRDDDIKTLESQVTPGTKVNI - 138
Sty ycfs --YGGVYLLHGTNADFGI--=—-———-——— GMRVSSGCIRLRDGDIETLFRQVTPGTKVNI - 138
Cje ycfs --GTGQYLIHGTNANFGI---—-———-—--— GMRVSSGCIRLRPDDIEALEFNSVPKGTRVQITI 138
LdNme --PKLGLGIHGTNAPASV---————---— PGVRSHGCVRMKSPDALEFAKTIASGSPASVI 133
Bs_YkuD ----QHYGIHGTNNPASI----—-—-—-——— GKAVSKGCIRMHNKDVIELASIVPNGTRVTIN 109
Ldtcd2 GTYGDTYGIHGNNNESSI ---—-——---— GKHISGGCIRMHNKDVRWLFDQVPVGSDVII - 124
Bs_Yqgjb GTDGRIYGIHGTNREESV-——-—-==——-— GKFVSNGCIRMHNDEVVHLFQTIPVGTRVLI - 124
LdtMt6 -—-—-VMGVNK----AKVPGKGSAFFFHTTDGGPTAGCVAIDDATLVQIIRWLRPGAVIATI - 178
LdtMab6 -—--VMGVNK----DRVPGGGSAFFVHSTDGGPTAGCVSLDDATLVKLIGWLRPGAVI --— 158
Ldtfs ---VTQIGIHDSDHKLDKYGDKEAFK--TDAGSNGCINTPGTEVSKIFDVSYDGMPVII - 131
Ldtcdl -—-—-GNIGIHDATWRNSFGGS---IY--KSSGSHGCVNTPFSKAKKIYENIEPGTPII-- 107
Ldtfm --—-—-SGVGIHDSDWQPEYGGD---LW--KTRGSHGCINTPPSVMKELFGMVEKGTPVLVE 126
LdtPaell ---WSVVQVSN-P---GQGL--—-—-—-—-—— TPSEQLGKIRMDPTFVREMLGAMDVGSTLV-- 99
LdtCbu2 --—-SGGNAIHGSPYI----S-—-————--— NRNTSHGCIRVYPGAAAWLSHYFMRAGTKV-- 132
Bs_YciB = ------- IKTE-—---- AEKL--=-———-—-— GTKASHGCIRLTIPDAKWVYENIPEHTKVVIS 126
LdtPael ---WDGIALHA----- GNLP----—-—--- GYPASHGCIRLPMAFAKKLYGITGEFSSTTVII 111
Ldtcdd  -====- LYDSTGSYIIDGRL---—-—-—---— GEALSHGCIRLSTENAKWIYDNIPDTTTVII- 120
LdtMt5 ---NNGEFIHANPMSAGAQG-——-————— NSNVTNGCINLSTENAEQYYRSAVYGDPVEV - 122
LdtMabb ---NNGEFIHANPNTIGQQG--—-—-—-—-—-— NTNVTNGCINLSLGDAESYFRTAIYGDPVEV - 121
LdtMt3 --—-SRGLYVHSAPWALPALG---——---— LENVSHGCISLSREDAEWYYNAVDIGDPVIV - 111
LdtMab3 ---TRGLFVHSAPWAVPAMG--———---— YENVSHGCISLPPAAAEWYEFNNVNIGDPVVV - 103
LdtMtl ---WSGVYVHSAPWSVNSQG---—-—-—-—— YANVSHGCINLSPDNAAWYFDAVTVGDPIEV - 125
LdtMabl -—--WGGVYVHSAPWSTGAQG--———---— NSNVSHGCINLSPDNASWYYNTVSIGDPIII- 116
LdtMt2 -——YSGVFVHSAPWSVGAQG-—-————-—— HTNTSHGCLNVSPSNAQWFYDHVKRGDIVEV - 126
LdtMab2 ---YSGIYVHAAPWSVGAQG--—-—-—-—-—-— RTNTSHGCLNVSTANAKWEYENTKRGDVVIV - 121
LdtMt4 ---NSGNFVHSAPWSVADQG--———---— KRNVTHGCINLSPANAKWEYDNEGSGDPVVV - 128
LdtMab4 ---NSGIFVHAAPWSVGAQG-—-—————— KSDTSHGCINVNTDNATWEENQSHPGDPVIV - 124

Supplementary Figure S2. Multiple sequence alignment of a portion of YkuD domains comprising the
conserved catalytic motif. The conserved motifs comprising the catalytic Cys nucleophile is highlighted
in yellow. The consensus for this motif is SXGChR/A, where x is any residue and h is a hydrophobic

residue.

32




RESULTATS

Tree scale: 1 | {

-E. coli_ErfK

-E. coli_YbiS

Supplementary Figure S3. Phylogram of the YkuD catalytic domains of L,D-transpeptidases. The
phylogram was obtained on iTOL. Closed circles indicate bootstraps with a score greater than 95 and
their size is proportional to the score. We consider that a score lower than 95 does not allow to affirm
that the node between the two branches is supported. Stars indicate the function if known: green,
3->3 cross-linking; orange, lipoprotein or B-barrel protein anchoring; purple, hydrolysis of the

tripeptide—>lipoprotein amide bond.
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INTRODUCTION

The envelope of Gram-negative bacteria, including that of the model bacterium Escherichia
coli, is composed of a cytoplasmic membrane (CM), a periplasm containing a thin layer of
peptidoglycan (PG) and an outer membrane (OM) (Fig. 1A). The OM and CM act as a selective
chemical barrier for nutrients, waste, and toxic compounds. In association with the OM, the
PG provides resistance to the turgor pressure of the cytoplasm (Sun et al., 2022). The PG layer
is also intimately involved in cell division, determines bacterial cell shape, and serves as a
scaffold for the anchoring of various polymers (Dramsi et al., 2008).

PG is a complex net-like macromolecule composed of linear glycan chains cross-linked
by short stem peptides. The formation of the PG cross-links is a two-step reaction mostly
catalyzed by the D,D-transpeptidase activity of Penicillin-Binding Proteins (PBPs) (Sauvage et
al., 2008). In the first step, the catalytic serine of PBPs attacks the amide bond connecting D-
Ala* to D-Ala® at the extremity of a donor stem pentapeptide, leading to the formation of an
acyl-enzyme and to the release of D-Ala. In the second step, the acyl-enzyme reacts with the
third residue of an acceptor stem peptide to form a 4->3 cross-linked dimer with the
concomitant release of the PBP (D-Ala*>DAP3 cross-link in E. coli). Additional non-essential
members of the PBP family act as D,D-carboxypeptidases and cleave the D-Ala*-D-Ala’ peptide
bond of pentapeptide stems to form tetrapeptide stems. PG cross-linking can alternatively be
catalyzed by L,D-transpeptidases (LDTs) that form 3->3 cross-links connecting the third
residues of donor and acceptor PG stem peptides (DAP3*>DAP3 in E. coli) (Mainardi et al.,
2002; Sacco et al., 2010; Hugonnet et al., 2016). These active site Cys enzymes are structurally
unrelated to PBPs (Biarrotte-Sorin et al., 2006), use a tetrapeptide formed by D,D-
carboxypeptidases as the acyl donor, and form PG cross-links in a two-step reaction analogous
to that catalyzed by PBPs (Mainardi et al., 2000, 2005). The D,D-transpeptidase domains of
high-molecular weight PBPs are the essential targets of all classes of B-lactam antibiotics. In
contrast, LDTs are generally dispensable for growth and are effectively inhibited by B-lactams
belonging to the carbapenem class only (Mainardi et al., 2007; Dubée et al., 2012b, 2012a;
Triboulet et al., 2013; Cordillot et al., 2013).

In addition to their role in PG cross-linking, members of the LDT family also catalyze
the anchoring of proteins to peptidoglycan (Dramsi et al., 2008). In E. coli, these specialized

LDTs catalyze the formation of an amide bond between the carbonyl of a PG tripeptide donor

125




RESULTATS

126

stem and the side-chain amine of L-Lys at the C-terminus of the Braun lipoprotein (Lpp)
(Magnet et al., 2007). The anchoring of Lpp provides a covalent linkage between the PG and
the outer membrane that is thought to stabilize the cell envelope. Peptidoglycan-linked and
free forms of Lpp are in dynamic equilibrium since the covalent Lpp—>PG linkage is cleaved by
hydrolases that are structurally related to LDTs (Bahadur et al., 2021; Winkle et al., 2021).
Most bacteria produce multiple members of the LDT family with at least partially redundant
functions. For example, E. coli produces YcbB and YnhG for PG cross-linking, ErfK, Ybis, and
YcfS for anchoring Lpp to the PG, and YafK for hydrolysis of the PG->Lpp amide linkage (Fig.
1A).

The relative contribution of 4->3 and 3->3 cross-links to the reticulation of PG is highly
variable between bacterial species. In E. coli, as in most bacteria, the PG is mainly cross-linked
by PBPs and LDTs have only a minor and unessential contribution to PG synthesis. Pioneering
work revealed that the transition from the exponential to the stationary phase of growth in
associated with a moderate increase in the contribution of LDTs to PG cross-linking (Pisabarro
et al.,, 1985), but the adaptive value of this modification remains unknown. The D,D-
transpeptidase activity of PBPs can be bypassed by LDTs in in vitro-selected mutants of E. coli
and Enterococcus faecium leading to high-level resistance to all classes of B-lactams except
the carbapenems (Mainardi et al., 2000; Hugonnet et al., 2016). In E. coli, this reprogramming
of PG synthesis requires overproduction of the YcbB LDT and of the (p)ppGpp alarmone
(Hugonnet et al., 2016), better known to trigger the stringent response in conditions of amino
acid and phosphatase starvation (Irving et al., 2021). In E. faecium, PG reprogramming is
mediated by the activation of a cryptic genetic locus encoding a D,D-carboxypeptidase and by
loss-of-function of a phospho-protein phosphate resulting in hyper phosphorylation of Ser and
Thr residues in a large series of proteins (Sacco et al., 2014, 2015). The 3->3 cross-links are
prevalent (70% to 80%) in mycobacteria and Clostridioides difficile (Peltier et al., 2011). In
Mycobacterium smegmatis, LDTs are involved in PG maturation as 4->3 cross-links, mainly
present in the neo-synthesized PG, are gradually replaced by 3->3 cross-links in aging PG
(Baranowski et al., 2018). In Mycobacterium tuberculosis, LDTs are essential for virulence and
these enzymes, in combination with PBPs, are the targets of carbapenem therapy currently
under evaluation for the treatment of MDR and XDR tuberculosis (Gupta et al., 2010). In other
Actinomycetales, LDTs were reported to contribute to tolerance to glycopeptide antibiotic in

the strains that produce these drugs (Hugonnet et al., 2014).
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The envelope of Gram-negative bacteria contains various protein complexes that cross
the IM, PG, and OM layers to enable the translocation and assembly of various polymers.
Assembly of these export machineries requires limited hydrolysis of the PG to generate holes
of sufficient size to accommodate the passage of the protein complexes through the PG
network. In Salmonella enterica serovar Typhi, an LDT participates in this process by enriching
PG in 3->3 cross-links at the cell poles, thereby enabling specific cleavage of these cross-links
by a specialized muramidase for translocation of a toxin though the PG layer (Geiger et al.,
2018). LDTs may also have physiological roles upon disassembly of the export machineries
since holes in the PG network need to be repaired to maintain the osmoprotective barrier of
the PG. This role has been unraveled by showing that E. coli utilizes the YcbB LDT (LdtD) to
avoid cell lysis when the transport of LPS to the OM is compromised (Moré et al., 2019).

Previous studies performed in E. coli have shown that LDTs contribute to peptidoglycan
maintenance and to the stability of the cell envelope (Sanders and Pavelka, 2013). However,
the role of these enzymes to the adaptation of PG metabolism to environmental conditions
have not been evaluated. Here, we report a detailed structural analysis of peptidoglycan
extracted from bacteria gown in minimal versus rich medium and in planktonic versus biofilm
forms. Using mutants deficient in either or both the formation of 3->3 cross-links and the
anchoring of the Braun Lipoprotein, we evaluated the role of LDTs in the formation of biofilms
and in the permeability barrier of the IM and OM to a large panel of drugs. Finally, we
evaluated whether loss of specific LDTs modifies the release of pro-inflammatory molecules
by E. coli. Using these approaches, we show that LDTs have multiple roles in the adaptation of

E. coli to various environments.
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Figure 1. Structure of Escherichia coli envelope. (A) The envelope of E. coli consists of a thin layer of
peptidoglycan (PG) in the periplasmic space between the cytoplasmic and the outer lipid membranes

(CM and OM,

respectively). The outer membrane is an asymmetric lipid bilayer consisting of

phospholipids in the inner leaflet and glycolipids that are mainly lipopolysaccharides (LPS) in the outer
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leaflet. The blue insets display the anchoring of the Braun lipoprotein (Lpp) catalyzed by three LDTs
called ErfK, YbiS and YcfS, the formation of 3->3 cross-links catalyzed by two LDTs called YcbB and
YnhG, and the formation of 4->3 cross-links catalyzed by PBPs. (B) Although the PG is assembled from
a single subunit, its polymerization and maturation results in structural heterogeneity, which is
explored by determining the structure of disaccharide-peptide fragments (muropeptides) obtained by
digestion with muramidases. The polymorphisms are generated by (i) the presence of 4->3 and 353
cross-links formed by transpeptidases of the D,D and L,D specificities, respectively, (ii) the presence of
tetrapeptide and tripeptide stems following cleavage of the D-Ala*-D-Ala® and DAP3-D-Ala* amide
bonds present in the stem pentapeptide L-Alal-D-yGlu?-DAP3-D-Ala*-D-Ala® (carboxypeptidases of the
D,D and L,D specificities, respectively, and (iii) the anchoring of the Braun lipoprotein by L,D-
transpeptidases. The study is based on digestion of peptidoglycan by muramidases (blue arrows) and
trypsin (red arrows), and determination of muropeptides that were resolved by rpHPLC. R and K (in
red) refer to the C-terminal Lys and Arg residues of the Braun lipoprotein that remain attached to the
peptidoglycan following digestion of the Braun lipoprotein by trypsin. Abbreviations: DAP,
diaminopimelic acid linked to the y carboxyl of D-Glu (D-yGlu); GIcNAc, N-acetylglucosamine; MurNAc,
N-acetylmuramic acid.

RESULTS AND DISCUSSION

LDTs have an important contribution to peptidoglycan cross-linking in biofilm. Our first
objective was to compare the structure of peptidoglycan of bacteria grown in planktonic form
and in biofilm. Peptidoglycan was extracted from three independent cultures of E. coli
BW25113 grown in biofilm for 96 h in fermenters (see Supplementary Fig. S1 for the study
design). Peptidoglycan was also extracted from three independent planktonic cultures of E.
coli BW25113 grown to the exponential phase of growth (ODego = 0.5). Peptidoglycan was
digested with proteases (proteinase K and trypsin) and muramidases (lysozyme and
mutanolysin). The resulting muropeptides (disaccharide-peptides) were reduced and
separated by rpHPLC (Fig. 2A). Muropeptides were identified by their retention time and by
mass spectrometry. The presence of 3->3 or 4->3 cross-links in dimers was determined by
digestion with the endopeptidase R39, which is specific for 4>3 cross-links (Lavollay et al.,
2009). Quantification was based on integration of the peak areas in rpHPLC chromatograms
(absorbance at 205 nm) with two technical replicates for each biological sample.

Growth in biofilm was not associated with production of any muropeptide with an
original structure that was not present in the peptidoglycan preparations from planktonic cells
(see Fig. 1B for the origin of polymorphisms in peptidoglycan fragments). In contrast, there
were large variations in the relative abundance of specific muropeptides. Regarding

disaccharide-peptide monomers, we based our quantitative analyses on three muropeptides

129




RESULTATS

130

(1, 2 and 3 in Fig. 2B) containing a linear tripeptide (L-Ala-D-yGlu-DAP) or tetrapeptide (L-Ala-
D-yGlu-DAP-D-Ala) stem or a tripeptide stem with a lysyl and an arginyl (KR) residue originating
from the Braun Lipoprotein, respectively. Among monomers, the proportion of muropeptides
with a linear tripeptide was increased to the detriment of muropeptides with a linear
tetrapeptide in biofilm conditions (Fig. 2B). This difference may be related to an increased
activity of L,D-transpeptidases since these enzymes hydrolyze the DAP3-D-Ala* peptide bond
of tetrapeptide stems to form tripeptide stems (L,D-carboxypeptidase activity) in addition to
the formation of 3->3 cross-links (Mainardi et al., 2005; Magnet et al., 2008). Muropeptides
containing the KR fragment of the Braun lipoprotein were present in similar amounts (Fig. 2B).

Regarding disaccharide-peptide dimers, we based our quantitative analyses on four
muropeptides (4, 5, 6, and 7 in Fig. 2B) differing by the presence of 33 or 4->3 cross-links
formed by transpeptidases of the L,D or D,D specificity, respectively, and additionally by the
presence or absence of D-Ala at the fourth position of the acceptor stem. Such tripeptide
stems may originate from the L,D-carboxypeptidase activity of the L,D-transpeptidases as
described above for monomers. The abundance of both types of 3-3 cross-linked dimers was
significantly increased in bacteria growing in biofilm (P < 0.05).

Fig. 2C provides a highlight on the characteristics of peptidoglycan from bacteria grown
in biofilm by combining the abundance of muropeptides with common structural features.
The contribution of L,D-transpeptidases to peptidoglycan polymerization in biofilm was
important as more than 40% of the cross-links were of the 3->3 type (versus 14.5% for
exponential growth in planktonic form, P < 0.05). Growth in biofilm also led to an increase in
the proportion of muropeptides containing a stem tripeptide (from 18.4% for exponential
growth in planktonic form to 35.5% in biofilm; P < 0.05). These modifications are landmarks
of the transpeptidase and carboxypeptidase activities of LDTs.

The proportion of monomers among all muropeptides remained similar indicating that
the overall extent of peptidoglycan cross-linking was not affected (Fig. 2C). Thus, the increased
contribution of L,D-transpeptidases to peptidoglycan polymerization mainly occurred at the
detriment of that of D,D-transpeptidases. Anchoring of the Braun lipoprotein was not grossly
affected by growth in biofilm (Fig. 2C).

As expected, the 3->3 crosslink content was increased for planktonic cultures grown
to the stationary phase (14.5% in exponential phase versus 36.3% in stationary phase) (Fig.

2C). Overall, the structure of PG extracted from stationary cultures of planktonic bacteria was
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similar to that of PG extracted from bacteria grown in biofilm with the exception of a higher

abundance of tripeptide stems for the biofilm conditions. These results indicate that the

contribution of the carboxypeptidase activity of LDTs is important in biofilm.
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Figure 2. Peptidoglycan analysis of E. coli BW25113 grown in planktonic and in biofilm in minimal
medium. (A) rpHPLC profile of the peptidoglycan of E. coli grown in biofilm in M63B1 minimal medium.
The structure of the monomers is presented in the yellow square and the structure of the dimers is
displayed in the blue square, with the numbers corresponding to the associated peaks in the profile.
Grey hexagon, GlcNAc; blue hexagon, MurNAc; black disk, L-Ala; grey disk, D-iGlu; white disk, DAP;
green disk, D-Ala; K and R circled in black, amino acid residues corresponding to the Arg-Lys C-terminal
extremity of the Braun lipoprotein. (B) Relative abundance of monomers and dimers in the
peptidoglycan of E. coli grown in exponential phase (EXPO, blue dots), stationary phase (STAT, red
dots) and biofilm (BIO, green dots). Data originate from three biological repeats and two technical
repeats for each of these biological repeats. (C) Characteristics of peptidoglycan isolated from bacteria
grown in biofilm or in planktonic form. Proportion of dimers with 3->3 cross-links among all dimers,
proportion of monomers among all muropeptides, proportion of muropeptides with a tripeptide
acceptor stem among all muropeptides and proportion of muropeptides containing residues of the
Braun lipoprotein among all muropeptides. The horizontal line indicates the mean % value and the
vertical line indicates the standard deviation. EXPO, exponentially growing E. coli (ODggo = 0.5); STAT,
E. coli grown for 24h to the stationary phase; BIO, BW25113 grown for 96 h in biofilm in
microfermentors.

The contribution of LDTs to PG metabolism is higher in minimal than in rich medium. Our
second objective was to assess the impact of the growth medium on the muropeptide
composition. Toward this aim, the analysis reported in Fig. 2 (above) was repeated by
switching the growth medium from the M63B1 minimal medium to lysogeny broth (LB). This
analysis reveals the same trends in comparing the three growth conditions (i.e. biofilm,
planktonic exponential, and planktonic stationary) (Supplementary Fig. S2). However, the
differences between the three growth conditions were less pronounced as exemplified by the
3->3 cross-link content in Fig. 3. Overall, the relative proportion of 3->3 cross-links

significantly higher in minimal medium compared to rich medium (14.9% versus 7.6% in
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exponential phase, 36.3% versus 16.4% in stationary phase, 40.5% versus 13.8% in biofilm, P

< 0.05 for each comparison).
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Figure 3. Relative abundance of 3-»3 cross-linked dimers in the peptidoglycan of E. coli grown in
minimal versus rich medium. Proportion of dimers with 3-3 cross-links among all dimers extracted
from the peptidoglycan of E. coli grown in exponential phase (EXPO, blue dots), stationary phase (STAT,
red dots) and biofilm (BIO, green dots), either in minimal medium (M63B1) or in rich medium (LB). The
horizontal line indicates the mean % value and the vertical line indicates the standard deviation. EXPO,
exponentially growing E. coli (ODgoo = 0.5); STAT, E. coli grown for 24h to the stationary phase; BIO,
BW25113 grown for 96 h in biofilm in microfermentors.

Both YcbB and YnhG contribute to PG cross-linking in in biofilm. Previous analyses have
established that the genome of E. coli encodes two LDTs (YcbB and YnhG) that form 3->3 cross-
links (Magnet et al., 2008; Hugonnet et al., 2016). Our new objective was to evaluate the
relative contribution of these two enzymes to peptidoglycan cross-linking in bacteria grown in
biofilm. As expected from previous analyses, formation of 3->3 cross-links was fully abolished
only for deletion of both the ycbB and ynhG genes (Fig. 4A). Deletion of ynhG alone had a
minor impact on the proportion of 3->3 cross-links among dimers, whereas this proportion
was reduced by ca. 50% in the AycbB mutant. This observation may be accounted for by two
types of mutually non-exclusive explanations. The contribution of YnhG might be marginal in
the parental strain producing both L,D-transpeptidases although YnhG is able to partially
compensate for the loss of YcbB in the AycbB mutant. Alternatively, the contribution of the
two enzymes might be similar in the parental strain although compensation by the remaining

L,D-transpeptidase in single-deletion mutants was only observed for YcbB. We concluded that
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YcbB and YnhG have at least partially redundant functions. However, the low impact of the
ynhG deletion favors the hypothesis that YcbB might be the major L,D-transpeptidase active
in biofilms. This conclusion is also supported by the analysis of the proportion of monomers
among all muropeptides (Fig. 4A), which was used to evaluate the impact of deletion of L,D-
transpeptidase genes on the overall peptidoglycan crosslinking. Indeed, deletion of ycbB but
not ynhG increased the proportion of monomers. It is also worth noting that YcbB, but not
YnhG, was previously found to fully bypass the D,D-transpeptidase activity of PBPs in
derivatives of E. coli BW25113 that overproduced the alarmone (p)ppGpp (Hugonnet et al.,
2016).

Deletion of either ynhG or ycbB had little impact on the relative abundance of
muropeptides containing residues from the Braun lipoprotein, whereas an increase in the
relative abundance of these muropeptides was observed in the double mutant (Fig. 4A). These
results are in agreement with previous analyses that showed that anchoring of the Braun
lipoprotein is mediated by other L,D-transpeptidases (ErfK, YcfS, and YbiS) (Magnet et al.,
2007). Increased attachment of the Braun lipoprotein to the peptidoglycan of the double
AynhG AycbB mutant may be accounted for by several explanations, including the possibility
that LDTs compete between each other for limited amounts of tetrapeptide-containing donor
substrate (Supplementary Fig. S3). According to this hypothesis, larger amounts of
tetrapeptide would be available to ErfK, YcfS, and YbiS in the absence of YnhG and YcbB.
Deletion of ynhG and ycbB reduced but did not eliminate muropeptides containing a tripeptide
stem. This observation is in agreement with previous analyses that showed that ErfK, YcfS, and

YbiS also contribute to formation of tripeptide stems (Magnet et al., 2008).

The genes encoding YcbB and YnhG are both expressed at a higher level in biofilm than in
the planktonic growth condition. To further evaluate the contribution of YcbB and YnhG to
PG cross-linking in biofilm, a lacZ reporter gene was introduced downstream from ynhG and
ycbB into the chromosome of E. coli BW25113 to monitor the level of transcription of the L,D-
transpeptidase genes (Fig. 4B). Comparison with planktonic growth indicated that both genes
are highly expressed in biofilm conditions. Thus, the increase in the proportion of 3->3 cross-
links detected in biofilm appears to at least partially result from increased production of both

L,D-transpeptidases. This additional experiment further suggests that both L,D-
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transpeptidases contribute to peptidoglycan cross-linking despite the minor impact of the

ynhG deletion (above, Fig. 4A).

A 60- : B .. ycbB
! ] *k
50- AR ] —=—
0 ® o £ 50+ 3
] . H ]

T = " R 5 ] :
(3 | e © g 1 g
> 30- i £ 40 —4=

i 2
20' :% I E J ©-
! 8 30-_ 5
1 2 Co
] . I
10 : 8 |
; 2 20 ©
G T T T Sop— T T T T ° 1
WT AycbB AynhG AycbB ' WT AycbB AynhG AycbB % 1
AynhG 1 AynhG > 10 1
. & .
1 ]
3->3 cross-links ; dimers ]
i 04
planktonic biofilm
60' 1
: 300+ ynhG
50 1 ] *k
. —_ 1
m ]
1 £ 2504
40- ; 5 ]
o | ™ . i 3] oo
= 30- e T : £ 200 %o
c S £ 1
20+ ~ 2 ]
o - . 8 150
1 LY 7Y o .
104 (e anp S0P ° g ]
. 5 ]
| -
o T T T T - T T T T ‘g 100 1
WT AycbB AynhG AycbB | WT AycbB AynhG DycbB = 1
AynhG | AynhG =g 50 E
. (=] -
1 ]
tripeptidic X tripeptide + KR ]
acceptor stem . ]
P ; o ]
planktonic biofilm

Figure 4. YcbB and YnhG activity in biofilm. (A) Impact of ynhG and ycbB deletions on peptidoglycan
structure in biofilms. E. coli BW25113 and derivatives obtained by deletion of the ynhG and ycbB L,D-
transpeptidase genes, alone or in combination, were grown in biofilm for 96 h in minimal medium.
Abbreviations: 33 cross-links, proportion of dimers with 3->3 cross-links among dimers; dimers,
proportion of dimers among all muropeptides; tripeptidic acceptor stem, proportion of muropeptides
with a tripeptide stem among all muropeptides; tripeptide + KR, proportion of muropeptides
containing residues of the Braun lipoprotein among all muropeptides. (B) B-galactosidase activity in
derivatives of E. coli BW25113 harboring chromosomal ycbB-lacZ and ynhG-lacZ transcriptional
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fusions. Planktonic, exponential phase of growth (ODsgo = 0.5); Biofilm, growth for 96 h in biofilm. **P
< 0.01; Two-tailed Mann-Whitney nonparametric test.

Deletion of all six Idt genes incurs marginal effects on bacteriostatic activity of a 16
antibiotics panel. The bacteriostatic activity of drugs was tested by the disk diffusion assay on
Muller-Hinton (MH) agar and on MH supplemented with amoxicillin or ceftriaxone to detect
any drug-drug interaction. MH supplemented with lysozyme, biliary salt, SDS and EDTA was
additionally used to determine whether these compounds impair the permeability barrier of
the cell envelop and potentiate drug activity. Data presented in Supplementary Tables S1 and
S2 indicate that deletion of the six /dt genes had marginal effects on the diameter of inhibition
zones. A difference of at least 5 mm in the diameters of inhibition zones was taken as a
significance threshold. Accordingly, the A6 deletion increased susceptibility to only one of the
16 tested drugs (fosfomycin with a 5 mm difference). Comparison of antibiograms performed
on SDS and lysozyme supplemented media indicated that these compounds tend to
antagonize the activity of non B-lactam antibiotics. The diameter of the inhibition zones was
not affected by supplementation of the growth medium with amoxicillin, ceftriaxone, or
biliary salts, except for an 8 mm increase in the inhibition zone for colistin in the presence of
biliary salts. Supplementation with EDTA marginally increased susceptibility of the A6 strain
to the amoxicillin/clavulanic acid combination (a 6 mm difference), to cefoxitine (8 mm),
erythromycin (6 mm), and to the sulfamethoxazole/trimethoprim (5 mm) combination.
Together these results indicate that loss of all LDTs does not drastically compromise the

permeability barrier of the outer membrane.

Loss of the Braun lipoprotein or of its anchoring to PG results in the release of the
periplasmic content. Western blot analysis indicated that the deletion of /dt genes or of Ipp
did not result in bacterial cell lysis since the cytoplasmic o subunit of the RNAP was not
detected in the culture supernatants (Fig. 5A). In contrast, the periplasmic maltose binding
protein (MBP) was released in the culture supernatants of derivatives of BW25113 lacking Lpp
(Alpp) or deficient in the anchoring of this lipoprotein (A3 and A6). MBP was not detected in
the supernatants of the wild-type parental strain and in the derivative lacking ycbB and ynhG
(A2). These results show that the anchoring of the lipoprotein to the peptidoglycan is essential

to prevent the leakage of the periplasmic content into the culture medium.
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Loss of the Braun lipoprotein or of is anchoring to peptidoglycan compromise survival E. coli

in the presence of EDTA. Incubation of the Alpp, A3, and A6 mutants in 50 mM Tris-HCI buffer

(pH 8.0) containing 500 UM EDTA resulted in a rapid and extensive bacterial killing, which was

not observed with the parental strain and the A2 mutant (Fig. 5B). These results indicate that

the covalent link between the PG layer and the outer membrane provided by the Braun

lipoprotein is essential to prevent destabilization of the envelope in the presence of EDTA. The

experiment was repeated by adding EDTA directly to the stationary phase cultures performed

in LB broth or in minimal medium. Under such conditions, the extent of bacterial killing by

EDTA was less pronounced and highly variable between experiments. This may account for

the fact that EDTA had moderate impact on the bacteriostatic activity of drugs (Supplementary

Tables S1 and S2).
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Figure 5. Phenotypes associated with the absence of Lpp or of its anchoring to the peptidoglycan.
(A) Immunodetection of the o subunit of the RNAP and of the maltose-binding protein (MBP) in lysates
and culture supernatants. (B) Killing of E. coli by EDTA. Overnight cultures of E. coli BW25113 WT and
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mutants were resuspended in Tris-HCI pH 8.0 and incubated with 1 mM EDTA (closed pink symbols and
solid lines) or without EDTA (open black symbols and dotted lines). Bacteria were enumerated at 0, 90,
180, and 270 min. The dotted red line indicates the detection limit, i.e. the minimal number of CFUs
that can be counted with this technique. Data are the mean + standard error of the mean from three
independent biological repeats.

Deletion of /dt genes does not alter the release of NOD1 and NOD2 agonists by E. coli. NOD1
and NOD?2 are sensors of peptidoglycan fragments generated by a controlled hydrolysis of
sacculi that is essential to enable insertion of new subunits in the expending cell wall
(Chamaillard et al., 2003; Girardin, 2003; Girardin et al., 2003a, 2003b). NOD1 recognizes a
dipeptide composed of D-Glu and DAP residues (iE-DAP) whereas NOD2 recognizes a muramyl
dipeptide (MDP), consisting in the L-Ala-D-Glu dipeptide linked to a MurNAc residue. Since
replacement of 43 by 3->3 peptidoglycan cross-links does not involve the assembly of
peptide stems with an unusual amino acid composition, the same NOD1 and NOD2 agonists
are potentially generated by controlled hydrolysis of the two PG chemotypes. However, the
4->3 and 3->3 cross-links are cleaved by distinct sets of endopeptidases(Chodisetti and Reddy,
2019; Voedts et al., 2021). We therefore considered that an enrichment in 3->3 cross-links
could indirectly affect the amount of NOD1 and NOD2 agonists released in the culture medium
due to differences in the pathways underlying controlled hydrolysis of 43 and 33 cross-
linked peptidoglycans. To address this question, the extend of the NOD1 and NOD2 responses
were evaluated by testing culture supernatants of the parental strain BW25113 and in its A2
and A3 derivatives grown in biofilm or in planktonic conditions to both the exponential and
stationary phases of growth (Fig. 6). This analysis showed that the release of NOD1 and NOD2
agonists was affected neither by the growth conditions nor by deletion of /dt genes mediating

the formation of 3->3 PG cross-links or the anchoring of the Braun lipoprotein.
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Figure 6. Impact of /dt genes inactivation on the release of NOD1 and NOD2 agonists in planktonic
growth and in biofilm. NF-kB reporter assays were performed in HEK-Blue cells transfected with
plasmids encoding human NOD1 (blue bars) or NOD2 (yellow bars), or with the vector (black bars).
Stimulation of the NODs was tested with culture supernatants from E. coli BW25113 WT, A2, and A3
obtained from exponential (EXPO) or stationary phase (STAT) planktonic cultures or from biofilms
(BIO). LB was used as a negative control; iE-DAP and MDP were used as positive controls.

CONCLUSION

Previous analyses showed that the formation of 3->3 cross-links by LDTs is fully dispensable
for growth of Escherichia coli in laboratory conditions (Aliashkevich and Cava, 2022). By-pass
of PBPs by LDTs results in high-level B-lactam resistance but this mechanism is restricted to
mutants selected in vitro and incurs severe growth defects indicating that its emergence in
clinical isolates is highly unlikely (Hugonnet et al., 2016). YcbB (LdtD) is conditionally essential
in mutants depleted for the essential LptC protein involved in the export of LPS (More et al.,
2019). Neither of these analyses directly provides a clue for the physiological role of the LDTs.
Indeed, the enrichment in 3-3 cross-links in the stationary phase of growth and the control
of ynhG by the stationary-phase sigma factor ¢° suggest that YnhG might be involved in the
adaptation of the peptidoglycan metabolism to the transition from the exponential to the
stationary phase of growth (Battesti et al., 2011). However, this possibility has not been
experimentally evaluated. Likewise, ycbB regulation by CpxR and the role of YcbB in LptC-
depleted cells only indirectly show that this LDT might have a critical role in stress responses

(Delhaye et al., 2016). In contrast, we show here that growth in biofilm resulted in a
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substantial increase (from 14% to 40%) in the proportion of cross-links formed by the LDTs
and in increased transcription of ynhG and ycbB. These results suggest that a high
peptidoglycan content in 3->3 cross-link is an adaptation of the peptidoglycan metabolism to
conditions that prevail in biofilms. These results also suggest that YnhG and YcbB are
actionable targets to treat bacteria in biofilm or to prevent biofilm formation. Of note, LDTs
are inactivated by carbapenems and by p-lactamase inhibitors belonging to the
diazabicylooctane family such as avibactam indicating that these drugs could be considered in
the development of effective therapies to eradicate biofilms (Edoo et al., 2018).

Our results also show that loss-of-function of LDTs did not affect the release of
peptidoglycan fragments acting as agonist of NOD1 and NOD?2. This possibility was initially
considered as formation of 33 cross-links could potentially alter peptidoglycan turnover
(Wolf and Underhill, 2018).

The deletion of genes encoding the Braun lipoprotein (/pp) or of the three genes (ybiS,
ycfS, and erfK) encoding LDTs responsible for its anchoring to the peptidoglycan resulted in
phenotypes that were clearly distinct form those caused by deletion of the ynhG and ycbB
genes. These phenotypes included high susceptibility to the bactericidal activity of EDTA and
the release of the periplasmic content in the culture supernatant. The former phenotype
indicates that the stability of the outer membrane is compromised by the conjugated effects
of (i) a defect in the formation of the Lpp-mediated covalent link connecting the outer
membrane to the peptidoglycan, and (ii) of a defect in the stabilization of the outer leaflet of
the outer membrane by divalent cations that are known to be essential for neutralizing the
negative charges of LPSs (Clifton et al., 2015). The latter phenotype showed that part of the
periplasmic content is released in the culture supernatant in the absence of the peptidoglycan-
outer membrane link, a release that does not involve cell lysis in the absence of EDTA. This
conclusion is supported by the fact that the alpha subunit of RNA polymerase, used as a
cytoplasmic marker, was not detected by Western blot analyses of the supernatant, in
contrast to the periplasmic maltose-binding protein. Loss of Lpp or of its anchoring to
peptidoglycan did not result in a loss of the permeability barrier provided by the outer
membrane since loss of Lpp or of its anchoring did not result in any increase in the
susceptibility to a large panel of drugs, including drugs that act in the periplasm and are
excluded by the outer membrane such as vancomycin. Budding of the outer membrane in the

absence of the peptidoglycan-Lpp link provides a likely mechanism for increased formation of
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outer membrane vesicles (OMVs), as previously proposed (Avila-Calderdn et al., 2021). Since
OMV release has been linked to many physiological processes, such as toxin delivery,
intercellular communication, alternative protein release mechanisms, and modulation of the
host immune response (Avila-Calderén et al., 2015), increasing their biogenesis under
carbapenem inhibition of both types of LDTs may have an unexpected impact on

pathogenicity.

METHODS

Construction of E. coli mutants carrying gene deletions. The Keio collection is composed of
3,985 mutants of E. coli K-12 strain BW25113. This set of single-gene deletions has been
obtained by replacement of non-essential genes by a kanamycin resistance (Km®) cassette
(Baba et al., 2006). P1 transduction of the KmR® cassette from selected mutants was used to
introduce deletions of specific genes involved in PG synthesis (Datsenko and Wanner, 2000).
For multiple gene deletions, the KmR cassette was removed by the FLT recombinase encoded
by plasmid pCP20. PCR amplifications were performed to confirm the presence of the
expected deletions at each deletion step. Every construction has been made in the same

background, namely that of the wild-type E. coli BW25113 from our laboratory collection.

Cultures of E. coli BW25113 in planktonic and biofilm conditions. E. coli BW25113 and
mutants were grown either in M63B1 medium [KH2POs 100 mM, (NH4)2S04 15 mM, MgS0O4
0.8 mM, vitamin B1 3 uM, pH 7.4] containing glucose (0.4%) or in Lysogeny (Miller) broth (LB).
Continuous-flow microfermentors containing a removable glass spatula were used for biofilm
development (Chalabaev et al., 2014). The glass spatulas were inoculated for 2 min by dipping
in an overnight culture adjusted to an optical density at 600 nm (ODsgo) of 1.0. Bacteria were
recovered from fermenters incubated for 96 h at 37°C. Planktonic E. coli BW25113 was grown
to an ODgoo of 0.5 (exponential phase of growth) or during 24h to a stationary phase of growth
either in M63B1 medium containing glucose (0.4%) or in LB. Incubation was performed at 37°C
with vigorous shaking. For each condition, three biological replicates were performed starting

the inoculation of three independent precultures with isolated colonies.
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Peptidoglycan extraction for quantitative analysis. The hot SDS procedure was used to
extract the PG sacculi, which were then treated with pronase and trypsin (Magnet et al., 2008;
Hugonnet et al.,, 2016). Muropeptides were solubilized by digestion with muramidases,
reduced with NaBH4, and purified by rpHPLC (3 um, 250 x 4.6 mm, Hypersil-Keystone for
minimal medium, and Hypersil Gold aQ for rich medium, Thermo Fisher). The mass of
muropeptides was determined on a Bruker Daltonics maXis high resolution mass
spectrometer (Bremen Germany) operating in the positive mode, as previously described

(Voedts et al., 2021; Atze et al., 2022).

Antimicrobial susceptibility testing. Antibiograms were performed by the disk diffusion assay
in cation-adjusted Muller Hinton (MH) agar plates according to the recommendations of the
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) guidelines (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, 2022). The plates were supplemented with
0.25 ug/ml amoxicillin, 0.01 pg/ml ceftriaxone, 2% sodium dodecyl sulfate (SDS), 10 mg/ml

lysozyme, 2 mg/ml bile salts or 0.25 mg/ml ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA).

Western blot analysis. The maltose binding protein (MBP) and the a subunit of the RNA
polymerase (RNAP) were detected by immunoblotting using specific mouse monoclonal
antibodies (Sigma-Aldrich and Neoclone, respectively). Proteins in culture supernatants and
cell lysates were separated by SDS-PAGE, electrotransferred to a polyvinylidene difluoride
membrane, and probed with the antibodies. Chemiluminescence detection was performed
with anti-mouse 1gG conjugated to horseradish peroxidase (Sigma-Aldrich). Imaging was
performed on an iBright imaging system (ThermoFisher).

To prepare protein samples, bacteria were grown overnight in M9 minimal medium
supplemented with 0.2 % maltose. Bacteria were collected by centrifugation, resuspended in
PBS buffer, and lysed by sonication (lysates). The culture supernatants were filtered (0.45 um).
Proteins were precipitated with trichloroacetic acid (20% final concentration), collected by

centrifugation, and washed twice with acetone.

Bactericidal activity of ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). Bacteria were grown
overnight to the stationary phase in LB (Miller) broth at 37 °C and washed twice in a 50 mM

Tris-HCI buffer (pH 8.0). Bacteria were resuspended in the same buffer to a final ODgoo of 0.9
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and EDTA was added at a final concentration of 1 mM. Bacteria were incubated at 37 °C, and
viable cell counts were performed at the beginning of the incubation and at 90 min, 180 min,
270 min. To do so, 10-fold dilutions (10 to 107) were prepared in LB broth and 5 pl of the

resulting bacterial suspensions were spotted on LB agar plates.

Detection of NOD1 and NOD2 activation by the NF-kB assay in human epithelial cell lines.
HEK-Blue-hNOD1 and HEK-Blue-hNOD2 cells were obtained by co-transfection of the human
NOD1 or NOD2 genes and an inducible SEAP reporter gene into HEK293 cells. In both cases,
the SEAP gene is placed under the control of the IFN-B minimal promoter fused to five NF-kB
and AP-1-binding sites. Depending on the cell, stimulation with a NOD1 or NOD2 ligand
activates NF-kB and AP-1 resulting in induction of SEAP production, which is detected with a
chromogenic substrate directly in the culture medium. For transfection, cells were detached,
seeded in cell culture dishes at less than 30% confluence and incubated overnight at 37 °C, 5%
CO2. The following day, cell transfections were performed whilst the cells remained under
60% confluence with a total amount of 3 pg of DNA per dish. Between 100 ng to 1 pg of
plasmid carrying the NOD1 or NOD2 gene or the corresponding empty vector (was added in
each dish. On day 3, transfected cells were stimulated in 96-wells plates with supernatants of
bacterial cultures.

Tested samples were supernatants of cultures performed in LB broth corresponding to growth
in biofilm for 96 h and in planktonic form to the stationary phase (24 h) or to the exponential
phase (ODgoo of 0.5). The growth conditions were the same as those used for peptidoglycan

analysis.

Statistical Analyses. The data were analyzed using GraphPad Prism version 9 (La Jolla, CA,
USA). An unpaired t-test was performed to analyze the relative abundance of muropeptides
in the peptidoglycan of E. coli BW25113 and mutants. ns, P> 0.05; *, 0.1 < P £0.05; **, 0.001
<P <0.01; ***,0.0001 < P <0.001; ****, P <0.0001.
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Supplementary Fig. S1. Study design for peptidoglycan analysis. (A) E. coli BW25113 and derivatives
were grown in M63B1 medium [KH,PO4 100 mM, (NH4)2S04 15 mM, MgSO4 0.8 mM, vitamin B1 3 uM,
pH 7.4] containing glucose (0.4%) or in Lysogeny Broth (LB Miller). Continuous flow microfermentors
containing a removable glass spatula were used for biofilm development. The glass spatulas were
inoculated for 2 min by dipping in an overnight culture adjusted to an optical density at 600 nm (ODsoo)
of 1.0. Bacteria were recovered from fermenters incubated for 96 h at 37°C. Planktonic E. coli BW25113
was grown to an ODggo of 0.5 (EXPO, exponential phase of growth) or during 24h (STAT, stationary
phase of growth). Incubation was performed at 37°C 180 rpm. For each condition, three biological
replicates were performed starting the inoculation of three independent precultures with isolated
colonies. (B) Peptidoglycan was extracted from bacteria by the hot SDS procedure. Proteins covalently
linked to peptidoglycan, including the Braun lipoprotein, were digested with pronase and trypsin.
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Peptidoglycan was digested with muramidases (lysozyme and mutanolysin), which hydrolyze the
B1->4 bond between MurNAc and GIcNAc. MurNAc was reduced to muramitol with sodium
borohydride. (C) Reduced muropeptides were separated by rpHPLC on a C18 column, UV detection
was performed at 205 nm and the relative abundance of peptidoglycan fragments was estimated as

the percentage of the total integrated area.
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Supplementary Figure S2. Peptidoglycan analysis of E. coli BW25113 grown in planktonic and in
biofilm in rich medium (LB Miller). (A) Relative abundance of monomers and dimers in the
peptidoglycan of E. coli grown in exponential phase (EXPO, blue dots), stationary phase (STAT, red
dots) and biofilm (BIO, green dots). (B) Characteristics of peptidoglycan isolated from bacteria grown
in biofilm or in planktonic form. Proportion of dimers with 33 cross-links among all dimers,
proportion of monomers among all muropeptides, proportion of muropeptides with a tripeptide
acceptor stem among all muropeptides and proportion of muropeptides containing residues of the
Braun lipoprotein among all muropeptides. The horizontal line indicates the mean % value and the
vertical line indicates the standard deviation. EXPO, exponentially growing E. coli (ODgoo = 0.5); STAT,
E. coli grown for 24h to the stationary phase; BIO, BW25113 grown for 96 h in biofilm in
microfermentors.
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Supplementary Figure S3. Peptidoglycan analysis of E. coli BW25113 and mutants grown in
planktonic and in biofilm in rich medium (LB Miller). (A) Relative abundance of monomers in the
peptidoglycan of the wild-type (WT), A2ldt (AycbB AynhG, no 3->3 cross-links), A3ldt (AerfK AybiS
AycfS, no anchoring of the Braun lipoprotein) and Alpp (no Braun lipoprotein) strains, grown in
exponential phase (EXPO, blue dots), stationary phase (STAT, red dots) and biofilm (BIO, green dots).
(B) Relative abundance of dimers in the peptidoglycan of the latter strains. (C) Characteristics of
peptidoglycan isolated from the latter strains. Proportion of dimers with 3->3 cross-links among all
dimers, proportion of monomers among all muropeptides, proportion of muropeptides with a
tripeptide acceptor stem among all muropeptides and proportion of muropeptides containing residues
of the Braun lipoprotein among all muropeptides. The horizontal line indicates the mean % value and
the vertical line indicates the standard deviation. EXPO, exponentially growing E. coli (ODggo = 0.5);
STAT, E. coli grown for 24h to the stationary phase; BIO, BW25113 grown for 96 h in biofilm in
microfermentors.
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Suppl! tary Table S2. Impact of supplementation of the MH medium by B-lactams, SDS, lysozyme, bile salts, or EDTA on drug susceptibility
Vari ns in the diameters of the inl n zones (mm) associated with supplementation of the MH medium

0.25 pg/ml amoxicillin 0.01 pg/ml ceftriaxone 2% SDS 10 mg/ml lysozyme Bile salts 2 mg/ml 0.25 mg/ml EDTA
g dose) WT A6 WT A6 WT A6 WT A6 WT A6 WT A6
n (10 pg) 0 1 -1 0 2 3 -1 -1 1 1 -2 -4
Amoxicillin (20 pg)/Clavulanic acid 10 (pg) -2 1 -2 0 4 0 -1 2 -2 1 -7 -6
Cephalexin (30 pg) 1 -1 -4 -4 2 1 0 2 1 1 -1 -2
Cefamandole (30 pg) -1 0 5 3 4 -2 4 8 2 3 -3 3
Cefoxitin (30 pg) 3 -1 0 -1 1 3 5 3 3 -1 3 -8
Cefotaxime (5 ug) 1 2 1 2 4 1 5 9 4 3 -2 0
Aztreonam (30 pg) 2 2 2 0 3 0 6 7 3 2 0 2
Vancomycin (5 pg) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 >3 0
Ertapenem (10 pg) 0 0 1 0 0 0 3 4 0 0 0 0
Mecillinam (10 ug) 0 0 -1 1 5 4 -2 3 -1 -1 -4 -2
Amikacin (30 pg) 1 0 1 -1 11 12 1 6 0 0 1 -1
Nalidixic acid (30 pg) 1 0 3 2 8 6 3 2 2 2 2 -4
Erythromycin (15 pg) 1 -1 -1 -1 11 >16 1 4 0 -1 -4 -6
Sulfamethoxazole (23.75 pg)/Trimethoprim (1.25 pg) 2 0 2 0 6 4 3 -1 2 -1 -3 -5
Fosfomycin (200 pg) 2 2 0 -1 2 1 -2 1 -1 1 -4 1
Colistine (50 pg) 1 1 0 0 2 5 -4 2 4 -5 0 1

Ertapenem (1 pg)
Imipenem (1 pg)
Meropenem (1 pg)

Differences were calculated from data appearing in Supplementary Table SX (i.e. diameter for MH minus diameter for supplemented MH).
Differences greater than 5 mm (decreases in susceptibility) associated with supplementation of medium are highlighted in red.
Differences smaller than -5 mm (increases in susceptibility) associated with supplementation of medium are highlighted in green.

/8.
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Supplementary Table S3. Characteristics and origin of Escherichia coli strains used in this study.

Strain

Characteristics

Origin

E. coliBW25113

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

(Baba et al., 2006)

E. coli BW25113A2/dt AycbB AynhG This study
E. coli BW25113A3/dt AybiS NerfK AycfS This study
E. coli BW25113A6/dt AycbB AynhG AybiS AerfK DycfS AyafK This study
E. coliBW25113Alpp This study

Supplementary Table S4. Characteristics and origin of the plasmids used in this study.

Plasmid Characteristics Origin
pKD46 A-red expression under control of | (Datsenko and
arabinose-inducible promoter, | Wanner, 2000)
temperature-sensitive, Ampr
36
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1. Etude comparative des LDT produites par différentes espéces

Un nombre croissant de L,D-transpeptidases contenant un domaine YkuD a été identifié ces
dernieres années chez une grande diversité d’especes bactériennes. Dans des conditions standards de
laboratoire, I’importance de ces LDT est tres variable. Elles ne sont par exemple pas essentielles chez
E. coli et P. aeruginosa, mais leur role prédomine chez d’autres bactéries, ou leur inactivation a des
conséquences phénotypiques plus évidentes. C'est le cas des mycobactéries (environ 80% de ponts de
type 3—3) et Agrobacterium tumefaciens (plus de 50% de ponts de type 3—3) (Lavollay ef al., 2008,
2011; Kumar ef al., 2012). Chez ces bactéries, les LDT semblent jouer un role important dans la
croissance, le maintien de la forme et la virulence (Cameron et al., 2014; Baranowski et al., 2018). De
nombreuses bactéries possedent plusieurs paralogues des LDT et plusieurs fonctions leur ont été

associées (Aliashkevich and Cava, 2022).

Dans le premier article, nous montrons que P. aeruginosa produit un représentant de chacune des
trois grandes fonctions catalytiques associées aux LDT. Ldtpa catalyse la formation des ponts de type
3—3, Ldtpae2 ancre la lipoprotéine Oprl (homologue de la Lpp de E. coli) au peptidoglycane, et Ldtpacs
hydrolyse cette liaison. Les fonctions de Ldtpa.1 et Ldtpacx ont pu étre explorées en utilisant deux
approches complémentaires, 1’'une s’appuyant sur une perte de fonction, I’autre sur un gain.
Premierement, la délétion chromosomique des génes codant pour /dtpac1 ou /dtpac> @ permis d’identifier
les muropeptides qui ne sont plus produits par les mutants. Deuxiémement, I’expression hétérologue de
ces deux génes dans une souche de E. coli A6ldt (chez qui toutes les LDT ont été inactivées) a permis
d’observer que ces enzymes étaient fonctionnelles chez cet hote hétérologue. La formation de ponts de
type 3—3 a également pu étre observée in vitro en incubant Ldtpa.; purifiée avec du tétrapeptide. De
plus, I’ajout de D-Met au mélange réactionnel a permis de montrer que Ldtp,1 €tait aussi capable de
catalyser I’échange de la D-Ala en position 4 du tétrapeptide par la D-Met.

En se basant a la fois sur 'absence d'une activité de formation de liaisons amides (formation de ponts
de type 3—3 et ancrage de Oprl au peptidoglycane) et sur la proximité phylogénétique entre Ldtpacs et
la LDT YafK de E. coli, nous avons provisoirement attribué une fonction d’hydrolase a Ldtp,c3. Celle-
ci permettrait de cliver la liaison entre Oprl et les tiges tripeptidiques du peptidoglycane. Cette fonction
n’a été mise en évidence que trés récemment chez E. coli dans deux études indépendantes publiées a
quelques semaines d’intervalle (Bahadur et al., 2021; Winkle ef al., 2021). L’inactivation du gene codant
pour yafK n’entraine aucun changement dans la nature des muropeptides détectés lors de 1’analyse du
peptidoglycane, ne donnant aucun indice sur une éventuelle piste a suivre. Dans leur étude, Bahadur et
al. ont d’abord remarqué que la surexpression du gene codant pour yafK compensait partiellement la
délétion des genes codant pour MepS et MepK, deux endopeptidases jouant un role lors de la

polymérisation du peptidoglycane. Ils ont également observé une absence de tiges tripeptidiques
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substituées par les résidus lysine et arginine en position C-terminale de la Lpp (Tri-KR) lorsque yafK
était surexprimé dans la souche sauvage, suggérant ainsi son réle dans la modulation du degré de liaison
entre la Lpp et le peptidoglycane. Cette hypothése a été confirmée en mettant en évidence I’activité
hydrolase de la protéine YafK purifiée. De leur coté, Winkle et al. ont d’abord investigué, les activités
L,D-transpeptidase et L,D-carboxypeptidase de YafK purifiée, sans succes. Ils ont alors pensé qu'au lieu
de former des liaisons, YafK pourrait hydrolyser les liaisons générées par d'autres LDT. Les approches
expérimentales sont sensiblement les mémes dans les deux articles, et celles-ci pourraient étre utilisées
pour confirmer que Ldtpac3 posséde également une activité hydrolase. Par exemple, 1’incubation de
Ldtpacs purifiée avec le monomére Tri-KR ou le dimére Tetra-Tri-KR pourraient permettre d’observer
I’apparition de Tri ou de Tetra-Tri. Ldtp.cs purifiée pourrait aussi étre incubée avec des sacculi d’une
souche de P. aeruginosa PA14 Aldtp..; afin de détecter un éventuel relargage de Oprl par Western Blot.
Les premiceres tentatives n’ont pas permis de purifier Ldtp.3 en quantités suffisantes et le protocole de

purification est en cours d’optimisation.

Tout au long de la thése, 1’étude simultanée de E. coli et de P. aeruginosa m’a permis de relever un
certain nombre de similarités et de différences entre les LDT des deux espéces bactériennes. Leur
nombre n’est pas conservé, puisque E. coli possede six paralogues des /dt et P. aeruginosa en posséde
trois. L’environnement des génes codant pour chacune des LDT n’est pas non plus conservé (Figure
18A). Il semble cependant que les deux especes produisent un représentant de chacune des trois grandes
fonctions catalytiques associées au domaine YkuD conservé, a savoir la formation de ponts de type 3—3
(YcbB et YnhG chez E. coli ; Ldtpae1 chez P. aeruginosa), I'ancrage de la lipoprotéine Lpp ou Oprl au
peptidoglycane (YbiS, ErfK et YcfS chez E. coli ; Ldtpac> chez P. aeruginosa) et 'hydrolyse de la liaison
entre la lipoprotéine et le peptidoglycane (YafK chez E. coli ; probablement Ldtpac3 chez P. aeruginosa).
La structure chimique du peptidoglycane est la méme chez les deux espéces bactériennes et nos analyses
n’ont pas permis de relever la présence de muropeptides particuliers dans les conditions de croissance
étudiées. La présence de ponts de type 3—3 n’a pas été détectée chez P. aeruginosa en phase
exponentielle de croissance en milieu riche (LB). La proportion relative de ces ponts pour le milieu LB
est d’environ 16 % en phase stationnaire et 14 % en biofilm. Chez E. coli, toujours en milieu LB, on
compte environ 8 % de ponts de type 3—3 en phase exponentielle, 16 % en phase stationnaire et 14 %
en biofilm dans les mémes conditions. Chez les deux espéces bactériennes, I’absence de la lipoprotéine
ou des LDT permettant son ancrage au peptidoglycane est associée a une hypersensibilité a I’activité
bactéricide de ’EDTA. La sensibilité aux antibiotiques a été testée chez E. coli et chez P. aeruginosa et
n’est pas affectée par la présence ou par I’absence des LDT dans les deux cas. Les LDT ne contribuent
donc ni a la croissance des différentes souches, ni a 'efficacité de la barriére de perméabilité médiée par
la membrane externe en présence de concentrations subinhibitrices de B-lactamines chez les souches
sensibles a ces antibiotiques. Nous avons également observé que Ldtp..1 et YnhG ne pouvaient pas

contourner I’activité des PLP inhibés par les B-lactamines dans la réticulation du peptidoglycane, comme
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c’est le cas pour YcbB (Hugonnet et al., 2016). Cette différence pourrait s’expliquer par la présence de
multiples domaines qui pourraient interagir avec les complexes de polymérisation du peptidoglycane

dans YcbB (Figure 18B). De tels domaines sont absent de Ldtp..: et YnhG.

Le logiciel d’intelligence artificielle Alphafold2 a permis d’obtenir des prédictions de la structure
des LDT de E. coli et de P. aeruginosa a partir de leurs séquences en acides aminés (Jumper et al.,
2021). Ces structures sont présentées dans la Figure 18B, C et D, ou les LDT ont été classées selon les
trois grandes fonctions qui leur ont été attribuées. Parmi les neuf LDT étudiées, seule la structure
cristallographique de YcbB a été résolue a ce jour (Caveney et al., 2019). Cette derniere se distingue
des autres par sa taille, environ deux fois plus importante, et par sa composition en domaines. Ldtpaci est
plus petite mais se compose de deux domaines YkuD, le premier comprenant le motif catalytique
conservé (SHGCIR) et le deuxiéme ne possédant pas le résidu cystéine catalytique (QLGKIR). Cette
caractéristique n’est retrouvée chez aucune autre des neuf LDT étudiées et pourrait étre le résultat d’une
duplication. Les essais d’alignement des structures de YcbB, YnhG et Ldtp..1 ne sont pas concluants.
Les structures de YbiS, ErfK, YcfS et Ldte.> se superposent quant a elles trés bien, avec des
compositions en domaines trés similaires. A noter que la structure de YnhG semble beaucoup plus
proche de ce groupe de LDT malgré des fonctions catalytiques différentes, sa composition en domaines
étant tres similaire a celle de Ldtpaco. YafK et Ldtpacs sont deux enzymes de plus petite taille. Le domaine
YkuD constitue la quasi-totalité la séquence de Ldtpac3. Ce domaine se superpose tres facilement a celui

de YafK.
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Domaines YkuD

YcbB YafK Ldtpaes  Ldtraes ErfK YbiS YnhG Ycfs Ldtpeq
YcbB 14,3 24,2 21,1 21,1 23,6 20,8 157
Yafk 30,6 16,7 19,5 22,0 184 216
Ldtpees | 14,3 30,6 20,6 19,8 17,9 24,4 20,9 17,0
Ldtr., 24,2 16,7 20,6 46,3 52,3 47,7 485 29,0
Efk| 211 19,5 19,8 46,3 74,8 53,8 62,7 23,9
Ybis 21,1 22,0 17,9 52,3 74,8 52,7 63,4 26,1
YnhG 236 18,4 24,4 47,7 53,8 52,7 61,0 253
Yefs 208 216 20,9 485 62,7 63,4 61,0 30,1
Ldte, 157 | 124 | 170 29,0 239 26,1 253 30,1
Protéines entiéres
YcbB  Ldtpe;  Ldtp. ErfK YbiS _ YnhG Ycfs Yafk  Ldtpae
YcbB 17,7 19,2 18,1 21,2 19,5 19,5
Ldtp,e, 17,7 25,2 21,4 22,1 24,0 20,2
Ldtr..; RIS 23,6 40,0 33,9 37,5 17,3 21,8
Erfk 192 25,2 45,4 46,6 22,2 21,0
Ybis| 181 21,4 40,0 63,0 50,2 20,2 18,2
YnhG 21,2 2,1 33,9 45,4 45,3 49,0
vefs| 19,5 24,0 37,5 46,6 50,2 49,0
vafk| 161 161 173 22,2 20,2 17,8
Ldtpses 19,5 20,2 21,8 21,0 18,2 24,5
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Figure 18. Environnement des génes, prédictions de structure et pourcentages d’identité des LDT

de E. coli et P. aeruginosa.

(A) Environnement des génes codant pour les trois LDT de P. aeruginosa (a gauche, informations trouvées sur le
site de la Pseudomonas Genome DataBase) et pour les six LDT de E. coli (a droite, informations trouvées sur le
site EcoCyc). La fonction des protéines codées par chacun des génes est renseignée lorsqu’elle est connue. (B)
Groupe des LDT catalysant la formation de ponts de type 3—3 : structure de YcbB (PDB 6NTW) et prédiction
des structures de YnhG et Ldtraer réalisée par Alphafold. Composition en domaines des trois LDT. (C) Groupe des
LDT catalysant I’ancrage de la lipoprotéine de Braun au peptidoglycane : prédiction des structures de YbiS, ErfK,
YcfS et Ldtracz réalisée par Alphafold. Composition en domaines des quatre LDT (D) Prédiction des structures de
YafK et de Ldtracs réalisée par Alphafold. Composition en domaine des deux LDT. Le code couleur des structures
est le méme que celui des schémas représentant la composition des LDT en domaines. La cystéine catalytique,
plus ou moins visible selon ’orientation, est colorée en rouge. (E) Pourcentages d’identit¢é des domaines
catalytiques YkuD des LDT (en haut) et des LDT entiéres (en bas) de E. coli et P. aeruginosa déduits
d’alignements multiples réalisés sur Clustal Omega. En vert : LDT catalysant la formation de ponts de type 3—3 ;
en orange : LDT catalysant I’ancrage de la lipoprotéine de Braun ; en violet : LDT hydrolysant la liaison entre la

Lpp et le PG ; en noir : aucune preuve expérimentale disponible.

2. Les multiples facettes de YafK

En 2001, un premier article avait établi le tout premier lien (et le seul jusqu’a maintenant) entre une
LDT et la formation de biofilms chez une souche entéro-agrégative de E. coli (EAEC) (Sheikh et al.,
2001). Cette étude repose sur une bibliotheque de mutants obtenus par insertion aléatoire de transposons,
et avait permis de montrer que YafK était nécessaire a la formation de biofilms par la souche EAEC.
YafK agirait sur le niveau de transcription de génes codant pour les fimbriae de type II dont la présence
est requise pour 'adhésion de la souche pathogene a la muqueuse intestinale. Le role de YafK pourrait

aussi avoir des implications plus ou moins directes en lien avec le maintien de I’équilibre du degré de
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liaison entre le peptidoglycane et la membrane externe. On pourrait par exemple émettre 1’hypothése
que la libération de vésicules de la membrane externe (OMVs pour « Outer Membrane Vesicles ») soit
empéchée par une enveloppe trop rigide, freinant ainsi les interactions entre les bactéries et avec 1’hote.
En revanche, I’absence de YafK ne semble pas avoir d’impact sur le relargage de contenu périplasmique
comme le montrent nos résultats de Western blot non publiés dans le deuxiéme article.

Par ailleurs, Winkle et al précisent dans leur étude que des homologues de YafK sont présents dans
de nombreuses espéces bactériennes qui ne contiennent pas de Lpp, ce qui suggére I’existence chez ces
bactéries de substrats différents de Lpp (Winkle et al., 2021). L’existence de telles protéines chez E. coli
n’a pas été formellement éliminée, en effet Lpp est une protéine trés abondante (10° copies par cellule)
et les méthodes d’analyses utilisées en routine ne sont pas suffisamment sensibles pour détecter des

protéines 100 fois moins abondantes.

3. Exploration du role des LDT chez Escherichia coli

a) Stimulation de ’immunité innée

Le peptidoglycane est un puissant effecteur biologique. Les muropeptides libérés lors du turnover
peuvent entrainer une réponse inflammatoire de 1’hote et sont impliqués dans des voies spécifiques
comme ’activation de macrophages, du complément, la production de monoxyde d’azote, d’anticorps,
de cytokines ou de peptides antimicrobiens [pour une revue sur la reconnaissance du peptidoglycane par
le systéme immunitaire inné, voir (Wolf and Underhill, 2018)]. En 2003, les récepteurs de I’immunité
innée contenant un « Nucleotide-binding Oligomerisation Domain » (domaine NOD), appelés NOD1 et
NOD?2 ont été identifiés comme senseurs de constituants du peptidoglycane de la paroi bactérienne
(Chamaillard et al., 2003; Girardin, 2003; Girardin ef al., 2003a, 2003b; Inohara et al., 2003). NOD1
reconnait un dipeptide composé des résidus D-Glu et DAP (iE-DAP), en particulier présent chez les
bactéries a Gram négatif. En effet, chez les bactéries a Gram positif, le DAP est généralement remplacé
par une L-Lys, et les résidus D-Glu et DAP sont souvent amidés. NOD2 est un senseur des bactéries a
Gram positif et & Gram négatif puisqu’il reconnait le muramyl-dipeptide (MDP), qui correspond au
dipeptide L-Ala—D-Glu lié & un résidu MurNAc et constitue une structure minimale commune a la quasi-
totalité des chimiotypes de peptidoglycane.

La reconnaissance des muropeptides par les NOD ne dépend a priori pas du mode de réticulation du
peptidoglycane. En effet, la synthése des ponts de types 4—3 et 3—3 du peptidoglycane n'implique pas
de tiges peptidiques de composition particulieres. En revanche, les deux types de ponts sont clivés par
des sous-ensembles distincts d’endopeptidases (Chodisetti and Reddy, 2019; Voedsts et al., 2021). Nous
avons donc cherché a déterminer si un enrichissement en ponts de type 3—3 pouvait moduler la quantité
d'agonistes NOD libérés dans le milieu de culture. Dans ce but, la souche de E. coli sauvage BW25113

et un dérivé déficient dans la formation de ces ponts (AychB AynhG, appelé A2) ont été cultivés en
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milieu riche (LB) dans trois conditions de croissance (phase exponentielle, phase stationnaire et
biofilm). Les surnageants de ces cultures ont été testés dans 1’équipe de Ivo Boneca a I’Institut Pasteur
pour I’activation de la voie NOD. Cette équipe avait précédemment montré que E. coli cultivée en milieu
minimum ne relarguait pas de fragments de peptidoglycane. Le choix d’un milieu riche s’est donc
imposé pour la suite de ces expériences. Ce changement de milieu nous as conduit a réévaluer la
structure du peptidoglycane. En comparaison au milieu minimum, la croissance en milieu riche est
associée a une proportion de ponts de type 3—3 moins importante dans les trois conditions de culture.
La proportion de ces ponts est toutefois augmentée en phase stationnaire et en biofilm. Les surnageants
obtenus en milieu riche ont donc pu étre utilisés pour étudier I’impact d’un enrichissement en ponts de
type 3—3 sur la réponse NOD. Les résultats n’ont pas montré de variations dans le relargage d’agonistes
NODI1 et NOD2 dans les surnageants de culture de BW25113 WT, A2 (déficiente dans la formation de
ponts de type 3—3) et A3 (qui n’ancre plus la lipoprotéine de Braun au peptidoglycane) pour les trois

conditions de culture.

b) Stabilité de I’enveloppe

YbiS, ErfK et YcfS ancrent la lipoprotéine de Braun au peptidoglycane, ce qui participe a la stabilité
de I’enveloppe. L’inactivation de ces trois LDT chez le mutant A3 compromet la survie de la souche en
présence d’EDTA. L’activité bactéricide de ’EDTA est cependant trés variable en fonction du protocole
expérimental. Les résultats sont reproductibles lorsque les bactéries sont remises en suspension dans un
tampon Tris avant I’ajout de ’EDTA. Cette procédure conduit & une diminution du nombre de bactéries
survivantes d’un facteur au moins égal a 10 000 en 4 heures en présence d’EDTA alors que la viabilité
est trés peu affectée en absence de ce composé. En revanche, lorsque I’EDTA est ajouté directement
dans le milieu de culture, les résultats sont qualitativement mais pas quantitativement reproductibles. En
effet, la viabilité des souches A3, Alpp et A6 est compromise mais la diminution du nombre de bactéries
est trés variable (de 1/10 a 1/1000). Les effets de ’EDTA sont donc tres perturbés par le milieu, ce qui
pourrait &tre dii a des variations de concentrations en cations dans le milieu LB utilisé entre les
différentes manipulations. Alternativement, les cellules bactériennes pourraient conserver un
métabolisme minimum en milieu riche mais pas en tampon Tris, ce qui pourrait leur permettre de mieux
résister a 1’activité bactéricide de ’EDTA. Pour I’ensemble des phénotypes étudiés, composition du
peptidoglycane, effet bactéricide de I’EDTA, relargage du contenu périplasmique, nous n’avons observé
aucune différence entre les souches A3 et Alpp. L’absence de 1’ancrage de la lipoprotéine de Braun
récapitule donc 1’absence de cette protéine. Le role spécifique de la lipoprotéine libre, s’il existe, n’a
pas été révélé par notre étude.

La délétion des trois LDT qui ancrent la lipoprotéine de Braun ainsi que la perte de cette lipoprotéine

a conduit a une fuite du contenu périplasmique mise en évidence par une analyse SDS-PAGE des




DISCUSSION

surnageants de culture. Une analyse par Western blot nous a permis de conclure que la présence de ces
protéines dans les surnageants n’était pas due a une lyse bactérienne mais bien a un relargage du contenu
périplasmique. En effet, la protéine de liaison au maltose (MBP) périplasmique est détectée dans les
surnageants de culture des souches A3, Alpp et A6, mais la sous-unité cytoplasmique o de ’ARN
polymérase (RNAP) ne I’est pas. Aucune fuite du contenu périplasmique n’a été observée chez les
souches WT et A2. La formation d’OMVs par bourgeonnement de la membrane externe pourrait rendre
compte de ces résultats et avait déja été décrite chez des mutants de E. coli sans Lpp ou présentant un
défaut de son ancrage (Schwechheimer et al., 2014). Une hypervésiculation a également été observée
chez des mutants de P. aeruginosa AoprL et Aoprl (homologues de Pal et Lpp, respectivement) (Wessel
etal.,2013). Un protocole d’extraction des OMVs est en cours de mise au point au laboratoire et pourrait
permettre de confirmer leur role et de mieux caractériser leur contenu.

Schwechheimer et al. avait également mis en évidence une production d’OMVs moindre chez le
mutant de E. coli A2, couplée a une augmentation de I’ancrage de la lipoprotéine de Braun. La formation
de ponts de type 3—3 et ’ancrage de la lipoprotéine de Braun au peptidoglycane semblent fonctionner
selon un modele de « vases communicants », la proportion de ponts de type 3—3 augmente lorsqu’il
n’y plus d’ancrage de la Lpp et vice versa. Plusieurs études évoquent ce phénoméne, que nous avons
également pu observer lors de nos analyses du peptidoglycane des mutants A2 et A3 (Schwechheimer et
al., 2014; Winkle et al., 2021). 1l pourrait étre di au fait que les LDT sont en compétition pour une
quantité limitante de tétrapeptide agissant comme donneur d’acyl dans la réaction de transpeptidation

conduisant a I’ancrage de lipoprotéine ou la formation de ponts de type 3—3.

¢) Perspectives

Evaluation du fitness cost associé a la perte des LDT

Chez nos deux modeles bactériens étudiés, les LDT ne sont pas essentielles pour la croissance
planctonique en laboratoire ou pour la formation de biofilms. La question se pose cependant de savoir
si la perte des LDT constitue un désavantage sélectif dans différentes conditions de croissance. Pour
apporter des éléments de réponse, nous avons introduit des étiquettes (« tags ») contenant des geénes
conférant une résistance au chloramphénicol (Cm®) ou a la kanamycine (Km®) dans le chromosome des
souches BW25113 WT, A2 et A3 afin de suivre leur croissance en compétition dans des co-cultures.
Pour éliminer tout facteur confondant di a la présence des cassettes de résistance, nous échangerons
systématiquement les paires de tags lors de nos analyses (i.e. WT Cm® versus A2 Km® et WT Km"®
versus A2 Cm®).

Les paires de souches seront inoculées (rapport 1/1) a une dilution de 1/1000 dans un milieu liquide
(LB) et cultivées sur la nuit a 37 °C. Le lendemain, elles seront & nouveau diluées au 1/1 000°™ et

cultivées sur la nuit. Les bactéries seront dénombrées sur des géloses contenant du chloramphénicol ou
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de la kanamycine apres cinq cycles de dilution et de croissance jusqu'a saturation (24 heures par cycle).
L’ensemble des souches portant les tags permettra aussi d’étudier la compétition lors d’une croissance
en biofilm en plaque 96 puits. Par cette approche, nous pourrons également évaluer la survie des formes
planctoniques en phase stationnaire a I’échelle de plusieurs semaines. Des co-cultures des formes
planctoniques en chemostat pourraient également étre réalisées pour évaluer I’impact des délétions sur

la croissance exponentielle en continu.

Ciblage des LDT dans de nouvelles stratégies anti-biofilms

Une étude clinique est en cours a I’Hopital Européen Georges Pompidou (HEGP, Paris) pour
I’utilisation d’une association gentamicine-EDTA chez des patients souffrant d’une infection liée a la
formation de biofilm sur un cathéter de longue durée (CATH-GE, informations disponibles en ligne).
Les 35 patients inclus recoivent pendant 10 jours le traitement gentamicine-EDTA localement, a
I’intérieur du cathéter, associ¢ a des antibiotiques en perfusion puis par voie orale. Une surveillance
étroite permet d’évaluer la tolérance et de mesurer la fréquence de guérison aprées la fin du traitement.
L’efficacité de cette association sur plusieurs bactéries a Gram positif (e.g. S. aureus et E. faecalis) et
négatif (e.g. E. coli et P. aeruginosa) avait été démontrée in vitro et chez des rats immunocompétents et
immunodéprimés (Chauhan et al., 2012; Lebeaux et al., 2015). Nos résultats ont permis de montrer que
I’ancrage de la lipoprotéine de Braun au peptidoglycane était essentiel pour empécher la déstabilisation
de l'enveloppe en présence d'EDTA chez E. coli et chez P. aeruginosa. Cet ancrage est assuré par les
trois LDT ErfK, YbiS et YcfS chez E. coli et par Ldtpae> chez P. aeruginosa. L’idée serait donc de cibler
ces LDT afin de potentialiser les effets déstabilisateurs de I’EDTA. Sachant que les LDT ne sont
efficacement inhibées que par les carbapénémes, il est tentant de proposer une étude sur une association
carbapéneme-EDTA. Cependant, cette classe de -lactamines agit aussi sur les PLP et il n’existe a ce

jour aucun antibiotique ciblant spécifiquement les LDT.
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Résumé :

Adaptation de I’enveloppe bactérienne a la croissance en biofilm

Le peptidoglycane est une macromolécule essentielle et spécifique de la paroi bactérienne, qui maintient
la forme des cellules, assure une protection mécanique contre la pression osmotique exercée par le
cytoplasme et sert a I’ancrage de polymeres de I'enveloppe. Il est réticulé par deux familles d’enzymes,
les PLP et les LDT, dont la contribution relative est variable et qui sont les cibles des antibiotiques
appartenant a la famille des B-lactamines. Tandis que les PLP sont potentiellement inhibées par tous les
antibiotiques de la famille des B-lactamines, les LDT sont efficacement inhibées par une seule classe de
B-lactamines, les carbapénémes. Les travaux de thése explorent le role des LDT dans I’adaptation de
Escherichia coli et de Pseudomonas aeruginosa a la croissance en biofilm. Nous avons identifié¢ et
caractérisé fonctionnellement trois paralogues des LDT chez P. aeruginosa. En parallgle, le role des six
paralogues des LDT de E. coli a été évalué grace a la construction de délétions multiples. Chez les deux
especes bactériennes étudiées, la croissance en biofilm est associée a une augmentation significative de
la contribution des LDT a la polymérisation du peptidoglycane. Les LDT jouent également un rdle
critique dans la stabilisation de I’enveloppe et dans le contrdle du relargage de protéines périplasmiques
dans le milieu de culture des bactéries. Ainsi, les LDT pourraient étre des cibles exploitables pour lutter
contre la formation de biofilms bactériens.

Mots clés : biofilm, Escherichia coli, L,D-transpeptidase, peptidoglycane, Pseudomonas aeruginosa

Abstract:

Adaptation of the bacterial envelope to growth in biofilm

Peptidoglycan is an essential and specific macromolecule of the bacterial envelope, which maintains the
shape of cells, provides mechanical protection against the osmotic pressure of the cytoplasm, and serves
as an anchor for envelope polymers. Peptidoglycan is cross-linked by two families of enzymes, PBPs
and LDTs, whose relative contribution is variable, and which are the targets of antibiotics belonging to
the B-lactam family. While PBPs are potentially inhibited by all B-lactam antibiotics, LDTs are
effectively inhibited by only one class of B-lactam antibiotics, the carbapenems. This thesis explores the
role of LDTs in the adaptation of Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa to growth in biofilm.
We have identified and functionally characterized three LDT paralogs in P. aeruginosa. In parallel, the
role of the six LDT paralogs of E. coli was evaluated by constructing multiple deletions. In both bacterial
species studied, growth in biofilm is associated with a significant increase in the contribution of LDTs
to peptidoglycan polymerization. LDTs also play a critical role in stabilizing the envelope and in
preventing the release of periplasmic proteins into the bacterial culture medium. Thus, LDTs could be

actionable targets to combat bacterial biofilms.

Keywords: biofilm, Escherichia coli, L,D-transpeptidase, peptidoglycan, Pseudomonas aeruginosa



