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Titre : Division cellulaire de la bactérie Streptococcus pneumoniae : Etude de la phosphorylation de la
protéine MapZ et caractérisation de la protéine CopD.

Résumé : La bactérie Streptococcus pneumoniae, également appelée pneumocoque, est un
pathogene humain responsable de pneumonies, de méningites ou encore de septicémies. Parmi les
différentes stratégies de lutte contre I'’émergence de souches antibiorésistantes, I'étude des
mécanismes de régulation de la division cellulaire de cette bactérie représente un réel enjeu pour
I'identification de nouvelles cibles thérapeutiques. L'objectif de ma thése a été d’étudier les
mécanismes de régulation de la division cellulaire. D’une part, j’ai identifié un nouveau partenaire de
la protéine MapZ, la balise moléculaire nécessaire au positionnement de la machinerie de division
(divisome) au centre de la cellule. J’ai montré que MapZ interagit avec la protéine EzrA et que cette
interaction est modulée par la phosphorylation de MapZ. J'ai également montré que cette
interaction influence la dynamique de EzrA et qu’elle contribue ainsi a la stabilité du divisome au site
de division. D’autre part, j'ai identifié une nouvelle protéine de morphogenése du pneumocoque,
appelée CopD. CopD interagit directement avec deux Penicillin-Binding Proteins (PBPs), PBP1a et
PBP2b, et contréle leur dynamique spatio-temporelle. Mes travaux de these participent a la
compréhension des mécanismes de régulation de la division cellulaire et de I’assemblage de la paroi
cellulaire, des processus indispensables a la survie de la bactérie.

Mots clés: Streptococcus pneumoniae, phosphorylation, division cellulaire, morphogenése,
régulation des PBPs

Title: Cell division of Streptococcus pneumoniae: Study of MapZ phosphorylation and characterization
of CopD.

Abstract: Streptococcus pneumoniae, also known as pneumococcus, is a human pathogen
responsible for pneumonia, meningitidis and septicemia. Among the various strategies to combat the
emergence of antibiotic-resistant strains, the study of cell division regulation mechanisms represents
a significant challenge for identifying new therapeutic targets. The aim of my thesis was to
investigate the mechanisms of cell division regulation. Firstly, | identified a new partner of the
protein MapZ, the molecular beacon of the divisome. | showed that MapZ interacts with the protein
EzrA and that this interaction is modulated by the phosphorylation of MapZ. | also showed that this
interaction is modulated by the phosphorylation of MapZ and could constitute an additional level of
regulation of cell division. Secondly, | identified a new pneumococcal morphogenesis protein called
CopD. This protein directly interacts with the Penicillin-binding proteins (PBPs) PBP1a and PBP2b and
controls their dynamics in time and space. My thesis work contributes to the understanding of the
mechanisms regulating cell division and cell wall assembly, processes essential for the survival of the
bacterium.

Keywords: Streptococcus pneumoniae, phosphorylation, cell division, morphogenesis, PBP regulation
INTITULE ET ADRESSE DU LABORATOIRE : Laboratory of Molecular Microbiology and Structural

Biochemistry (MMSB) - UMR 5086 - CNRS
IBCP, 7 passage du Vercors, 69367 Lyon cedex 07, France
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GFP : Green fluorescent protein — Protéine fluorescente verte
HMW : High molecular weight — Haut poids moléculaire
HprK/P : Hpr kinase/phosphorylase

IDHK/P : Isocitrate déshydrogénase kinase/phosphorylase

Kp : Constante de dissociation a I'équilibre

LB : Lysogeny broth — Bouillon lysogene

LBD : Lipid-binding domain — Domaine d’interaction aux lipides

LC-MS-MS : Liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry — Spectrométrie

de masse en tandem couplée a une chromatographie liquide

LMW : Low molecular weight — Bas poids moléculaire

MET : Microscopie électronique a transmission

MoRFs : Molecular recognition features — Motifs de reconnaissance moléculaires
MST : Microscale thermophoresis — Thermophorese a micro-échelle

NAG : acide N-acétylglucosamine

NAM : acide N-acétylmuramique

NO : Nucleoid occlusion — Occlusion du nucléoide

OMS : Organisation mondiale de la santé (WHO : World health organisation)

PASTA : Penicillin-binding protein and Serine/Threonine kinase-associated domain — Protéine

de liaison a la pénicilline et domaine associé a la Sérine/Thréonine kinase
PBP : Penicillin-binding protein — Protéine de liaison a la pénicilline

PCR : Polymerase chain reaction — Réaction de polymérisation en chaine
PEP : Phosphoénolpyruvate

PHP : Phosphoestérases histidinol phosphate



PPM : Protein phosphatase metal dependant — Protéine phosphatase dépendante des

métaux

PPP : Phosphoprotein phosphatase — Phosphatase phosphoprotéine

PTM : Post-translational modifications — Modifications post-traductionnelles
PTS : Phosphotransferase system — Systeme phosphotransférase

SAXS : Small-angle X-ray scattering — Diffusion des rayons X aux petits angles

SEDS : Shape, Elongation, Division and Sporulation proteins — Protéines impliquées dans la

forme, I’élongation, la division et la sporulation

SDS-PAGE : électrophorése en gel de polyacrylamide contenant du dodécysulfate de sodium
SEM : Scanning electron microscopy — Microscopie électronique a balayage

SIM : Structured Illumination Microscopy — Microscopie a illumination structurée

SPR : Surface plasmon resonance — Résonance des plasmons de surface

STPK : Sérine/Thréonine protéine-kinase

TCS : Two-component system — Systéme a deux composants

TG : Transglycosylase

THY : Milieu Todd Hewitt Yeast extract — Milieu Todd Hewitt contenant de I'extrait de levure
TIRF : Total internal reflection fluorescence — Microscopie a ondes évanescentes

TnSeq : Transposon sequencing — Séquencgage par insertion de transposons

TP : Transpeptidase

VPC : Vaccin pneumococcique conjugué

WT : Wild-type — Souche sauvage
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Figure 1 : Diversité de morphologies bactériennes : A) Batonnet, Escherichia coli. B) Sphére,

Staphylococcus aureus. C) Ovocoque, Streptococcus pneumoniae. D) Spirale, Campylobacter
jejuni. E) Croissant, Vibrio cholerae. F) Filaments branchés, Streptomyces coelicolor. G) Etoile,
Stella vacuolata. H) Pédonculé, Planctomyces maris. |) Pédonculé et croissant, Caulobacter
crescentus. ) : Bifide/forme en Y, Bifidobacterium breve. K) Bobine, Spirosoma linguale. L)
Nombreuses excroissances, Ancalomicrobium adetum. M) Pédonculé, Asticcacaulis
excentricus. N) Pédonculé, Asticcacaulis biprosthecum. O) Chaines et hétérocystes, Anabaena

variabilis. (Jiang et al., 2015)



La majorité des bactéries posseédent une enveloppe cellulaire qui détermine leur volume,
leur surface et leur forme. Les fluides composant leur cytoplasme exercent une force
considérable sur la paroi cellulaire. Cette pression de turgescence varie de 3 atm pour
Escherichia coli (Cayley et al., 2000) a 20 atm pour Bacillus subtilis (Whatmore and Reed,
1990, Rojas and Huang, 2018). En comparaison, la pression d’'un pneu de vélo de course est
d’environ 10 atm et celle d’'une bouteille de champagne de 6 atm (Osawa and Erickson,
2018). Dans ce contexte, la synthése de la paroi cellulaire s’avere essentielle pour préserver
I'intégrité de la cellule. La paroi bactérienne est principalement composée de
peptidoglycane, qui constitue un maillage fort et élastique pour assurer la résistance
mécanique et la forme des cellules. Bien que de nombreuses bactéries adoptent une forme
de sphere ou de batonnets, il existe une multitude d’autres formes ; spirales, étoiles,
bobines, etc. (Figure 1).

Cette diversité n’est pas le résultat du hasard mais est le reflet d’une grande variété de
fonctions biologiques et de niches environnementales auxquelles les bactéries se sont
adaptées (Young, 2006). Les bactéries sont capables de coloniser de nombreux
environnements tels que les sols, les eaux, les racines des plantes, les animaux, ainsi que des
environnements extrémes comme les lacs acides ou les sources chaudes ou encore des
parties du corps autrefois considérées comme stériles, comme 'utérus ou le placenta (Peric
et al.,, 2019; Shu and Huang, 2022). En outre, de nombreuses espéces bactériennes
colonisent de maniere courante le corps humain, incluant la peau et les intestins.

Ces especes bactériennes qui colonisent le corps humain ont un impact significatif sur
I’'homéostasie de I’hote. Elles ont un role clé dans la protection contre les pathogénes, la
maturation du systéme immunitaire, la synthése de vitamines (Peric et al., 2019). Lorsque
I'équilibre de cet écosysteme bactérien est perturbé, il peut se produire une dysbiose,
favorisant I’'émergence de bactéries opportunistes présentes a I'état physiologique dans un
microbiote sain mais qui deviennent pathogene lors d’'un déséquilibre. C'est le cas de
Streptococcus pneumoniae, également connue sous le nom de pneumocoque, une bactérie
opportuniste qui peut déclencher des infections pathogenes lors de dysbioses. En effet, le
pneumocoque profite d’'un systéme immunitaire non mature, affaibli ou altéré, infectant

ainsi principalement les enfants de moins de deux ans, les patients immunodéprimés et les
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personnes agées (Infante et al., 2015). Les infections au pneumocoque causent la mort de
1,2 millions de personnes chaque année, en provoquant notamment des pneumonies, des
méningites et des bactériémies (Troeger et al., 2018). Aujourd’hui, la meilleure protection
contre la majorité des infections bactériennes est la prévention. Il existe des vaccins
efficaces contre les sérotypes les plus fréguemment retrouvés dans les infections.
Cependant, ces derniéres années, on assiste a une augmentation des infections dues aux
sérotypes non couverts par les vaccins (Subramanian et al., 2019).

A ce remplacement sérotypique s’ajoute I’émergence de souches résistantes aux
antibiotiques. En 2018, I'organisation mondiale de la santé (OMS) a classé le pneumocoque
parmi les pathogénes prioritaires contre lesquels il est urgent de trouver de nouvelles
solutions thérapeutiques (OMS, 2017 ; Tacconelli et al., 2017). Récemment, la moitié des
souches de S. pneumoniae isolées cliniquement ont été reportées comme résistantes a la
pénicilline (Briles et al., 2019). Les infections bactériennes courantes gagnent en résistance
face aux traitements, ce qui a déja commencé a compliquer les traitements des méningites
et menace d’augmenter la mortalité et la morbidité causées par les infections au
pneumocoque si aucune autre mesure alternative n’est développée. La lutte contre
I’émergence des souches antibiorésistantes est donc un enjeu majeur actuel et pour les
années a venir.

L'étude du cycle cellulaire de S. pneumoniae figure parmi les stratégies adoptées pour
restaurer la sensibilité des souches résistantes aux antibiotiques (OMS, 2023). Une meilleure
compréhension de la régulation de la division cellulaire et de la synthese de la paroi de la
bactérie ouvre la voie a l'identification de nouvelles cibles thérapeutiques et a I'exploration
de nouvelles approches de traitement.

La division cellulaire est un processus essentiel et finement régulé ; il doit permettre de
transmettre fidélement les informations génétiques de la cellule mére a ses descendantes.
Ainsi, une bactérie doit répliquer son génome, puis le répartir de maniére équitable dans les
deux cellules filles avant de se diviser et ainsi conduire a la séparation physique de ces
derniéres. Cette division cellulaire est indispensable pour garantir une descendance viable.
Le pneumocoque se divise par fission binaire. A chaque cycle de division, la synthése de la
paroi cellulaire est assurée uniquement au centre de la cellule par un complexe multi-

protéique, appelé le divisome (Goehring and Beckwith, 2005). Cette machinerie dynamique
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est composée de différentes protéines permettant a la fois la constriction cellulaire et
I'assemblage et le remodelage de la paroi cellulaire afin de générer deux cellules filles
identiques. Dans ce contexte, le placement de la machinerie de division au centre de la
cellule est essentiel au maintien d’une taille et d’'une morphologie constante au fil des
générations. Contrairement a d’autres bactéries modeles telles que Escherichia coli et
Bacillus subtilis, le pneumocoque met en ceuvre un mécanisme unique de positionnement
du divisome, faisant intervenir la protéine MapZ (Fleurie et al., 2014). Cette derniére joue un
réle crucial en guidant le positionnement de la machinerie de division au centre de la cellule.
Une fois positionnée, il est essentiel de réguler le fonctionnement de cette machinerie pour
permettre les réactions ultérieures nécessaires a la formation des deux cellules filles. Il a
ainsi été démontré que des modifications post-traductionnelles, et plus particulierement la
phosphorylation, on un role central dans I'assemblage et le fonctionnement de la machinerie
de division. En effet, la sérine-thréonine protéine-kinase StkP a été identifiée comme le
régulateur global du cycle cellulaire du pneumocoque, et elle phosphoryle notamment MapZ
(Fleurie et al., 2014). Bien que I'équilibre entre les formes phosphorylées et non
phosphorylées de MapZ soit essentiel pour la formation et la constriction de la cellule, le role
précis de la phosphorylation de MapZ et les mécanismes moléculaires associés restent
encore inconnus.

Au sein du divisome, la biosynthése et I'assemblage de la paroi cellulaire sont finement
régulés par un ensemble de protéines parmi lesquelles les protéines de la famille des
Penicillin-Binding Proteins (PBPs). Ces protéines sont essentielles a I'assemblage du composé
majeur de la paroi cellulaire, le peptidoglycane, un polymere de sucre réticulé par des ponts
interpeptidiques indispensable aux propriétés mécaniques de la paroi cellulaire. L'activité de
ces enzymes est contr6lée par des protéines régulatrices qui sont impliquées dans
I’activation ou la localisation des PBPs qu’elles régulent (Fenton et al., 2016 ; Fenton et al.,
2018).

Mes travaux de thése se sont concentrés sur deux axes de recherche. Dans un premier
temps, nous avons étudié le réle de la phosphorylation de la protéine MapZ dans la
régulation de la division cellulaire. J'ai ainsi montré que MapZ interagit avec EzrA, une
protéine essentielle du divisome, et que leur interaction est modulée par I'état de

phosphorylation de MapZ, ce qui contribue a stabiliser la machinerie de division au centre de
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la cellule. D’autre part, j'ai identifié une nouvelle protéine de régulation des PBPs, nommée
CopD. Nous avons montré que CopD est une protéine de morphogénése du pneumocoque
qui interagit spécifiguement avec les PBPs PBP1a et PBP2b et qui joue un rble clé dans leur

dynamique spatio-temporelle.

Avant de décrire en détail mes travaux, je présenterai la bactérie Streptococcus pneumoniae,
ainsi que I'état actuel des connaissances concernant son cycle cellulaire. Certains
mécanismes étant encore peu décrits chez le pneumocoque, je m’appuierai sur les
connaissances obtenues chez d'autres bactéries modeles comme Escherichia coli ou Bacillus
subtilis quand cela sera nécessaire. Je détaillerai ensuite la composition de la paroi cellulaire
du pneumocoque et les éléments impliqués dans son processus de synthése. Enfin, dans une
derniére partie, j'aborderai I'état des connaissances acquises sur les protéine-kinases

bactériennes ainsi que leurs réles dans le cycle cellulaire.

25






Exposeé bibliographigue



14

12

0,8

DOs50nm

0,6
0,4
0,2

0
0 200 400 600 800 1000 1200

Temps (minutes)

Figure 2 : Streptococcus pneumoniae. A) Microscopie optique a contraste de phase de cellules
wild type. Barre d’échelle: 2 um. B) Courbe de croissance d’une souche wild type. S.
pneumoniae montre une phase de latence précédant une croissance exponentielle et une lyse

a une DOssonm = 1,0-1,4. C) Image de microscopie électronique a balayage. Barre d’échelle : 1

um.



|.  La bactérie Streptococcus pneumoniae

1) Caractéristiques du pneumocoque
1.1) Historique et découverte

Le pneumocoque a été découvert en 1881 de maniére indépendante par deux chercheurs, le
Francais Louis Pasteur et I'américain George Sternberg, dans le cadre de leurs études
respectives sur la rage et la malaria (Pasteur, 1881 ; Sternberg, 1881). Les deux
microbiologistes ont observé des bactéries « a forme de lancette » dans la salive humaine. lls
ont ensuite injecté cette salive a des lapins et ont pu isoler I'agent responsable de leur mort.
Pasteur le décrivit ainsi : “Un batonnet extrémement court, un peu déprimé vers son milieu,
une forme de 8 par conséquent, dont le diameétre de chaque moitié ne dépasse pas souvent
un demi millieme de millimetre” (Pasteur, 1881). Ce microorganisme a été initialement
appelé "microorganisme de la pneumonie" par Carl Freidlander, puis il a été renommé
pneumocoque en 1886 par Albert Frankel (Feikin, et al., 2017). En 1920, il a été rebaptisé
Diplococcus pneumoniae en raison de sa forme en paire, puis il a été renommé
Streptococcus pneumoniae en 1974 en raison de sa capacité a former des chaines similaires

aux Streptococci.

1.2) Généralités sur le pneumocoque

Streptococcus pneumoniae fait partie de la division des Firmicutes, de la classe des Bacilli, de
I'ordre des Lactobacillales et de la famille des Streptococcaceae. C'est une bactérie
monoderme, a Gram positif, la plupart du temps extracellulaire mais qui peut également
adopter un mode de vie intracellulaire en cas d’infections invasives (Ercoli et al., 2018 ;
Subramanian et al., 2019). Elle a une forme de cocci légerement allongée de 0.5um de
diametre, qui sont assemblés par paire (Figure 2AC). Elle est commensale des voies
respiratoires, colonisant le nasopharynx de 10% des adultes et 65% des enfants (Abdullalhi
et al., 2012, Yahiaoui et al., 2016).

Le pneumocoque se cultive en laboratoire, sur gélose et en milieu liquide. C’est une bactérie
anaérobie aérotolérante. Sur gélose supplémentée de sang défibriné, on voit apparaitre une
plage de lyse claire autour de la colonie, résultat de la beta-hémolyse du sang. Un halo vert
entoure la plage de lyse, correspondant a la lyse partielle des globules rouges, appelée

alpha-hémolyse (Lorian and Papoola, 1972).
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Figure 3 : Expérience de Griffith mettant en évidence les propriétés antigéniques de la capsule.
Linjection d’une souche virulente S (en rose) entraine la mort de la souris contrairement a
I'injection de la méme souche inactivée par la chaleur ou d’une souche non virulente R (en
vert). L'injection de la souche non virulente et de la souche capsulée tuée par la chaleur
conduit a la mort de la souris. Les bactéries provenant du sang des souris mortes ou vivantes

peuvent étre a nouveau cultivées sur gélose. Adapté de (Griffith, 1928).



La croissance du pneumocoque est caractérisée par une phase exponentielle, au cours de
laquelle on voit apparaitre un bref arrét de croissance correspondant a la mise en place de la
compétence (voir chapitre 1.1.3) puis suivie d’une phase de lyse (Figure 2B). Cette lyse
cellulaire est le résultat de la libération dans le milieu extracellulaire de la protéine LytA, une
autolysine qui est également un facteur de virulence majeur de la bactérie (voir chapitre

1.2.1).

1.3) Transformation naturelle et compétence

A partir du XX siecle, le pneumocoque a été utilisé comme modele dans de nombreuses
expériences scientifiques et notamment lors d’une expérience visant a démontrer la
transformation génétique des bactéries. Le pneumocoque est naturellement compétent,
c’est a dire qu’il peut intégrer de ’ADN exogéne de son environnement a son propre
génome, par recombinaison homologue. C'est cet état de compétence qui confere au
pneumocogue son incroyable plasticité génomique, lui permettant entre autres de modifier
ses antigénes capsulaires pour échapper au systéme immunitaire (voir chapitre 1.2.3). En
1928, I'expérience de Frederick Griffith est la premiére a démontrer que les bactéries sont
capables d’intégrer de l'information génétique (Figure 3). Griffith a comparé le pouvoir
infectieux d’une souche de S. pneumoniae capsulée, nommée « S » (pour Smooth, lisse en
anglais) avec celui d’'une souche non capsulée, nommée « R » (pour Rough, rugueuse). Il a
injecté ces différentes souches a des souris selon les conditions suivantes : (i) la souche « S »,
virulente (ii) la souche « R », inoffensive (iii) la souche « S » inactivée par la chaleur, perdant
ainsi son pouvoir infectieux et enfin (iv) un mélange de la souche « S » inactivée par la
chaleur avec la souche « R » vivante. Ce dernier mélange a entrainé la mort des souris.
Griffith parvient a isoler des bactéries « S » a partir du sang des souris tuées par ce mélange.
Il a donc conclu que les bactéries « R » s’étaient transformées en bactéries « S» grace a
I'incorporation d’une information, et appelle ca le principe transformant. En 1944, Avery,
MaclLeond et McMarty ont démontré que le facteur transformant était de I’ADN.

La transformation naturelle est un mécanisme de transfert horizontal de génes qui se
produit grace a des génes spécifiques appelés génes de compétence. La compétence est
régulée par un processus appelé quorum sensing. Lors de la phase de croissance, les

bactéries libérent un auto-inducteur, le CSP (Peptide stimulant la compétence) (Havarstein
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Figure 4 : La compétence chez S. pneumoniae. La compétence est induite par 'accumulation
de CSP (orange), d’abord synthétisé comme précurseur (pré-CSP) par ComC. Il est maturé puis
exporté par le transporteur ABC ComAB (orange clair). Le CSP extracellulaire se fixe sur le
systeme a deux composants ComDE (bleu et vert). Cela induit la phosphorylation de ComE (®
rose), qui active la transcription des opérons comAB et comCDE, établissant une boucle de
rétrocontréle positive. Le géne comX code pour le facteur alternatif sigma X (ox) spécifique de
la compétence. Il nécessite la protéine ComW pour améliorer son interaction avec I'ARN
polymérase (jaune). Ce mécanisme n’étant pas encore décrit, le schéma est simplifié et montre
un complexe d’interaction entre ox, 'ARN polymérase et ComW. ox controle I'activation de
nombreux genes tardifs de la compétence et du géne codant pour DrpA (rose), une protéine
impliquée dans l'arrét de la compétence en séquestrant ComE phosphorylé. Larrét de la
compétence implique aussi ComE, qui inhibe la transcription de comCDE par compétition
d’interaction avec ComC phosphorylé. La protéine HtrA (bleu foncé) dégrade le CSP
extracellulaire. Les fleches vertes représentent I'activation de I'expression des genes, la ligne

rose représente I'inhibition de la réaction. Adapté de (Weyder et al., 2018).



et al.,, 1995). Lorsque la densité bactérienne atteint un seuil critique, la concentration en
auto-inducteur devient suffisante pour déclencher I'expression des genes impliqués dans la
phase précoce de la compétence (Figure 4). A ce stade, le CSP se lie a la protéine réceptrice
ComD, un récepteur histidine kinase (Johnsborg & Havarstein, 2009). Cette liaison provoque
I'autophosphorylation de ComD, qui phosphoryle a son tour le régulateur de réponse
cytosoligue ComE. ComE activé se lie a I'ADN et induit la transcription des genes ComX,
ComAB et ComCD, ainsi que de lui-méme (ComE) (Johnsborg & Havarstein, 2009). En
activant la transcription du gene ComC (qui code pour le CSP) et de ComE, une boucle de
rétroaction positive se forme, garantissant que toutes les bactéries deviennent
compétentes. Le gene comX code pour le facteur alternatif sigma X (ox) spécifique de la
compétence. ComX est le régulateur des genes tardifs de la compétence. Il active la RNAP
(ARN polymérase) qui permet la transcription des génes tardifs nécessaires a |'absorption et
a l'intégration de I'ADN. On estime qu’il existe plus de 80 genes tardifs, dont 14 sont décrits
comme essentiels a la compétence (Johnsborg & Havarstein, 2009). La fonction
de ComAB est d'exporter et de cliver ComC pour produire du CSP actif. La fermeture de la
compétence est régulée par deux protéines, DprA et la protéase HtrA (Cassone et al., 2012 ;
Mirouze et al., 2013 ; Weng et al., 2013 ; Weyder et al., 2018). DrpA est impliquée dans
I'arrét de la compétence en séquestrant la protéine ComE phosphorylée. HtrA est

responsable de la dégradation du CSP extracellulaire.

2) Importance et virulence

Streptococcus pneumoniae colonise la muqueuse de I'appareil respiratoire supérieur. Cette
étape de colonisation est indispensable a sa transmission a d’autres individus et a son
invasion dans I'h6te infecté (Figure 5A). Dans cette partie, je présenterai les facteurs de
virulence du pneumocoque ainsi que les différents traitements actuellement disponibles et

ceux envisagés pour l'avenir.

2.1) Données épidémiologiques
Les infections des voies respiratoires inférieures représentent un probléme majeur de santé
publique a I'échelle mondiale. Dans les pays a revenus intermédiaires et élevés, ces

infections sont les seules maladies transmissibles a figurer parmi les 10 causes principales de
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Figure 5 : Infections et épidémies. A) Colonisation par le pneumocoque. Le pneumocoque
colonise le mucus des voies respiratoires supérieures puis se transmet par aérosols et
écoulements nasaux. Il peut coloniser les poumons, le sang et méme traverser la barriére
hémato-encéphalique pour causer des méningites (Weiser et al., 2018). B) Taux de mortalité
des pneumonies pour 100000 personnes, en 2019. Cas de pneumonies cliniques
diagnostiquées sur la base de symptomes (toux, difficultés respiratoires). Source : IHME, global
burden of disease, 2019. C) Enfants de moins de 1 an qui ont recu un programme de
vaccination complet du PCV (soit 3 doses), en 2021 (Unicef, 2022). Les cartes sont issues de

ourworldindata.org/pneumonia (Dardonaite & Roser, 2019).



mortalité (OMS). Ces infections comprennent les pneumonies et les bronchiolites, qui ont
tué 2,6 millions de personnes en 2019 selon 'OMS (OMS, 2019) (Figure 5B). La principale
cause de ces infections est Streptococcus pneumoniae, responsable de la mort de 1.2
millions de personnes chaque année (Troeger et al., 2018). Ces infections peuvent survenir
en milieu hospitalier ou extrahospitalier (pneumonies communautaires). Les pneumonies
communautaires sont les plus courantes et constituent la principale cause de décés chez les
enfants de moins de cing ans, entrainant la mort d'un enfant toutes les 39 secondes, selon
I'UNICEF (UNICEF, 2019). Ces infections se transmettent par voie aérienne, mais le
pneumocoque peut aussi passer les barrieres épithéliales et endothéliales pour atteindre le
sang et les organes et provoquer des infections invasives (Brown et al., 2014 ; Feldman et al.,
2018). En passant la barriere hémato-encéphalique, il provoque des méningites. Létales dans
18 a 30% des cas, elles entrainent des séquelles, telles que la perte d'audition et des
problémes cognitifs dans 50% des cas (Saez-Llorens & McCracken, 2003 ; van de Beek et al.,
2006 ; Weisfelt et al., 2006). Pendant longtemps considéré comme un pathogene
extracellulaire, de récentes études montrent qu’une phase intracellulaire est cruciale pour
créer des infections invasives telles que des bactériémies (Brissac et al., 2018). Le
pneumocoque peut ainsi créer des niches intracellulaires dans le coeur, la rate, le cerveau,
les poumons, qui servent de réservoir pour la recolonisation (Subramanian et al., 2019).

Les infections a pneumocoque peuvent également survenir a la suite d’une infection virale
car les dommages causés a I'épithélium du tractus respiratoire facilitent la colonisation
bactérienne et favorisent ainsi les co-infections (Nakamura et al., 2011 ; McCullers, 2014).
Lors de la pandémie de grippe de 1918 par exemple, 'examen des poumons de patients
décédés a révélé que la plupart des décés avaient été causés par des co-infections
bactériennes, principalement par S. pneumoniae, plutot que par le virus lui-méme (Klein et

al., 2016 ; Khan et al., 2017).

2.2) Facteurs de virulence

Les trois étapes clés de la pathogénie du pneumocoque sont la transmission, la colonisation
et l'invasion (Figure 5A). Chacune de ces étapes nécessite |'action de facteurs de virulence,

qui permettent a la bactérie de s’adhérer aux tissus, d’échapper au systéme immunitaire et
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de se propager (Brooks ans Mias, 2018). Les facteurs de virulence majeurs du pneumocoque

sont présentés ci-dessous.

e La capsule polysaccharidique

La capsule polysaccharidique est I'un des principaux facteurs de virulence du pneumocoque.
C’est une structure externe composée de polymeéres de sucre qui enveloppe la paroi
cellulaire. Il existe plus de 97 sérotypes différents de Streptococcus pneumoniae, identifiés
en fonction de leur composition en polysaccharides capsulaires distincts (Geno et al., 2015).
La capsule permet aux bactéries de masquer leurs antigenes protéiques, ce qui leur permet
d’échapper au systeme immunitaire de ['hote. La capsule, composée d’acides
polysaccharidiques et de phosphates, a une charge négative, ce qui crée une répulsion
électrostatique avec le mucus et les cellules phagocytaires, comme les macrophages,
empéchant ainsi I’élimination du pathogene (Dockrell and Brown, 2015). De plus, la capsule
polysaccharidique joue un réle dans la résistance aux mécanismes de destruction de
I'immunité innée, tels que le systéeme du complément (Kim et al., 1999).

L’épaisseur de la capsule peut varier en fonction de I’étape d’infection, c’est ce qu’on appelle
la variation de phase. Elle peut en effet étre tres fine, voire transparente, au moment de
I'adhésion aux cellules épithéliales et devenir opaque et épaisse lors de la colonisation pour
éviter I'emprisonnement dans le mucus, ce qui lui permet d’échapper au systéme
immunitaire et a la phagocytose (Weiser et al., 1994 ; Mook-Kanamori et al., 2011 ; Haoran
et al.,, 2022).

Pour survivre, la bactérie peut également modifier la composition de sa capsule
polysaccharidique. Pour cela, elle peut intégrer de I’ADN exogéne d’un autre pneumocoque
codant pour des génes capsulaire, par recombinaison homologue. Ce phénomeéne permet de

résister a la pression de sélection des antibiotiques et des vaccins (voir chapitre 1.2.3).

e La pneumolysine

La pneumolysine est une protéine cytoplasmique libérée pendant la lyse des cellules. C'est
une autolysine qui agit en formant des pores dans les membranes des cellules cibles
(Morgan et al.,, 1995 ; Kadioglu et al., 2008). Cela entraine la fuite d’ions et de petites
molécules a travers la membrane cellulaire, ce qui perturbe I'équilibre osmotique et conduit
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a la mort des cellules. Elle cible les cellules eucaryotes, dont la membrane contient du
cholestérol, comme les globules rouges, I'épithélium du poumon ou les cellules
endothéliales de la barriere hémato-encéphalique (Palmer, 2001). La présence de la
pneumolysine dans les voies respiratoires peut causer des dommages aux cellules
pulmonaires, entrainant une inflammation et des lésions tissulaires. De plus, les Iésions
endothéliales facilitent l'invasion du pneumocoque dans le sang et sa dissémination vers
d'autres organes (Zafar et al., 2018).

La pneumolysine peut également activer les cellules immunitaires, comme les macrophages,
les neutrophiles et induire la production de cytokines inflammatoires (Jedrezejas et al.,

2001 ; Hirst et al., 2004).

* LytA
La protéine LytA, également appelée autolysine A, joue un réle essentiel dans le processus
d’autolyse. En effet, la lyse cellulaire permet la libération du contenu cytoplasmique, dont
des facteurs de virulence, pour promouvoir la colonisation et échapper au systéme
immunitaire (Kadioglu et al., 2008). La structure de LytA présente deux domaines
fonctionnels distincts. Au niveau de son domaine N-terminal, LytA possede une amidase qui
est responsable de I'hydrolyse des liaisons peptidoglycanes et provoque ainsi la lyse des
cellules bactériennes (Mellroth et al., 2012). LytA joue également un role dans I'adhésion

bactérienne a I'épithélium et I'activité hémolytique du pneumocoque (Vilhena et al ,2022).

Ces facteurs de virulence ne représentent qu’une partie des mécanismes utilisés par le
pneumocoque pour causer des infections. En effet d’autres facteurs de virulence contribuent
a sa pathogénicité, tels que les choline binding proteins (CBPs), les adhésines, les facteurs de
régulation génétique ou encore la capacité du pneumocoque a former des biofilms (Brooks
and Mias, 2018). Comprendre ces mécanismes de virulence est crucial pour le
développement de stratégies préventives et thérapeutiques efficaces contre les infections a

pneumocoque.
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2.3) Vaccins et sérotypes

Plus de 97 sérotypes de S. pneumoniae ont été identifiés a ce jour (Geno et al., 2015),
distingués par leurs variations dans les polysaccharides capsulaires, tous reconnus de
maniére indépendante par I’hote (Brooks and Mias, 2018).

C’est en 1933 qu’on découvre le potentiel vaccinogéne des polysaccharides capsulaires
(Avery and Goebel, 1933 ; Walther et al., 1939). Dans les années 1940, les polysaccharides
sont utilisés par les militaires et dans les maisons de soin. Le premier traitement vaccinal a
été mis en ceuvre et dirigé contre plusieurs sérotypes de la capsule en 1945 (Macleod et al.,
1945). Néanmoins, I'utilisation des vaccins fut délaissée aprés le succés des antibiotiques a
cette époque (Makeld & Butler, 2014). L'utilisation massive de la pénicilline a la période de la
seconde guerre mondiale a conduit a I'’émergence de souches résistantes aux pénicillines,
contre lesquelles il faut lutter désormais avec d’autres antibiotiques. De plus, la morbidité et
la mortalité des infections a pneumocoque reste tres élevée car [l'utilisation des
antibiotiques n’est souvent pas suffisante. En effet, la rapidité avec laquelle la maladie peut
progresser vers des complications graves peut dépasser l'efficacité des antibiotiques.
L'émergence de souches résistantes a la pénicilline et I'inefficacité des antibiotiques mettent
en évidence l'importance de traitements préventifs.

Un premier vaccin préventif a été développé en 1977, le vaccin antipneumococcique
polysaccharidique (PPV) qui luttait contre un nombre limité de sérotypes (Siber, 1994). Ce
vaccin contenait des polysaccharides provenant de différentes souches de pneumocoques et
était destiné aux adultes et aux enfants de plus de deux ans. Cependant, chez les jeunes
enfants, la réponse immunitaire aux polysaccharides capsulaires est limitée en raison de
I'immaturité du systeme immunitaire. C'est pourquoi les vaccins conjugués, qui lient les
polysaccharides capsulaires a des protéines antigénes pour améliorer leur immunogénicité,
sont utilisés pour protéger les nourrissons et les jeunes enfants contre les infections a
pneumocoques. Le premier vaccin antipneumococcique polysaccharidique conjugué
heptavalent (PCV7) a été autorisé en 2000. Il a considérablement renforcé la protection
contre de nombreux variants, y compris certains qui sont résistants a la pénicilline.
Cependant, on a rapidement observé une augmentation des infections causées par des
sérotypes non inclus dans le vaccin, ce phénomeéne est appelé le remplacement sérotypique.

Pour faire face a ce probléme, le PCV13 a été introduit en 2010. Il protege contre 13 souches
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de pneumocoques et est utilisé chez les nourrissons, les enfants et les adultes. Ce vaccin a
été efficace pour réduire les infections invasives a pneumocoque et a remplacé le PCV7 dans
de nombreux pays. Aujourd’hui, la majorité des enfants dans les pays développés sont
vaccinés au PCV13, ce qui offre une protection contre les sérotypes les plus fréquents et a
conduit a une réduction significative des infections invasives a pneumocoque chez les
enfants (Figure 5C). Cependant, le phénomene de remplacement sérotypique continue et en
Europe, deux ans apres I'implémentation du VPC13, 72% des infections étaient dues a des
sérotypes non inclus dans les vaccins (Levy et al., 2014 ; Gladstone et al., 2015 ; Subramanian
et al., 2019). De nouveaux vaccins ont été développés pour ajouter une protection contre les
sérotypes émergents. C'est le cas du PCV-20, qui protege contre les variants responsables de
méningites et contre des variants antibiorésistants. En France, le calendrier de vaccination
recommande le VPC13 puis éventuellement le vaccin non conjugué VPP23 pour les
personnes a risque et selon I'historique de vaccination (HAS, 2023).

Avec plus de 97 sérotypes connus, ajouter une protection contre d’autres variants
responsables d’infections semble étre une stratégie longue et colteuse et ne semble pas
adaptée a l'utilisation dans les pays émergents ou les infections sont majoritaires. De plus, la
distribution des sérotypes causant les infections varie selon la zone géographique et les
effets du remplacement des sérotypes sur la santé publique varie dans le monde
(Subramanian et al., 2019).

Le nouvel enjeu est donc de trouver des solutions thérapeutiques pour les sérotypes non
inclus dans les vaccins et les souches non capsulées. Des nouvelles stratégies vaccinales
consistent a utiliser (i) des vaccins avec des protéines recombinantes (ii) des protéines
recombinantes combinées aux PCVs et (iii) des vaccins a germe entier atténué et non
encapsulé, sur lesquels seraient exposés des protéines de surface immunogenes. Un
exemple de ce dernier type de vaccin est celui dérivé de la souche non proliférante et non
capsulée RM200 RXIE Pdt AlytA, dans laquelle les génes codant pour l'autolysine LytA et

pour la pneumolysine Ply ont été délétés et inactivés, respectivement (Keech et al., 2020).

2.4) Antibiorésistance

Les antibiotiques généralement utilisés en premiere intention pour combattre les infections

au pneumocoque sont des B-lactamines et des macrolides. Le traitement dépend du profil
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de résistance et peut reposer sur |'utilisation de fluoroquinolones, de pleuromutiline et
parfois de vancomycine lorsque les antibiotiques de premiére intention sont inefficaces
(Larry M. Bush, 2021).

Les B-lactamines agissent en imitant le substrat des Penicillin-binding proteins (PBP), ce qui
entraine une inhibition compétitive de leur activité et conduit a la suppression de la
croissance bactérienne ou a la lyse cellulaire (Tipper & Strominger, 1965). La modification
des PBPs est un des principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques chez le
pneumocoque. Ces modifications incluent des mutations ponctuelles et des mutations
mosaiques. Les PBPs mosaiques sont le résultat de la recombinaison génétique entre
différents genes de PBP provenant de souches de pneumocoques résistantes et sensibles
aux pénicillines. Cela entraine |'apparition de PBPs ayant des propriétés mixtes, combinant
des régions de séquences génétiques provenant de différentes souches. Cela conféere a la
PBP une modification structurale qui réduit sa capacité a se lier aux B-lactames, notamment
aux pénicillines. Les modifications les plus fréquentes se trouvent dans les PBPs de classe B
PBP2b et PBP2x et, pour les souches les plus résistantes, dans la PBP de classe A PBP1a
(Barcus et al., 1995 ; Chesnel et al., 2005 ; Zapun et al., 2008a ; Hakenbeck et al., 2012).

Le pneumocoque a également développé une résistance aux macrolides, une classe
d’antibiotiques qui inhibe la synthése des protéines en se liant aux sous-unités ribosomales
23S et 50S (Haenni et al., 2018). Son mécanisme de résistance repose sur la méthylation
d’une adénine de I’ADN ribosomal de la sous-unité 50S du ribosome, ce qui diminue |'affinité
des macrolides pour le ribosome (Klugman & Lonks, 2005). D’autre part, il peut exprimer le
géne mefA qui code pour une pompe a efflux, permettant ainsi I'élimination des macrolides
de la cellule bactérienne (Leclercq & Courvalin, 2002).

Bien que des progrés considérables ont été réalisés dans la compréhension des maladies
pneumococciques au cours des trois derniéres décennies, ces infections demeurent un
probleme de santé majeur. L'utilisation de vaccins conjugués a permis de réduire
considérablement le nombre de cas de pneumonies et de méningites mortelles au cours des
vingt dernieres années. Néanmoins, en raison du remplacement sérotypique et de la
résistance aux antibiotiques, les traitements actuels peuvent étre inefficaces (Brooks and

Mias, 2018). Par conséquent, il est essentiel de poursuivre les recherches afin d'améliorer
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I'efficacité des traitements préventifs et de trouver des solutions pour faire face aux souches

résistantes aux antibiotiques.
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Figure 6 : Division cellulaire de S. pneumoniae. A) Le divisome (en rouge) est un complexe
protéique formé au centre de la cellule. La bactérie se divise au centre de la cellule pour
donner naissance a deux cellules filles héritant d’'un ancien pdle issu de la cellule mére (en gris)
et d’'un nouveau pole (en jaune). B) Schéma représentant les acteurs principaux de la division
cellulaire aux équateurs des cellules en division (Briggs et al., 2021). Pour simplifier le modele,
les PBPs de classe A (PBP1a, PBP1b et PBP2a) et les hydrolases de la paroi cellulaire ne sont

pas représentées.



Il. La division cellulaire

1) Le divisome

Pendant la division cellulaire, une coordination spatiale et temporelle est nécessaire pour
assurer la réplication fidéle du chromosome bactérien, la ségrégation des chromosomes et la
synthése de la paroi cellulaire. Ces processus sont essentiels pour générer deux cellules filles
viables, présentant une taille et une forme identiques (Haeusser & Levin, 2008).

La division cellulaire implique une série de processus complexes et coordonnés assurés par
différentes protéines qui interagissent entre elles et forment une machinerie dynamique
appelée le divisome (Goehring & Beckwith, 2005 ; Briggs et al., 2021) (Figure 6B). Cette
machinerie est responsable de la synthése de la paroi permettant la séparation entre les
cellules filles (synthése septale) et la synthése permettant I'élongation de la cellule mére
(synthése latérale, polaire ou périphérique suivant I'espéce considérée).

Bien que de nombreuses protéines soient trés conservées entre les différentes espéeces
bactériennes, certaines sont spécifiques a chaque espéce ou peuvent avoir des rbles
différents. Je décrirai dans cette partie les protéines importantes pour la division cellulaire
du pneumocoque, en les comparant lorsque nécessaire a des bactéries modéles comme
Escherichia coli ou Bacillus subtilis.

Comme la plupart des bactéries de forme ellipsoide, le pneumocoque synthétise sa paroi
cellulaire (septale et périphérique) uniquement au centre de la cellule (Daniel & Errington,
2003 ; Ng et al., 2004). Les nouveaux hémispheres des cellules filles se forment ainsi entre
les deux anciens hémisphéres (Figure 6A). Les protéines du divisome sont principalement
localisées au centre de la cellule et parfois aux poles (Morlot et al., 2003, 2004ab ; Zapun et
al., 2008).

Une caractéristique intéressante des bactéries ovocoques est que la division cellulaire
commence avant méme que le cycle précédent ne soit complété (Massidda et al., 2013).
Cela se manifeste par un assemblage du divisome a trois positions différentes : un au centre
de la cellule mere, qui correspond au site actif de division, et un a chaque site équatorial, qui

représentent le futur site de division des cellules filles.
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Figure 7 : Assemblage et polymérisation de FtsZ. A) Organisations de FtsZ, en monomeres, en
filaments simples ou en faisceaux plus larges (bundles en anglais). B) Modele de
polymérisation. Les monoméres de FtsZ (en bleu) s’insérent en « téte a queue » au niveau du
site de fixation du GTP (en rouge). Adapté de (Adams & Errington, 2009. C) Modele de
polymérisation de FtsZ au centre de la cellule. 'anneau Z contient des filaments de FtsA (en
rose) et de FtsZ (en bleu clair et bleu foncé) qui suivent un mouvement de treadmilling. Les
monomeres de FtsZ liés au GDP (bleu clair) se désassemblent des faisceaux alors que les
monomeres liés au GTP (bleu foncé) s'assemblent a I'extrémité opposée. Le sens apparent du
mouvement est représenté par une fleche droite. Adapté de (Yang et al., 2017 ; Bisson-Filho

et al., 2017 ; Ezrawa et al., 2018).



1.1) L'anneau Z

Les protéines du divisome sont généralement classées en protéines précoces ou tardives
selon leur moment d’arrivée au site actif de division du pneumocoque. Parmi les protéines
précoces, on retrouve notamment MapZ, FtsZ, FtsA, EzrA et SepF. Ces protéines sont
associées a la formation de I'anneau Z au centre de la cellule et leur assemblage marque le

début du processus de division cellulaire.

o FtsZ

La division cellulaire débute par I'assemblage de la protéine FtsZ (Filamenting temperature-
sensitive mutant Z) en anneau concentrique situé au centre de la cellule. FtsZ est une
protéine cytoplasmique, homologue de la tubuline chez les eucaryotes, trés conservée chez
les bactéries (Erickson, 1995 ; Margolin, 2000). Cette protéine s’assemble pour former une
structure dynamique appelée I'anneau Z, qui se déplace autour du plan de division.

Les monomeres de FtsZ polymérisent en protofilaments qui s’agencent en faisceaux plus
larges (Bramhill & Thompson, 1994). IIs s’assemblent et se désassemblent en un mouvement
rappelant celui d’un tapis roulant, appelé treadmilling. Un monomeére de FtsZ est ajouté a
I'extrémité du filament et un monomere est enlevé a I'autre extrémité (Bisson-Filho et al.,
2017 ; Yang et al., 2017). Cette polymérisation en téte a queue, qui dépend de I'hydrolyse du
GTP en GDP, se produit de maniéere séquentielle, formant ainsi des filaments de 120 a 200
nm composés de 30 a 50 monomeres de FtsZ (Erickson et al., 2010) (Figure 7).

La premiere structure cristallographique de FtsZ a été obtenue chez Methanocaldococcus
jannaschii (Lowe & Amos, 1998). Cette structure, tres similaire a celle de la tubuline
eucaryote, réveéle un domaine N-terminal contenant le site de liaison au GTP et un domaine
C-terminal avec une boucle T7. L'interaction entre la boucle T7 d'un monomere de FtsZ et le
domaine de liaison au GTP d'un monomeére adjacent forme le site actif. Chez le
pneumocoque, un changement de fluorescence intrinseque du tryptophane 294 a montré
un changement conformationnel de FtsZ pendant la polymérisation, augmentant ainsi
I'affinité pour la formation des polymeéres (Battaje et al., 2021). Les régions riches en FtsZ
exerceraient une force contractile sur la membrane, tandis que les zones pauvres en FtsZ
permettraient a I'anneau Z de réduire progressivement sa circonférence (Strauss et al., 2012
; Jacq et al., 2015). Une autre étude suggére que la région C-terminale pourrait étre
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responsable de la génération de force lors de la constriction et de l'invagination de la
membrane (Buske et al., 2015).

FtsZ hydrolyse également le GDP, ce qui, contrairement au GTP, entraine une courbure des
protofilaments et permet la formation d'une structure en anneau essentielle a la division
cellulaire (Lu et al., 2000 ; Sheffers & Driessen, 2001). L'assemblage de ces polyméres forme
I'anneau Z, une structure indispensable a la constriction de la cellule bactérienne (Adams &
Errington, 2009).

Les deux bactéries modeles les plus étudiées, B. subtilis et E. coli, qui ont une forme de
batonnet, possédent deux machineries distinctes pour la division cellulaire et I'élongation
cellulaire, coordonnées respectivement par FtsZ et MreB. En revanche, chez le
pneumocoque, MreB est absente, et c'est FtsZ qui coordonnerait a la fois I'élongation et la

division cellulaire (Morlot et al., 2003 ; Jacq et al., 2015 ; Trouve et al., 2021).

e FtsA

FtsA (Filamenting temperature-sensitive mutant A) est une protéine essentielle chez le
pneumocoque et trés conservée chez les bactéries (Busiek & Margolin, 2015). Homologue a
I'actine des eucaryotes, elle forme des filaments en hydrolysant I’ATP in vitro (Lara et al.,
2005 ; Szwedziak et al.,, 2012). FtsA interagit avec la membrane grace a une hélice
amphipathique prédite en C-terminal (Sanchez et al., 1994 ; Pichoff & Lutkenhaus, 2005).
Lors de la liaison a I'ATP, FtsA subit un changement conformationnel exposant |'hélice
amphipathique et permettant I'association a la membrane et la polymérisation (Krupka et
al., 2014). FtsA interagit avec FtsZ, favorisant ainsi I'assemblage et la stabilisation de I'anneau
Z (Pichoff & Lutkenhaus, 2002). FtsA et FtsZ co-localisent tout au long du cycle cellulaire
(Perez et al., 2019).

Chez le pneumocoque, FtsA est également indispensable pour la localisation de FtsZ au
centre de la cellule (Lara et al., 2005 ; Mura et al., 2017). De plus, bien que précoce, des
études récentes ont montré que FtsA interagit aussi avec des protéines tardives comme
FtsW (voir chapitre 11.2.3) pour activer la synthése de peptidoglycane septal (Park et al.,
2021).

Contrairement a B. subtilis et E. coli, la délétion de FtsA chez le pneumocoque entraine la

lyse cellulaire plutot que la filamentation (Mura et al., 2017). La déplétion partielle de FtsA
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Figure 8: EzrA de S. pneumoniae. A) Représentation Alphafold2 de EzrA

(https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/Q8DQES). Les domaines spectrine sont représentés

successivement en orange et en bleu. Le domaine cytoplasmique est représenté en gris et le
domaine transmembranaire en violet. B) Modeéle d'interaction entre EzrA, FtsA et FtsZ, basé
sur les hypotheses de (Cleverley & Lewis, 2015) chez B. subtilis. Les structures de FtsA et FtsZ
sont représentées avec les prédictions de Alphafold2. Pour simplifier le modéle, les zones de

FtsA et de FtsZ prédites non structurées ne sont pas représentées.


https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/Q8DQE5

conduit a la formation de cellules allongées avec plusieurs anneaux de FtsZ qui ne peuvent
pas achever la septation (Mura et al., 2017). De maniére surprenante, la déplétion compléte
de FtsA entraine la délocalisation des anneaux FtsZ, provoquant la formation de cellules en
forme de ballon et finalement la lyse cellulaire (Mura et al., 2017). Ces résultats indiquent
qgue FtsA est une protéine cruciale pour l'ancrage et/ou la stabilisation de I'anneau Z a la
membrane. D'autres protéines du divisome, telles que EzrA, SepF et ZapA, sont associées a
I'anneau Z et peuvent réguler la formation des filaments de FtsZ pendant la condensation de

I'anneau Z mature (Perez et al., 2021).

o FEzrA

EzrA (Extra Z-rings A) est une protéine présente chez les bactéries a Gram positif et est
essentielle chez le pneumocoque (Thanassi et al., 2002 ; van Opijnen et al., 2009 ; Perez et
al., 2021a). Elle possede un domaine cytoplasmique formant une structure en superhélice
similaire aux spectrines des eucaryotes (Cleverley et al., 2014) (Figure 8A). Son hélice N-
terminale lui permet de s’ancrer et de se stabiliser a la membrane (Cleverley et al., 2014). Un
motif conservé de 7 acides aminés dans son domaine C-terminal, appelé motif QNR, est
essentiel pour la localisation de I'anneau Z (Haeusser et al., 2007 ; Perez et al., 2021).

EzrA est recrutée au site de division par FtsZ (Levin et al.,1999) avec qui elle interagit (Perez
et al., 2021). Il est proposé que EzrA forme des dimeéres qui s’assemblent en une structure en
forme d’arche du c6té cytoplasmique. Cette structure, caractéristique des spectrines, lui
permettrait d’interagir avec FtsZ et de moduler les interactions latérales des filaments
(Cleverley et al., 2014) (Figure 8B).

Comme FtsA, EzrA est retrouvée au niveau des filaments de FtsZ et participe également au
treadmilling qui progresse jusqu’aux équateurs cellulaires, ce qui indique une forte
association dynamique entre ces trois protéines (Perez et al., 2019). Cette observation remet
en question I'hypothése selon laquelle EzrA serait un régulateur négatif de FtsZ qui
favoriserait sa dépolymérisation, comme cela a été rapporté initialement chez B. subtilis
(Levin et al., 1999). En effet, EzrA est essentielle a la présence et a la localisation de FtsZ au
site de division chez le pneumocoque. En revanche, une surproduction de EzrA entraine

I’'apparition d’anneaux Z surnumeéraires. Ces phénotypes, opposés a ceux observés chez
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Figure 9 : Modeéle de I'organisation de SepF chez Corynebacterium glutamicum. A) La formation
du complexe SepF-FtsZ dans le cytoplasme conduit a la polymérisation de FtsZ. B) Les
molécules de SepF sous forme d’homodimeéres liées aux filaments de FtsZ favoriseraient
I'ancrage a la membrane (image du haut). Au contraire, les polymeres de SepF interagissant
avec la membrane permettraient le remodelage de la bicouche lipidique pour la formation du

septum (image du bas). (Sogues et al., 2020).



B. subtilis (Haeusser et al., 2004), suggérent plutot un role de régulateur positif pour EzrA
chez S. pneumoniae.

D’autre part, des expériences de co-immunoprécipitation ont montré que EzrA forme un
complexe avec de nombreuses protéines impliquées dans le positionnement de I'anneau Z
(MapZ), sa stabilisation (FtsZ, FtsA, ZapA et SepF), la ségrégation du chromosome (FtsK et
possiblement DivIVA), la synthése du peptidoglycane (PBP1la et possiblement PBP2x), et la
régulation du peptidoglycane (GpsB et StkP). Des expériences de double hybride bactérien
montrent que EzrA interagit directement avec ces protéines, a I'exception de ZapA (Perez et
al., 2021).

Par ailleurs, EzrA joue un r6le important dans la ségrégation du chromosome, probablement
en modulant le positionnement et I'organisation de I'anneau Z, de maniere analogue aux

régulateurs de I'anneau Z chez les bactéries en forme de batonnet (Perez et al., 2021).

e SepF

SepF est une protéine membranaire conservée parmi les bactéries a Gram positif (Hamoen
et al., 2006). Elle interagit avec FtsZ, et sa localisation au site de division dépend de FtsZ
(Hamoen et al., 2006 ; Singh et al., 2008 ; Sogues et al., 2020). Elle interagit également avec
la membrane plasmique (Sogues et al., 2020). Le modeéle de 'organisation de SepF chez B.
subtilis propose que SepF forme des anneaux perpendiculaires aux filaments de FtsZ,
favorisant leur regroupement en structures plus larges (Singh et al., 2008 ; Duman et al.,
2013). En effet, SepF diminue I'activité GTPase de FtsZ, ce qui limite le désassemblage des
protofilaments (Singh et al., 2008). Une étude récente chez Corynebacterium glutamicum a
permis de caractériser les détails moléculaires de l'interaction de SepF avec FtsZ et la
membrane. Alors que le domaine C-terminal de SepF interagit avec FtsZ via les motifs ultra
conservés de son domaine C-terminal, le domaine N-terminal de SepF interagit avec les
lipides de la membrane. Les filaments de FtsZ et les lipides de la membrane auraient un effet
opposé sur la polymérisation de SepF, l'interaction avec la membrane favoriserait la
polymérisation de SepF alors que l'interaction avec FtsZ favoriserait sa dépolymérisation
(Figure 9|. SepF aurait ainsi plusieurs roles et serait impliquée dans la polymérisation de FtsZ,
I'ancrage de I'anneau Z a la membrane et le remodelage de la membrane nécessaire a

I’'assemblage et au fonctionnement du divisome (Sogues et al., 2020).
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La délétion du geéne codant pour SepF conduit a des cellules présentant plusieurs anneaux
FtsZ, des phénomeénes de multi-septation, une augmentation de la largeur cellulaire avec un
septum fin et une constriction précoce. On observe parfois la présence de cellules allongées
et de mini cellules (Massidda et al., 1998 ; Fadda et al., 2003 ; Mura et al., 2017). D’autre
part, la surproduction de FtsA permet de compenser les effets néfastes d’'une délétion de
SepF, ce qui suggére que FtsA et SepF pourraient avoir des fonctions redondantes. Enfin,
SepF se localise au septum plus tardivement que FtsZ, ce qui suggére que SepF jouerait un

role dans les étapes tardives de la division cellulaire (Mura et al., 2017).

e ZapA et Zapl

ZapA est une protéine conservée chez les bactéries a Gram-positif et Gram-négatif. Chez ces
derniéres, ZapA interagit avec la protéine ZapB et ont toutes deux un réle dans I'assemblage
de I'anneau Z (Ebersbach et al., 2008 ; Galli & Gerdes, 2012 ; Caldas et al., 2019). Chez S.
pneumoniae, ZapA interagit avec la protéine ZapJ, spécifique des Streptococci qui n’ont pas
d’homologues a ZapB (Perez et al., 2021). La premiére structure cristallographique de ZapA a
été obtenue chez Pseudomonas aeruginosa. ZapA s’organise en dimeres qui s’assemblent
pour former des tétrameres antiparalleles. Ces tétraméres pourraient former des ponts
moléculaires entre les polymeéres de FtsZ afin de stabiliser I'anneau Z (Low et al., 2004).

Les cellules délétées du gene codant pour ZapA et ZapJ ont une croissance similaire a une
souche sauvage et ne présentent pas de défauts morphologiques majeurs (Perez et al.,
2021). En revanche, la déplétion du géne codant pour EzrA dans un mutant AzapA ou Azap)
affecte considérablement la croissance cellulaire, suggérant ainsi que ZapA et ZapJ) sont des
régulateurs positifs de 'anneau Z chez S. pneumoniae (Perez et al., 2021). Les deux protéines
interagissent entre elles et co-localisent au centre de la cellule tout au long de la division
cellulaire. ZapA et ZapJ) s’assemblent plus tardivement que FtsZ-FtsA-SepF-EzrA au site de
division (Perez et al., 2021). Ainsi, comme SepF et EzrA, les protéines non essentielles ZapA
et ZapJ sont des régulateurs positifs impliqués dans le positionnement et la stabilité de

I'anneau Z (Perez et al., 2021).
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Figure 10 : Modele de régulation de PcsB par FtsEX chez S. pneumoniae. Les domaines coiled-
coil (CC) de PcsB interagissent avec la boucle extracellulaire 1 (ECL1, vert foncé) de FtsX. Cette
interaction est indépendante de la liaison a I'ATP. Le domaine catalytique de PcsB est
autoinhibé et peut étre activé lors de la liaison de Ftsk a I'ATP. Le complexe FtsEX hydrolyse
I'ATP, ce qui conduit a un changement conformationnel du complexe et a l'activation du

domaine CHAP de PcsB. D'aprés (Alcorlo et al., 2020).



1.2) Les autres composants du divisome

e FtsEX, PcsB

FtsEX est un complexe largement conservé parmi les bactéries, il est impliqué dans la
régulation de I'hydrolyse de la paroi cellulaire chez S. pneumoniae. FtsX est une protéine
membranaire intégrale et FtsE est une ATPase cytoplasmique qui s’associe au domaine
cytoplasmique de FtsX (Pichoff et al., 2019 ; Rued et al., 2019 ; Alcorlo et al., 2020). Ce
complexe forme une structure qui ressemble aux ABC transporteurs (Leeuw et al., 1999).
Cependant FtsEX n’a pas de fonction de transporteur mais est impliqué dans I’hydrolyse de
la paroi cellulaire en interagissant avec I’hydrolase PcsB (Sham et al.,, 2011 ; Sham et al,,
2013). Cette interaction entre FtsX et PcsB est essentielle a I'activité hydrolytique de PcsB
(Rued et al., 2019). Plus précisément, le changement conformationnel de FtsEX, dépendant
de l'activité ATPase de FtsE, induit I'activation de PcsB (Bajaj et al., 2016 ; Alcorlo et al.,
2020). De récentes études ont permis de déterminer les zones d’interaction entre PcsB et
FtsX et d’établir un modéle pour I'activation de PcsB par le complexe FtsEX (Figure 10). La
large boucle extracellulaire de FtsX (ECL1) interagit avec le domaine coiled-coil (CC) de PcsB,
et cette interaction est essentielle pour la croissance et la morphologie du pneumocoque
(Sham et al., 2011 ; Sham et al., 2013 ; Rued et al., 2019). D'autre part, l'interaction entre
FtsE et FtsX est essentielle a I'activité de FtsX in vivo et est également indispensable a la
croissance et a la morphologie cellulaire (Alcorlo et al., 2020).

FtsEX et PcsB sont essentielles chez le pneumocoque, et la déplétion d’'un des genes codant
pour ces protéines dans des souches non capsulées conduit a la formation de chaines de

cellules arrondies et comprimées (Sham et al., 2013).

o FtsK

FtsK est une translocase trés conservée chez les bactéries et impliquée dans la ségrégation
du chromosome (Aussel et al., 2002). La structure cristallographique du domaine moteur de
FtsK de Pseudomonas aeruginosa a été résolue (Massey et al., 2006 ; Jean et al., 2020)
(Figure 11A). FtsKk forme un homo-hexameére, ou chaque sous-unité adopte une
conformation distincte a chaque étape de translocation. L’hydrolyse de I’ATP se produit dans
I'une des 6 sous-unités. A chaque étape, une sous unité se fixe a I’extrémité finale de I’ADN

tandis qu’une autre se détache de I'extrémité initiale, permettant ainsi a I’ADN de
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Figure 11 : Translocation de I’ADN par FtsK. A) Structure du domaine moteur de FtsK avec de
I’ADN double brin. Structure résolue par Cryo-microscopie électronique (a gauche) et modéle
atomique raffiné (a droite). Chaque sous unité est colorée différemment et 'ADN double brin
de trouve au centre de I'anneau. B) Modele pour la translocation de 'ADN. A chaque étape
(état 1 a 6), chaque sous-unité change de conformation pour adopter celle de la suivante. Cela
créé une rotation de 'ADN de 2 paires de base par étape. Ronds gris : phosphates. Eclairs
jaunes : état de compétence pour I’hydrolyse. Cercles avec les ronds colorés : ADN. D’apres

(Jean et al., 2020).



progresser a travers I’hexamere par rotation (Figure X3 B). Cela permet ainsi a FtsK de
résoudre les dimeéres chromosomiques (Jean et al.,, 2020). Le reste de la protéine est
constitué d’une longue région désordonnée reliant le domaine moteur a l'ancre
membranaire. Cette région permettrait le positionnement correct des brins d’ADN a la sortie
du moteur, garantissant ainsi que chaque cellule fille recoive un chromosome complet avant

la séparation (Briggs et al., 2021).

e DivIB, DivIC, FtsL

Le complexe DivIBC-FtsL du pneumocoque est homologue au complexe FtsQBL chez E. coli
(oUu DivIB est FtsQ et DivIC est FtsB). Les trois protéines partagent une topologie similaire,
comprenant un court domaine cytoplasmique N-terminal, un passage transmembranaire et
un large domaine extracellulaire (Errington et al., 2003 ; Noirclerc-Savoye et al., 2005). Dans
le cas du pneumocoque, le complexe DivIBC-FtsL co-localise au septum de division
uniquement lors de la septation (Noirclerc-Savoye et al., 2005). En effet, au début de la
division cellulaire, DivIC se localise au site de division alors que DivIB et FtsL se trouvent dans
les deux hémisphéres de la cellule. Lors de la septation, DivIC interagit avec FtsL, ce qui
permet le recrutement de FtsL au septum de division. DivIB interagit avec DivIC-FtsL et est
ainsi également recrutée au septum de division (Noirclerc-Savoye et al., 2005).

Chez le pneumocoque, la délétion du gene codant pour DivIB conduit a la formation de
longues chaines avec parfois plusieurs septa de division (Gouéllec et al., 2008). De plus, en
I'absence de DivIB, FtsL est rapidement dégradée, suggérant que DivIB joue un role dans la
stabilisation de FtsL (Gouéllec et al., 2008).

Ces trois protéines sont impliquées dans la division cellulaire, mais leur réle précis n’a pas
encore été établi. Chez E. coli et P. aeruginosa, les homologues du complexe DivIB-FtsL sont
impliqués dans la régulation des synthases du peptidoglycane (Boes et al., 2019 ; Marmont &
Bernhardt, 2020). FtsL est essentielle chez E. coli et jouerait un rdle dans la sensibilité au zinc
et la perméabilité de la membrane (Guzman et al., 1992 ; Blencowe et al., 2011). Le role de
FtsL n’est pas connu chez le pneumocoque, mais le complexe étant conservé parmi les

bactéries, il est envisageable que la fonction de cette protéine soit également conservée.
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Figure 12 : Caractéristiques structurales et morphologiques de DivIVA et GpsB. A) Modeéle de
la structure de DivIVA de Bacillus subtilis, assemblé a partir des structures cristallographiques
des domaines d’ancrage a la membrane (LBD) et C-terminal (CTD) (Oliva et al., 2010 ; Halbedel
& Lewis, 2019). DivIVA est représentée comme s’organisant en tétrameres, interagissant via
ses domaines CTD. B) Modéle de la structure de GpsB de Bacillus subtilis, organisée en
hexaméres, assemblée a partir des données obtenues par SAXS (Cleverley et al., 2016). C)
Images de microscopie électronique a balayage (SEM) (panel du haut) et images de
microscopie électronique a transmission (MET) (panel du bas) de la souche sauvage du
pneumocoque (WT) et des mutants de délétion de divIVA et de gpsB. Barres d’échelle : 1 um.

D’apres (Fleurie et al., 2014b).


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/mmi.14244

e Ccrz
CcrZ (Cell Cycle Regulator protein interacting with FtsZ) est une protéine conservée chez les
Pneumococci et les Firmicutes apparentés tels que B. subtilis ou S. aureus. Elle interagit
directement avec FtsZ et contréle la réplication de I’ADN en modulant I'activité de l'initiateur
de la réplication, DnaA (Gallay et al., 2021). CcrZ localise en anneau au niveau du site de
division et se relocalise aux sites équatoriaux une fois la réplication de I'ADN terminée. En
I'absence de CcrZ, les cellules présentent une division cellulaire aberrante avec des
chromosomes mal séparés et des cellules anucléées (Gallay et al., 2021). De maniere
intéressante, l'inactivation des genes codant pour FtsK ou RocS (le régulateur de la
ségrégation du chromosome (Mercy et al., 2019)) aggrave les défauts morphologiques
observés chez un mutant AccrZ, ce qui suggere que CcrZ joue un role crucial dans l'intégrité

du chromosome (Gallay et al., 2021).

e DivIVA

DivIVA est une protéine de type tropomyosine constituée d’'un domaine N-terminal
hautement conservé et d’'un domaine C-terminal (C-terminal domain, CTD) riche en
superhélices, dont la composition et la longueur peuvent varier (Oliva et al., 2010, Massidda
et al., 2013). Son domaine N-terminal (Lipid-binding domain, LBD) lui permet de s’ancrer a la
membrane (Oliva et al., 2010). La résolution de la structure cristallographique de DivIVA de
B. subtilis a montré que la protéine s’organise en tétrameéres (Oliva et al., 2010) (Figure 12A).
De maniéere intéressante, DivIVA se localise a la fois aux sites de division et aux péles de la
cellule. Cette distribution s’explique par sa capacité a s’accumuler dans les régions
membranaires présentant une forte courbature négative (Lenarcic et al., 2009).

La délétion du gene codant pour DivlVA chez le pneumocoque conduit a la formation de
longues chaines de cellules, plus larges et plus rondes, avec un septum incomplet et souvent
des cellules dépourvues de nucléoide, ce qui indique un probléme de ségrégation des
chromosomes (Fadda et al., 2003) (Figure 12C).

Bien que son rble ne soit pas encore entierement élucidé, DivIVA semble jouer un réle
médiateur dans la division cellulaire, la morphologie cellulaire (potentiellement via la
synthése de peptidoglycane) et la ségrégation du chromosome chez le pneumocoque (Fadda

et al., 2007 ; Fleurie et al., 2014b ; Straume et al., 2017 ; Vollmer et al., 2019).
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e GpsB

GpsB est une protéine trés conservée chez les bactéries a Gram-positif et essentielle chez
certaines souches de S. pneumoniae. C'est une protéine cytoplasmique capable d’interagir
avec les protéines de la synthése de la paroi cellulaire pour assurer leur positionnement
correct. Des comparaisons de séquence et une analyse phylogénétique ont montré que GpsB
était un paralogue de DivIVA. En effet, le domaine N-terminal de GpsB et celui de DivIVA
possedent une forte similarité de séquence (Wu et Errington, 2004 ; Tavares et al., 2008).
GpsB possede en effet un domaine LBD tres similaire a celui de DivIVA qui lui permet
d’interagir avec la membrane et un domaine CTD avec des superhélices plus courtes et
paralléles (Rismondo et al., 2016; Halbedel & Lewis, 2019) (Figure 12B). Chez S.
pneumoniae, la structure cristallographique du domaine LBD de GpsB en complexe avec le
court domaine cytoplasmique de PBP2x a également été résolue (Cleverley et al., 2019).

Des études récentes ont montré que GpsB fonctionne comme une protéine adaptatrice qui
facilite l'interaction entre les différentes protéines membranaires intervenant dans la
division cellulaire pour générer de plus grands complexes protéiques a des sites spécifiques
(Cleverley et al., 2019). Notamment chez S. pneumoniae, des expériences de synthétique
|étalité ont montré que GpsB pourrait réguler PBP2a et interagir avec PBP1a (Rued et al.,
2017). GpsB interagit également avec PBP2x et MreC (Cleverley et al., 2019).

La délétion du gene codant pour GpsB conduit la formation de cellules plus larges et plus
longues avec de multiples nucléoides non ségrégés, ce qui entraine la lyse cellulaire (Land et
al., 2013) (Figure X4 C). Ce phénotype d’allongement des cellules est contraire a celui
provoqué par I'absence de DivIVA. Ainsi, I'absence de DivIVA bloque I’élongation cellulaire

alors que I'absence de GpsB bloque la septation (Fleurie et al., 2014b).

2) Régulation du divisome

L'établissement précis du site de division est d'une importance capitale avant la division
cellulaire. Ce processus est étroitement lié au positionnement précis de I'anneau Z, dont la

régulation est assurée par des systémes spécialisés de positionnement.
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Figure 13 : Systemes de positionnement de I'anneau Z chez différentes bactéries. Les systemes
de positionnement négatifs sont représentés par un gradient rouge et les systemes positifs par
un gradient bleu. Les régulateurs négatifs (Min, MipZ, SImA, Noc) inhibent la formation de
I'anneau Z dans I'ensemble du corps cellulaire sauf au centre de la cellule (mid-cell). Les
régulateurs positifs (MatP, MapZ, SsgB, PomXYZ) localisent au centre de la cellule avant
I'anneau Z pour permettre son assemblage. L'anneau Z est représenté par des fleches vertes,
les systemes d’occlusion du nucléoide par des triangles rouges. Les systemes de
positionnement négatifs sont représentés par un cercle jaune ou et les systemes de

positionnement positifs par des cercles et des carrés rose.



2.1) Les systemes de positionnement négatifs

Les bactéries de forme batonnet utilisent deux systemes clés pour assurer la localisation
précise du plan de division au centre de la cellule. Le premier est le systeme Min, qui
empéche la division aux poles de la cellule (Lutkenhaus, 2007 ; Bramkamp & van Baarle,
2009). Le second est I'occlusion du nucléoide, qui prévient la division cellulaire au niveau du
chromosome en empéchant la formation du septum en présence du matériel génétique (Wu

& Errington, 2012) (Figure 13).

e Le systéme Min

Les protéines MinC et MinD sont trés conservées chez les bactéries. Chez E. coli, 'ATPase
MinD s’ancre a la membrane en formant un complexe avec I'ATP et recrute MinC. MinC
déstabilise les polyméres de FtsZ et inhibe ainsi la formation de I'anneau Z (Figure 13). La
délétion du géne minC conduit au mauvais positionnement de I'anneau Z, entrainant la
formation de mini-cellules non viables. A l'inverse, la surexpression du gene minC bloque
complétement la polymérisation de FtsZ, y compris au septum de division, formant ainsi des
cellules en forme de filaments (de Boer et al., 1989 ; de Boer et al., 1992). La régulation
spatiale de MinCD nécessite la présence de la protéine MinE. En son absence, MinCD se
localisent dans toute la membrane et empéchent la polymérisation de FtsZ méme au centre
de la cellule (De Boer et al., 1989 ; Raskin & De Boer, 1997 ; Hu & Lutkenhaus, 1999). MinE
forme un anneau qui libere progressivement MinCD de la membrane en stimulant 'activité
ATPase de MinD. Le complexe MinD-ADP cytoplasmique se régénere en MinD-ATP et se
réassemble dans la membrane au pdéle opposé, ol la concentration en MinD est la plus
faible. Ce processus répété crée une oscillation de MinCD d’un péle a l'autre, formant un
gradient ou la concentration de MinCD est la plus forte aux pdles, orientant ainsi la
polymeérisation de FtsZ au centre de la cellule.

Chez B. subtilis, la protéine MinE est absente. MinCD n’oscillent pas mais sont séquestrés
aux poles de la cellule grace a DivIVA et a la protéine MinJ (Bramkamp et al., 2008 ;
Eswaramoorthy et al., 2011 ; Ramamurthi & Losick, 2009) (Figure 13). DivIVA recrute Min)
aux poles, qui recrute a son tour MinD. Ce dernier s’associe a la membrane avec MinC

(Bramkamp et al., 1998 ; Marston & Errington, 1999 ; Patrick & Kearns, 2008).
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e Le systeme d’occlusion par le nucléoide
Le systéme d’occlusion par le nucléoide (NO) est essentiel pour prévenir le pincement de
I'ADN lors de la division cellulaire, en bloguant la formation de I'anneau Z dans les régions
riches en ADN. Il est assuré par la protéine SImA chez Escherichia coli et par la protéine Noc
chez Bacillus subtilis (Wu & Errington, 2004 ; Bernhardt & de Boer, 2005) (Figure 13).
Chez E. Coli, SImA se lie a des séquences spécifiques de I’ADN appelées « SImA-Binding Sites
» (SBSs). Ce sont des séquences palindromiques réparties sur tout le chromosome a
I’exception de la région Ter. Simultanément, SImA interagit avec FtsZ via sa queue C-
terminale et inhibe sa polymérisation (Du & Lutkenhaus, 2014). La structure
cristallographique du complexe SImA-SBS montre que la protéine forme un dimeére de
dimére et interagit avec ’ADN via son domaine hélice-tour-hélice selon une conformation
spécifique (Tonthat et al., 2013). Ce complexe SImA-SBS favorise le désassemblage des
protofilaments sans impacter I'activité GTP de FtsZ (Cabré et al., 2015).
Chez B. subtilis, la protéine Noc, sans similarité de séquence avec SImA, se fixe également a
I’ADN sur des séquences palindromiques appelées « Noc-Binding Sites » (NBSs) grace a son
domaine hélice-tour-hélice (Wu & Errington, 2004 ; Wu et al., 2009). Une étude récente a
montré que Noc forme des condensats dans la membrane, selon un mécanisme de
séparation de phase liquide-liquide (Babl et al., 2022). Ces condensats peuvent interagir avec
la membrane et recruter FtsZ.
Comme les séquences SBSs et NBSs sont présentes sur tout le chromosome a I’exception de
la région Ter, le phénomeéne d'occlusion par le nucléoide disparait lorsque la réplication et la
ségrégation du chromosome sont pratiquement achevées, permettant ainsi a FtsZ de former

I'anneau Z et d’amorcer la constriction cellulaire (Wu et al., 2009 ; Tontath et al., 2011).

o MipZ

Chez Caulobacter crescentus, les systemes Min et NO sont absents. Cependant, un autre
systeme de positionnement négatif est présent, régulé par I'ATPase MipZ (Figure 13). MipZ
est conservée chez toutes les alphaprotéobactéries qui ne possédent pas le systeme MinCD.
MipZ forme un complexe avec la protéine de partitionnement ParB, située pres de l'origine
de réplication (Thanbichler & Shapiro, 2006). ParB interagit avec I'origine de réplication OriC

du chromosome, et le complexe ParB-MipZ se localise ainsi aux poles cellulaires, dans les
71






régions OriC dupliquées. MipZ interagit directement avec FtsZ (Thanbilcher & Shapiro, 2006)
empéchant sa polymérisation en séquestrant les monomeres de FtsZ et en couvrant les
extrémités des polymeéres (Guerrero et al., 2020). Par conséquent, MipZ permet la formation
de I'anneau Z au centre de la cellule, ol la concentration de MipZ est la plus faible. MipZ est
impliquée dans la régulation spatiale et temporelle de la division cellulaire, assurant a la fois
le positionnement correct de I'anneau Z et I'assemblage du divisome apres l'initiation de la

ségrégation du chromosome.

2.2) Les systemes de positionnement positifs

Il existe également des systémes de positionnement positifs du divisome qui permettent de
garantir la localisation précise de la division cellulaire. Ces systemes reposent sur la
reconnaissance de repéres spécifiques présents a I'endroit ol la division cellulaire doit avoir

lieu.

e SsgA /SsgB

La bactérie Streptomyces coelicolor présente un mécanisme de contréle de la division
cellulaire différent des systéemes canoniques Min et NO. Elle utilise un systéme de régulation
positif basé sur les protéines SsgA et SsgB (Figure 13). SsgA marque le site de remodelage du
peptidoglycane (Noens et al., 2007), ce qui permet la localisation précise de SsgB. SsgB
recrute FtsZ aux futurs sites de division, stimulant ainsi sa polymérisation pendant la
sporulation. Cette interaction ancre I'lanneau Z a la membrane, assurant un positionnement
adéquat du divisome (Willemse et al., 2011).

e PomX/PomY/PomZ

Chez Myxococcus xanthus, le positionnement précis de la machinerie de division cellulaire
est assuré par le systeme PomX-PomY-PomZ (Treuner-Lange et al., 2013 ; Schumacher et al.,
2017) (Figure 13). Ces trois protéines forment un anneau aux futurs sites de division
cellulaire et stimulent la formation de I'anneau Z. PomZ intervient dans la sélection du site
de division. D’autre part, PomX permet I'assemblage du complexe PomXYZ en anneau au
centre de la cellule. Une fois localisées au site actif de division, les protéines PomXY
interagissent avec FtsZ, favorisant son recrutement au centre de la cellule (Schumacher et

al., 2017).
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Figure 14 : MapZ chez S. pneumoniae. A) MapZ (en vert) se localise avant FtsZ pour marquer
le site de division cellulaire. B) MapZ est une protéine bitopique composée d’un domaine
extracellulaire interagissant avec le peptidoglycane et d’'un domaine cytoplasmique
majoritairement non structuré et phosphorylé par StkP. Le domaine cytoplasmique interagit

avec FtsZ et avec la membrane plasmique.



e MapZ
Le positionnement précis de I'anneau Z chez S. pneumoniae est régulé par un systeme de
régulation positif orchestré par la protéine MapZ (Midcell anchored protein Z), aussi appelée
LocZ (Fleurie et al., 2014a ; Holeckova et al., 2015) (Figure 13). MapZ interagit avec FtsZ et
agit comme une balise moléculaire marquant le site de division au centre de la cellule avant
le recrutement de FtsZ (Fleurie et al., 2014a). Dés que la syntheése de la paroi cellulaire est
initiée, I'anneau formé par MapZ se scinde en deux anneaux qui s’éloignent au fur et a
mesure que le nouveau peptidoglycane est inséré (Figure 14A). En marquant les frontiéres
entre le nouveau et l'ancien peptidoglycane, MapZ préfigure les futurs sites de division au
centre des cellules filles. La délétion du gene codant pour MapZ entraine des défauts de
localisation de FtsZ, qui n’est pas en mesure d’identifier le site de division. Le placement de
I'anneau Z est par conséquent fortement altéré, conduisant a la formation de cellules de
taille et de morphologie aberrantes (Fleurie et al., 2014a).
MapZ est une protéine bitopique possédant un domaine cytoplasmique en N-terminal, qui
interagit avec FtsZ et un domaine extracellulaire en C-terminal, qui interagit avec le
peptidoglycane (Fleurie et al., 2014a) (Figure 14B).
Le domaine cytoplasmique est intrinsequement désordonné et présente deux régions avec
des propensions a former des hélices (résidus 45 a 68 et 79 a 95), la premiere d’entre elles
étant hautement conservée parmi les Streptococcaceae (Ashkenazy et al., 2016). La région
N-terminale de MapZ (résidus 1 a 41) est nécessaire a |'interaction avec FtsZ, sous forme
monomérique ou oligomérique. Le domaine cytoplasmique de MapZ (résidus 1 a 110)
interagit également avec les lipides chargés négativement, ce qui suggere une interaction
avec la membrane (Hosek et al., 2020). La région d’interaction avec les lipides chevauche
complétement celle de FtsZ et la compétition d’interaction entre la membrane et FtsZ
pourrait permettre de moduler la fluidité membranaire au site de division, ce qui pourrait
constituer une étape nécessaire a la constriction cellulaire (Hosek et al., 2020).
Le domaine extracellulaire de MapZ est composé de deux sous-domaines séparés par un
linker flexible (Manuse et al., 2016). Le sous-domaine distal a la membrane interagit avec le
peptidoglycane et est nécessaire au positionnement de MapZ au futur site de division
(Manuse et al., 2016). Le sous domaine proche de la membrane sert de piédestal en assurant

le positionnement adéquat du domaine distal pour son interaction avec le peptidoglycane
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(Manuse et al.,, 2016). Il est intéressant de noter que MapZ n’interagit pas avec le
peptidoglycane produit par E. coli ou B. subtilis. Ceci suggére que MapZ est capable de
reconnaitre l'architecture ou la composition spécifique du peptidoglycane produit par le
pneumocoque au début de la phase d’élongation. Cette spécificité n’a toutefois pas encore
été identifiée (Manuse et al., 2016).

Le domaine cytoplasmique de MapZ présente deux sites de phosphorylation. Ces sites sont
phosphorylés par la sérine-thréonine protéine-kinase StkP, qui est un régulateur global du

cycle cellulaire du pneumocoque (Manuse et al., 2016) (voir chapitre IV.2.2).
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par I'intermédiaire de peptides branchés composés de L-alanine ou de L-sérine.



Ill.  La paroi cellulaire
Les bactéries a Gram positif se caractérisent par une enveloppe cellulaire complexe
composée d'une membrane plasmique, d'un espace périplasmique et d'une épaisse couche
de peptidoglycane, le constituant principal de leur paroi cellulaire (Figure 15).
Historiquement, le peptidoglycane était considéré comme une structure homogeéne qui
conférait une résistance mécanique uniforme a la cellule (Matias & Beveridge, 2006 ; Beeby
et al,, 2013 ; Misra et al., 2013). Cependant, des observations récentes au microscope a force
atomique ont révélé que la paroi cellulaire des bactéries a Gram positif ressemble en réalité
un hydrogel poreux et hétérogeéne. En effet, elle se compose de larges pores et de brins de
peptidoglycane épais a I'extérieur, tandis que les pores deviennent plus étroits et les brins
plus fins en s’approchant de la couche interne de peptidoglycane (Pasquina-Lemonche et al.,
2020). Cette nouvelle description de la structure de la paroi cellulaire des bactéries a Gram
positif ouvre de nouvelles perspectives sur sa fonction, ses propriétés mécaniques et son

mode d’assemblage.

1) Composition de la paroi
1.1) Le peptidoglycane

Le peptidoglycane, également connu sous le nom de muréine, est un composant essentiel de
la paroi cellulaire des bactéries. Il s'agit d'un polymére extracytoplasmique composé de
glycanes et de peptides (Figure 15). Le précurseur, appelé lipide Il (Figure 16), est synthétisé
a partir de glucose a lintérieur de la cellule. Il subit ensuite des modifications par un
enchalnement de réactions enzymatiques et est transporté a travers la membrane. Alors
gu’il a longtemps été suggéré que la protéine FtsW et RodA soient des flippases
responsables de ce transport a travers la membrane, des études plus récentes ont identifié
la protéine Mur) comme une flippase du lipide Il (Ruiz et al., 2008 ; Ruiz et al., 2015 ; Sham et
al., 2014 ; Kumar et al., 2022). La description compléte de la voie de synthese du lipide Il est
présentée dans la Figure 16.

Les chaines de glycane, sont formées d'une alternance de deux sucres, l'acide N-
acétylglucosamine et I'acide N-acétylmuramique (GIcNAc-MurNAc), reliés par des liaisons

glycosidiques. Pour former un réseau tridimensionnel, les chaines de glycanes sont liées
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Figure 16 : Synthése du peptidoglycane de S. pneumoniae. Une série de réactions permet de
synthétiser le précurseur du peptidoglycane, le lipide Il. Celui-ci est synthétisé dans le
cytoplasme et transféré dans le milieu extracellulaire par la flippase Murl. Il est ainsi intégré
au peptidoglycane existant par des réactions de transglycosylation (GT) catalysées par les SEDS
et les aPBPs. Les réactions de transpeptidation (TP) sont catalysées par les PBPs de classe A et
de classe B. Les PBPs et SEDS (voir chapitre 11.2) ne sont pas représentées sur ce schéma.

D’apres (Ducret & Grangeasse, 2021).



entre elles par des ponts peptidiques. Ces ponts peptidiques sont composés de courtes
chaines d'acides aminés (de conformations L ou D) et sont liés a I'acide N-acétylmuramique
par 'une de leurs extrémités. |l convient de noter que la composition des pentapeptides liés
au MurNAc varie parmi les différentes espéces bactériennes, surtout les acides-aminés en
deuxieme et troisieme position (Vollmer et al.,, 2008a). Chez le pneumocoque, le
pentapeptide posséde la composition suivante : Nterm-L-alanine-D-isoglutamine-L-lysine-D-
alanine-D-alanine-Cterm. Ces acides-aminés peuvent étre hydrolysés par des enzymes
spécifiques. Plus particulierement, les deux derniers acides aminés (D-Ala-D-Ala) peuvent
étre hydrolysés pour réguler la réticulation du peptidoglycane (voir chapitre 111.2.3).
Contrairement a la plupart des acides aminés des protéines qui adoptent une conformation
L, la conformation miroir D confere une résistance aux protéases, ce qui contribue a
I'intégrité de la paroi cellulaire. La liaison peptidique entre deux peptides adjacents dans le
peptidoglycane peut étre réalisée directement entre la D-alanine en postion 4 et la L-lysine
en position 3, ou de maniére indirecte via des peptides dits branchés. Les acides aminés qui
permettront de former les peptides branchés sont additionnés par les enzymes MurM et
MurN. MurM ajoute une L-sérine ou une L-alanine sur la lysine en position 3 du
pentapeptide et MurN ajoute une L-alanine sur le premier acide aminé ajouté par MurM. En
absence de ces deux protéines, le peptidoglycane est réticulé uniquement par des liaisons
directes (Filipe et al., 2000 ; Fiser et al., 2003). Ces peptides branchés ou linéaires sont
ensuite utilisés comme substrats par certaines PBPs dite de classe B (voir chapitre 111.2.2) au
cours de la polymérisation pour former des liaisons peptidiques branchées ou directes.

Ces liaisons peptidiques permettent de réticuler les chaines de sucre, créant ainsi un réseau

tridimensionnel autour de la cellule bactérienne.

Enfin, le peptidoglycane peut étre modifié par I'ajout ou la suppression de résidus acétyl
(Vollmer & Tomasz, 2000 ; Cristdstomo et al., 2006 ; Vollmer, 2008 ; Moynihan & Clarke,
2010). Ces modifications comprennent la O-acétylation du NAM et la N-acétylation du NAG
(Vollmer et al., 2019). La O-acétylation, catalysée par I'enzyme Adr, confére une résistance
au lysozyme et a I’"hydrolase LytA (Bera et al., 2005 ; Bonnet et al., 2017). La déacétylation de
NAG par I’enzyme PgdA entraine une augmentation de la charge positive a la surface de la

bactérie, offrant ainsi une protection contre les agents microbiens cationiques (Vollmer &
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Tomasz, 2000 ; Vollmer et al., 2008). Un mutant ApgdA devient hypersensible au lysozyme
en phase stationnaire de croissance, ce qui suggére que PgdA pourrait participer a la
virulence du pneumocoque en offrant une protection contre le lysozyme de I’h6te (Vollmer

& Tomasz, 2002 ; Vollmer et al., 2019).

1.2) Les acides téichoiques

La paroi des bactéries a Gram positif est décorée par des acides téichoiques, qui
représentent 40 a 50% du poids de la paroi cellulaire (Armstrong et al., 1959 ; Tomasz, 1967 ;
Bui et al., 2012). lls sont classés en deux catégories, les acides téichoiques muraux (WTA), qui
sont liés de maniere covalente a Il'acide N-acétylmuramique et les acides lipotéichoiques
(LTA), qui sont ancrés a la membrane par I'intermédiaire d’une ancre lipidique, le glucosyl-
diacylglycerol (Eberhardt et al., 2012 ; Brown et al., 2013). Les acides teichoiques sont
composés d’un disaccharide ManNAc-GIcNAc (N-acetylmannosamine-N-acetylglucosamine)
qui permet leur liaison au peptidoglycane, ainsi que d’unités de répétition de glycérol-
phosphate ou de ribitol-phosphate. Les protéines TacL et LytR sont respectivement
impliquées dans I'attachement des LTA et des WTA a la membrane et a la paroi cellulaire
(Johnsorg & Havarstein, 2009a ; Ye et al., 2018).

Contrairement aux autres bactéries a Gram positif, les WTA et les LTA de S. pneumoniae
partagent la méme voie de synthése, ce qui leur confére une composition identique (Fischer,
1990 ; Klein et al.,, 1996 ; Denapaite et al., 2012). lls sont décorés de phosphoryl-choline
(ChoP), ce qui rend le pneumocoque dépendant de I'apport exogéne de choline (Tomasz,
1967 ; Fischer, 1997) et sont capables d’interagir avec des protéines présentant des
domaines de liaison a la choline (CBPs). Ces protéines ont diverses fonctions et jouent un
réle dans la physiologie du pneumocoque et la virulence (Johnsborg & Havarstein, 2009 ;
Mellroth et al., 2012 ; Stefanovic et al., 2021). Ce sont notamment des hydrolases de la paroi
cellulaire impliquées dans I'autolyse du pneumocoque (LytA : Tuomanen & Tomasz, 1990 ;
LytC : Garcia et al., 1999), le fratricide (CbpD : Guiral et al., 2005) ainsi que la division
cellulaire (LytB). Elles peuvent également étre impliquées dans I'adhésion du pneumocoque
aux cellules hoétes et la virulence (PcpA : Sanchez-Beato et al., 1998 ; PspC : Rosenow et al.,

1997).
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Au cours de leur synthese cytoplasmique, les génes lic, organisés en deux opérons,
produisent deux protéines impliquées dans I'import et la métabolisation de la choline, la
synthése des précurseurs aux acides téichoiques et le transport des acides téichoiques

décorés de choline a travers la membrane (Hakenbeck et al., 2009).

Les acides teichoiques ont des fonctions diverses dans la cellule ; ils offrent une protection
contre les antibiotiques et les phages et jouent un réle dans I'adhérence et l'infection de la
cellule hote (Wu et al., 2021). lls sont aussi impliqués dans la division cellulaire. En effet, |a
délétion du gene codant pour la protéine LytR, responsable de I'attachement des acides
teichoiques a la paroi cellulaire, entraine des défauts cellulaires et perturbe le
positionnement du septum de division (Johnsborg & Havarstein, 2009 ; Ye et al., 2018). Ces
observations soulignent I'importance des acides téichoiques dans le maintien de l'intégrité
structurale et fonctionnelle des bactéries a Gram positif.

Le pneumocoque code également pour l'opéron dit, dont les genes sont impliqués dans la
décoration des LTA et des WTA avec des résidus de D-alanine (Kovacs et al., 2006). Ces
modifications, qui ajoutent des charges positives, augmentent la résistance aux peptides
antimicrobiens. Il convient de noter que toutes les souches de pneumocoque ne présentent
pas cette modification. Par exemple, elle est présente chez la souche D39 mais absente chez
la souche TIGR4, en raison de modifications dans I'opéron qui le rendent non fonctionnel

(Vollmer et al., 2019).

2) Synthese du peptidoglycane
Un grand nombre de protéines sont impliquées dans la synthese et I’hydrolyse de la paroi
cellulaire pendant la division cellulaire. La structure maillée de la paroi cellulaire est le
résultat de la polymérisation des disaccharides en chaines de glycane, un processus catalysé
par des enzymes dotées d’une activité glycosyltransférase (GTase). De plus, des enzymes
dotées d’une activité transpeptidase (TPase) assurent la liaison covalente des chaines de
glycane a leur pentapeptide (Vollemer et al., 2008 ; Lovering et al., 2012). Je détaillerai ci-

dessous les différents acteurs de la synthése du peptidoglycane.
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2.1) Les SEDS

Les SEDS (Shape, elongation, division, sporulation) participent a la synthése de la paroi
cellulaire (Meeske et al., 2016). Ce sont des protéines membranaires intégrales avec 10
segments transmembranaires (Gerard et al., 2002). Initialement identifiées comme des
flippases, les SEDS ont récemment été caractérisées comme des glycosyltransférases, bien
que leur role de flippase ne soit pas totalement exclu (Mohammadi et al., 2011 ; Meeske et
al., 2016 ; Emami et al., 2017 ; Taguchi et al., 2019). Les SEDS fonctionnent de pair avec des
protéines de liaison a la pénicilline, ou PBPs (Penicillin-binding proteins) monofonctionnelles
gui une activité transpeptidase (Straume et al., 2021) (voir chapitre 111.2.2). Bien que les SEDS
soient impliquées dans la synthése du peptidoglycane, ma présentation se concentrera
davantage sur les Penicillin-binding proteins (protéines de liaison a la pénicilline) et leurs

régulateurs.

2.2) Les PBPs

Les protéines de liaison a la pénicilline, également connues sous le nom de PBPs (penicillin-
binding proteins), sont impliquées dans la syntheése et le remodelage du peptidoglycane.
Elles sont classées en trois catégories distinctes : A, B et C (Sauvage et al., 2008). Les PBPs de
classe A et B sont des PBPs de haut poids moléculaire (HMW PBPs) impliquées dans la
synthése du peptidoglycane. Les PBPs de classe A (aPBPs) catalysent a la fois les réactions de
transglycosylation et de transpeptidation. En revanche, les PBPs de classe B (bPBPs) sont
monofonctionnelles et ne possédent que l'activité transpeptidase (Figure 17).

Les PBPs de classe C sont des PBPs de bas poids moléculaire (LMW PBPs). Elles seraient
impliquées dans le remodelage du peptidoglycane (Sauvage et al.,, 2008 ; Sauvage et al.,
2016 ; van Heijenoort, 2011). Les PBPs de classe C (cPBPs) sont des hydrolases avec une
activité de D,D-carboxypeptidase ou d’endopeptidase. Elles régulent le degré de réticulation
du peptidoglycane en éliminant I'acide aminé terminal (D-Ala) des chaines de pentapeptide

(Hakenbeck & Kohiyama, 1982 ; Morlot et al., 2005).
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e Les PBPs de classe B
S. pneumoniae possede deux bPBPs essentielles, PBP2x et PBP2b, qui sont respectivement
impliquées dans la synthése septale et périphérique du peptidoglycane (Tsui et al., 2014 ;
Berg et al., 2013).
Elles sont composées d'une queue cytoplasmique N-terminale, d’une hélice
transmembranaire et d’un ou deux domaines extracytoplasmiques portant [|'activité
transpeptidase (Sauvage et al., 2008 ; Sauvage et al., 2016). PBP2x présente également deux
domaines PASTA (PBP and serine/threonine kinase-associated) (voir chapitre IV.1.3) en C-
terminal, qui sont nécessaires pour sa localisation septale (Peters et al., 2014).
La déplétion de PBP2x induit I'allongement des cellules, tandis que la déplétion de PBP2b les
rend plus courtes. PBP2x et PBP2b forment un complexe avec une glycosyltransférase de la
famille des SEDS, respectivement avec FtsW et RodA (Gérard et al., 2002 ; Fraipont et al.,
2011 ; Zapun et al., 2012 ; Sjodt et al., 2018, 2020).
Le complexe FtsW-PBP2x migre circonférenciellement autour de lI'anneau Z, induisant
I'invagination de la paroi entre les cellules filles et assurant ainsi la synthése septale. D’autre
part, le complexe RodA-PBP2b présente un mouvement indépendant du treadmilling de FtsZ
et serait responsable de la synthése périphérique du peptidoglycane (Berg et al., 2014 ; Tsui
et al., 2014 ; Perez et al., 2019). Ces complexes impliqués dans la synthése du
peptidoglycane illustreraient la présence de deux machineries, septale et périphérique. Les
protéines responsables de la synthése du peptidoglycane se séparent en deux anneaux
concentriques (Perez et al., 2021b). Certaines se localisent dans la partie interne de I'anneau
en constriction, notamment la machinerie septale comprenant FtsZ, FtsW et PBP2x, tandis
gue d’autres protéines restent dans la partie externe de I'anneau, notamment la machinerie

périphérique comprenant FtsEX PBP2b et RodA (Perez et al., 2021b).

e Les PBPs de classe A
Les PBPs de classe A sont aussi impliquées dans la synthese et la réparation du
peptidoglycane (Straume et al.,, 2021). Le pneumocoque code pour trois aPBPs non
essentielles ; PBP1a, PBP1b et PBP2a, et la délétion de PBP1a ou PBP2a entraine des défauts
morphologiques importants. En revanche, I'inactivation simultanée de PBP1a et PBP2a n’est

pas viable, suggérant que ces deux enzymes partagent des fonctions redondantes et
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essentielles a la synthése de la paroi cellulaire (Paik et al., 1999). Les aPBPs joueraient un
double role, a la fois dans la synthése et le remodelage du peptidoglycane mais également
dans la réparation de la paroi cellulaire endommagée lors d’un stress (Pazos & Vollmer, 2021
; Straume et al., 2021). Ces deux fonctions de synthése et de réparation ne s'excluent pas
mutuellement. Une hypothése récemment soulevée suggére que les aPBPs pourraient agir
en collaboration avec les bPBPs-SEDS lors de la synthese de la paroi, formant ainsi une
couche interne de peptidoglycane caractérisée par un maillage plus dense et des brins
orientés de maniere aléatoire (Straume et al.,, 2021). Cette hypotheése est étayée par les
observations récentes de la paroi cellulaire réalisées au microscope a force atomique
(Pasquina-Lemonche et al., 2020).

Etant donné que les PBPs de classe A et de classe B posseédent des activités différentes, il est
possible que le peptidoglycane produit par ces derniéres differe dans leur composition et/ou
leur architecture. Cette hypothése est soutenue par des travaux récents ayant montré que
I’hydrolase CbpD est capable d’hydrolyser le peptidoglycane synthétisé par PBP2x/FtsW mais
pas celui synthétisé par les PBPs de classe A (Straume et al., 2020). De plus, le
peptidoglycane produit par FtsW/PBP2x est maturé par les aPBPs en un peptidoglycane
résistant a CbpD. Ce processus de maturation est essentiel en présence de CbpD (Straume et

al., 2020).

2.3) Les régulateurs des PBPs

L'activité des PBPs est régulée par d’autres protéines, comme démontré initialement chez
Escherichia coli. Par exemple, la lipoprotéine LpoA est capable d’interagir avec la PBP de
classe A PBP1A pour stimuler son activité TPase (Paradis-Bleau et al., 2010 ; Typas et al.,
2010 ; Lupoli et al., 2014). Il existe également des mécanismes de régulation plus complexes
qui impliguent plusieurs régulateurs. En effet, plusieurs protéines sont connues pour réguler
I'activité de la PBP de classe A PBP1B. LpoB stimule les activités TPase et GTase de PBP1B
(Paradis-Bleau et al., 2010 ; Typas et al., 2010 ; Lupoli et al., 2014 ; Egan et al., 2014 ; Egan et
al., 2018). D’autre part, la protéine essentielle FtsN régule I'activité de PBP1B en stimulant
son activité GTase (Muller et al., 2007 ; Boes et al., 2019 ; Boes et al., 2020 ; Lyu et al., 2022).
Enfin, FtsBL a également été montré pour inhiber 'activité de PBP1B, (Boes et al., 2019). A

partir de la, Un défaut de répression par FtsBL ou de dérépression par FtsN entraine un
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Figure 17 : Activités des PBPs de classe A et B. Les PBPs de classe A (en vert) ont une activité
de TPase (transpeptidase) et de GTase (glycosyltransférase). Elles ont une fonction de synthése
du peptidoglycane mais également une fonction de réparation et de remodelage. Les PBPs de
classe B (en bleu) ont uniquement une activité de TPase et fonctionnent avec une protéine

SEDS qui possede l'activité GTase.



dysfonctionnement du divisome, des défauts de morphogénese et une lyse cellulaire (Boes
et al.,, 2019).
Plusieurs régulateurs des protéines de liaison aux pénicillines (PBPs) ont également été

identifiés chez Streptococcus pneumoniae, que je vais décrire ci-dessous (Figure 18).

e (CozEa—CozEb

Les protéines CozE (Coordinator of zonal elongation) sont largement représentées au sein
des especes bactériennes et sont divisées en trois familles distinctes : CozEa, CozEb et CozEc.
Chez le pneumocoque, on retrouve deux protéines, CozEa et CozEb, couramment retrouvées
chez les Streptococaccae (Stamsas et al.,, 2020). CozEa a été identifiée par criblage TnSeq
comme un régulateur de PBP1la. Les mutants de délétion de cozEa présentent des défauts
morphologiques séveres qui entrainent la lyse des cellules. CozEa interagit avec PBP1a et
contribue a sa localisation cellulaire (Fenton et al., 2017). Cependant, le réle de CozEa a été
remis en question par une étude récente. En effet, dans les conditions testées par les
auteurs (Lamanna et al., 2022), la délétion de pbpla n'améliorait pas la croissance d'une
souche dépourvue de CozEa. De plus, aucune relation de synthétique viabilité n'a été mise
en évidence par leurs expériences de Tn-seq (Lamanna et al., 2022). Ces observations
récentes questionnent donc la fonction de CozEa, qui reste encore a élucider.

Un homologue de CozEa, appelé CozeB, a été identifié chez le pneumocoque (Stamsas et al.,
2020). CozEb est trés dynamique et se localise sur I'ensemble du corps cellulaire. Il peut
également s’accumuler au niveau du septum, ou il s’assemble et se désassemble rapidement
(Jana et al., 2023). Un mutant AcozEb présente des cellules plus petites, mais la localisation
de PBP1la n’est pas affectée, contrairement a ce qui a été observé dans un mutant AcozEa

(Stamsas et al., 2020).

e MacP
La délétion simultanée de pbpla et de pbp2a étant létale pour le pneumocoque,
I'identification de génes synthétiquement létaux avec pbpla permet de caractériser les
génes codant pour des facteurs favorisant I'activité de PBP2a. C’'est ainsi que la protéine
MacP (Membrane-anchored cofactor of PBP2a) a été identifiée. MacP devient essentielle en

absence de PBP1a, suggérant un lien fonctionnel entre MacP et PBP2a
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Figure 18 : Les régulateurs connus des PBPs de S. pneumoniae. CozEa, MacP et StkP régulent

respectivement PBP1a, PBP2a et PBP2x. D'aprés (Manuse et al., 2018).



(Paik et al., 1999 ; Fenton et al., 2018). MacP forme un complexe avec PBP2a au site de
division et est nécessaire a sa fonction in vivo. De plus, MacP est phosphorylée par StkP, la
sérine-thréonine protéine-kinase régulant la division cellulaire et la morphogenése du

pneumocoque (voir ci-dessous et chapitre 1V.2.2).

e StkP
La sérine/thréonine protéine-kinase StkP exerce également une fonction régulatrice au
niveau de la PBP de classe B PBP2x. PBP2x et StkP se localisent au site de division et
interagissent via leurs régions extracellulaires. L'absence du domaine extracellulaire de StkP
entraine une localisation diffuse de PBP2x dans la membrane. Cependant, il est important de
noter que StkP ne semble pas d'effet direct sur l'activité de PBP2x. Ainsi la localisation de

PBP2x au site de division dépend du domaine extracellulaire de StkP (Morlot et al., 2013).

A ce jour, aucun régulateur n’a été identifié pour les autres PBPs. Cependant, une étude
récente a révélé une relation de synthétique viabilité entre PBP1b et la protéine RodZ lors
d'un criblage TnSeq. Les résultats suggerent que RodZ pourrait jouer un role de régulateur
pour PBP1b, bien que cette fonction reste a étre pleinement élucidée (Lamanna et al., 2022).
D’autre part, un nouveau régulateur de PBP2A (’'homologue de PBP2b chez le
pneumocoque) a été récemment identifié chez B. subtilis. Ce régulateur, nommé TseB,
controle la morphogenése de la bactérie. La délétion du géne codant pour TseB entraine la
formation de cellules plus larges et plus longues (Delisle et al., 2021). Au cours de ma these,
jai identifié un nouveau régulateur appelé CopD (Coordinator of PBP1a and PBP2b
dynamics), homologue de TseB chez B. subtilis. Les détails sur le rble spécifique de ce
régulateur seront exposés dans la section des résultats de mon manuscrit. Ces découvertes
ouvrent de nouvelles perspectives pour la compréhension des mécanismes de régulation des

différentes PBPs.

2.3) Les hydrolases

Les hydrolases de la paroi cellulaire contribuent a la plasticité du peptidoglycane,
indispensable a la croissance cellulaire. Ces enzymes forment un groupe étendu et diversifié,

comprenant des glycosidases ou des amidases, qui clivent spécifiquement les liaisons
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glycosidiques, amides ou peptidiques du peptidoglycane. Les hydrolases sont impliquées
dans de nombreuses fonctions cellulaires, telles que la maturation du peptidoglycane, son
recyclage et le clivage du septum lors de la division cellulaire (Wyckoff et al., 2012 ; Lee &
Huang, 2013). Par ailleurs, les produits de dégradation du peptidoglycane sont des
activateurs critiques du systéme immunitaire des hotes (Wolf et al., 2016). Le pneumocoque
possede un ensemble de génes codant pour des nombreuses hydrolases. De plus, les DD-
carboxypeptidases jouent également un rbéle fondamental dans la synthése de la paroi
cellulaire en catalysant I'élimination de la D-alanine située en position C-terminale, ce qui est
essentiel pour la formation de ponts peptidiques. Je présenterai dans cet exposé quelques-
unes de ces hydrolases qui présentent une importance particuliere pour la division cellulaire

du pneumocoque (Figure 19).

e DacA
DacA, aussi nommée PBP3, est l'unique PBP de bas poids moléculaire du pneumocoque.
DacA n’a pas d’activité glycosyltransférase ou transpeptidase mais une activité D,D-
carboxypeptidase qui lui permet de cliver le résidu D-Alanine terminal du pentapeptide,
générant ainsi des tetrapeptides (Hakenbeck et al., 1982). A la différence des PBPs de haut
poids moléculaire, PBP3 ne possede pas de région cytoplasmique. C'est une enzyme
extracellulaire associée a la membrane par une hélice amphipathique C-terminale (Morlot et
al., 2005). La délétion du gene codant pour PBP3 entraine des défauts morphologiques
importants avec des défauts de formation du septum de division et des défauts de
séparation des cellules (Schuster et al., 1990 ; Morlot et al., 2004). Les tetrapeptides générés
par I'action de DacA ne peuvent pas étre utilisés par les PBPs de haut poids moléculaire pour
la transpeptidation, limitant ainsi la disponibilité du substrat nécessaire a la réticulation de la

paroi cellulaire (Morlot et al., 2004 ; Abdullah et al., 2014).

e DacB
DacB est une L,D-carboxypeptidase qui agit en aval de DacA. Elle clive les tetrapeptides
produits par DacA ou par les PBPs lors de la réaction de transpeptidation. Elle clive la D-Ala

en position 4 pour former des tripeptides (Zhang et al., 2015 ; Vollmer et al., 2019). DacB se
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Figure 20 : A) Représentation schématique des modules de LytB. Les 18 répétitions (R1-R18)
composant le module d’interaction avec la choline de LytB sont représentés. B) Superposition
de I'enveloppe de LytB initialement déterminée par SAXS avec la structure obtenue par
cristallographie. Les différentes régions sont représentées en suivant le code couleur de la
figure A) et I'enveloppe est colorée en orange clair. C) Images de microscopie en contraste de
phase de la souche WT, AlytB et lytB-AC (mutant délété du sous-domaine C). D) Modéle de
I'interaction entre LytB, StkP et les acides téichoiques. Le sous-domaine C assure l'interaction
entre LytB et la paroi cellulaire en s’entourant de WTA ornés de phosphorylcholine. Les sous-
domaines N et M assurent la localisation de LytB au site de division via I'interaction avec le
PASTA 4 de StkP. Avec cette organisation, le domaine catalytique de LytB peut étre séquestré
jusqu&apos;a 400 A de la surface membranaire. Le modele de StkP a été généré avec

AlphaFold2. (Martinez-Caballero et al., 2023).



compose d’'un ancrage lipidique, d’'une région désordonnée et un domaine catalytique
peptidase C-terminal (Abdullah et al., 2014). La suppression du géne codant pour DacA ou
DacB entraine des défauts morphologiques et de septation (Barendt et al., 2011). Ces
résultats soulignent l'importance de la disponibilité des pentapeptides et des tetrapeptides

pour I'assemblage et le remodelage de la paroi cellulaire.

e LytB

LytB est une endo-B-N-acétylglucosaminidase non autolytique essentielle a la séparation
finale des cellules filles (Garcia et al.,, 1999 ; Rico-Lastres et al., 2015). Elle se localise aux
poles des cellules et est enrichie au niveau du site actif de division (De las Rivas et al., 2002).
LytB est sécrétée dans le milieu extracellulaire ou elle exerce son activité enzymatique. Elle
catalyse spécifiquement le clivage des liaisons glycosidiques B(1-4) entre les résidus GIcNAc
et MurNAc, mais uniquement lorsque le GIcNAc est N-acétylé (Rico-Lastres et al., 2015). La
structure cristallographique du domaine catalytique de LytB révéle une organisation
comprenant un module GH73, situé a l'extrémité C-terminale, responsable de l'activité
enzymatique de LytB (Bai et al., 2014). En plus de ce module, LytB présente un module liant
la choline (CBM) d'une longueur exceptionnelle (Galan-Bartual et al., 2015). Le CBM se divise
en trois sous-domaines, N (pour N-terminal), M (pour milieu) et C (pour C-terminal) qui
contiennent des combinaisons de quatre types différents de sites liant la choline, appelés
sites de fixation de choline canonique (Canonical), GYMA (contenant le motif Gly-Tyr-Met-
Ala), charniere (Hinge) et initial (Starting). (Martinez-Caballero et al., 2023). Cette
organisation modulaire confére a LytB une grande flexibilité et lui permet d'interagir avec
différents composants de la paroi cellulaire, notamment les cholines des acides téichoiques
(Figure 20).

La délétion du gene lytB entraine la formation de chaines cellulaires, qui peuvent étre
séparées par I'ajout de LytB exogene (De Las Rivas et al., 2002). La délétion du sous-domaine
C conduit a un phénotype similaire, ce qui indique que ce sous domaine est essentiel a la
fonction de LytB. Le sous-domaine C, en interagissant avec les WTA, permet a LytB de se lier
efficacement a la paroi cellulaire (Martinez-Caballero et al., 2023). Le sous-domaine N-
teminal interagit quant a lui avec StkP via son domaine extracellulaire. Cette interaction est

nécessaire a la localisation spatio-temporelle de LytB (Zucchini et al., 2018 ;
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Figure 21 : Structure cristallographique des diméres de PcsB. A) La surface moléculaire du
monomere A est représentée en rose (domaine CC) et en orange (domaine catalytique). La
structure en rubans du monomére B est représentée en bleu clair (domaine CC) et en bleu
foncé (domaine catalytique). B) Interaction du domaine CC du monomeére A (CC-A) et du
domaine CHAP du monomere B (CHAP-B). La cystéine 292 catalytique est colorée en jaune.

D’apres (Bartual et al., 2014).



Martinez-Caballero et al., 2023). LytB est également requise pour la formation de biofilms in
vitro (Domenech & Garcia, 2020). Cette fonction supplémentaire souligne le réle polyvalent
de LytB dans les processus cellulaires et son importance dans la physiologie du

pneumocoque.

e PcsB

PcsB est une DL-endopeptidase (ou amidase) qui se localise au site actif de division (Sham et
al., 2011). Elle est essentielle au remodelage du peptidoglycane au niveau de la région
septale pendant la division cellulaire (Ng et al., 2004).

Un mutant de déplétion du gene pcsB présente des cellules en chaines, linéaires ou sous
forme de grappe, parfaitement septées mais non séparées. Cela conduit, au cours des
générations suivantes, a la synthése d'une paroi septale avec une localisation anormale et
entraine donc I'apparition de défauts morphologiques séveres. Par conséquent, PcsB joue un
role crucial dans la séparation des cellules filles et dans I'orientation spatiale de la formation
du septum (Bartual et al., 2014).

In vivo, I'activation de PcsB est médiée par le compléxe FtsEX, qui est le principal régulateur
de son activité au cours de la division cellulaire (voir chapitre 1.1.2) (Sham et al., 2011 ; Sham
et al., 2013). Le site actif de PcsB se trouve proche de la région C-terminale et appartient a la
famille des endopeptidases CHAP (Cysteine, histidine-dependent
amidohydrolase/peptidase). La structure cristallographique révele un homodimeére inactif
dans lequel le domaine coiled-coil de chague monomeére s’insére dans le site actif de I'autre

(Figure 21) (Bartual et al., 2014).

e MpgA et MpgB
MpgA et MpgB, initialement nommées MItG et Pmp23, sont des muramidases qui clivent le
peptidoglycane naissant, a différentes positions le long de la chaine glycane (Taguchi et al.,
2021). MpgA produit des oligoméres de peptidoglycane composés de 7 unités
disaccharidiques, tandis que MpgB clive a une unité disaccharidique (Figure 22). Cette
différence s’explique par la présence d’'un domaine LysM dans MpgA, qui sert de socle et
permet la formation d’oligosaccharides plus longs. Ce domaine LysM est nécessaire a la

pleine fonctionnalité de la protéine dans les cellules (Taguchi et al., 2021).
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Figure 22 : Modeéle de fonctionnement de MpgA et MpgB chez S. pneumoniae. Les synthases
du peptidoglycane (en vert) polymérisent le lipide Il et intégrent les chaines de glycane
naissantes a la paroi existante. MpgA et MpgB (en bleu clair et bleu foncé) permettent
I'intégration des chaines de glycane en clivant le polymeére a différentes distances de I'ancre
lipidique. D’apres (Taguchi et al., 2021). B) Image de microscopie optique de cellules wild type
et mpgA-AlysM (Taguchi et al., 2021). C) Image de microscopie optique de cellules wild type
et AmpgB (Jacq et al., 2018).



MpgA est un homologue de la transglycosylase lytique MItG de E. coli (Yunck et al., 2016). Le
remplacement d'un seul acide aminé de MItG par I'acide aminé présent dans MpgA modifie
I'activité de la transglycosylase en muramidase (Taguchi et al., 2021). De maniére intrigante,

I’expression ectopique de MItG de E. coli compense le phénotype du mutant de
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S. pneumoniae délété pour mpgA, bien que ce dernier ne code pour aucune transglycosylase
lytique connue (Tsui et al., 2016 ; Weaver et al., 2023). MpgA est une protéine essentielle. La
délétion du géne codant pour MpgA peut néanmoins étre réalisée dans une souche
dépourvue de PBPla, PBP2b, MreCD, RodA ou RodZ, des protéines impliquées dans
I’élongation cellulaire (Tsui et al., 2016), ce qui suggére que MpgA serait importante pour la
synthése périphérique du peptidoglycane. Cette possibilité est renforcée par la formation de
cellules sphériques avec une croissance cellulaire altérée lors de la déplétion de MpgA (Tsui
et al., 2016). Les interactions entre MpgA et les synthases du peptidoglycane n’ont pas
encore été explorées, cependant le domaine cytoplasmique de MpgA interagit avec EloR
(aussi nommeée KhpB ou Jag), qui fait partie d’un complexe associé a I’ARN impliqué dans la
régulation de I’élongation cellulaire (Stamsas et al., 2017 ; Winther et al., 2019).

Le pneumocoque code également pour une deuxieme muramidase, MpgB, impliquée dans la
division cellulaire (Jacq et al., 2018 ; Taguchi et al., 2021). MpgB présente une homologie
structurale avec la transglycosylase lytique MItE de E. coli et une muramidase de B. subtilis
qui hydrolyse la liaison glycosydique B-1,4 entre le MurNAc et le GIctNAc (Fukushima et al.,
2008 ; Xu et al., 2014). Contrairement a MpgA, la délétion de MpgB n'est pas essentielle,
mais elle entraine une localisation anormale des protéines du divisome et des défauts de

septation (Pagliero et al., 2008 ; Jacq et al., 2018).

105



Phosphorylation

Phosphorylation .
Hanks-type kinases Ics Ehosphicayiton
TCS, PTS
Glycosylation Aspartate & i Phosphorylation  PTS
istidi
O-glycosyltransferases o J_\\ OIL
= ST o N s ciroy Diacylglyceryl
Phosphorylation e 0 IH ;llﬂ, </ i A, 2 Lipidation transferases
Hanks-type kinases HO,JJ\‘,-\DH HN = b SEBEBEEY Thiol peptides
Nty | Cysteine
" Th HS" ™y oM
st b ﬁ Protein "gv
O-glycosyltransferases HC OH e t‘mﬁ DR Oxidation
e o H:P’E\/H)L'OH Methionine sulfoxide
1 reductases
t - L7553
| = -~ "OH r-'d o
Phosphorylation Ho Wl Oﬁ’/\rJLOH
= NH, %
BY kinases Tyrosine NH o o "™ asparagine
H!N"LL H,«\/\I”\m H,u__v_r\/ﬁTJL_OH Glycosylation
NH, Ni N-glycosyltransterases
Arginine Lysine
Phosphorylation Glycosylation Acetylation Acylation
Arg kinases N-glycosylt Acetyltr Acyltr
L 1 Pupylation
T ic?
Non-enzymatic? Pup ligases

Figure 23 : Les modifications post-traductionnelles des protéines chez les bactéries. De
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Figure 24 : Le mécanisme de phosphorylation. La protéine kinase (en vert) catalyse I'ajout d’un
phosphate (® rouge) sur un acide aminé (a-a) d’'une protéine substrat (en bleu). Cette réaction
est dépendante de I'’ATP. La déphosphorylation est réalisée par une phosphatase (en rose) qui

retire le phosphate du substrat. D’apres (Patterson et al., 2014).



IV. La phosphorylation des protéines bactériennes

Les modifications post-traductionnelles des protéines, ou PTMs (Post-Translational
Modifications) sont des mécanismes puissants d’adaptation et de régulation. Ces
modifications permettent de moduler les propriétés physico-chimiques, et ainsi la fonction,
des protéines ciblées. Chez les bactéries, elles sont notamment impliquées dans la régulation
de la synthése des protéines, le métabolisme central, le cycle cellulaire, dans certains stades
de leur développement comme la sporulation, la persistance ou encore la virulence (Macek
et al.,, 2019).

La moitié des 20 acides aminés standards peuvent étre modifiés, par I'ajout de petits
groupements chimiques, comme les groupes méthyle, acétyle ou phosphate, ou par I'ajout
de groupements plus complexes, comme des polysaccharides et des chaines de polypeptides
(Pearce et al., 2008 ; Miiller, 2018). Une méme protéine peut subir plusieurs modifications
post-traductionnelles (van Noort et al., 2012). La plupart des PTMs sont réversibles et
dynamiques, pouvant étre ajoutées ou retirées par des enzymes spécifiques, telles que les
acétyltransférases et les déacétylases pour I'acétylation, ou les protéines ligases ressemblant
a ubiquitine (prokaryotic ubiquitin-like protein) et les dépupylases pour la pupylation (Figure
23) (Macek et al., 2019).

Parmi les PTMs, la phosphorylation des protéines est a ce jour la plus étudiée et la mieux
comprise (Dworkin et al., 2015 ; Manuse et al., 2016). Elle caractérisée par le transfert d'un
groupe phosphate, généralement provenant de I'ATP, vers un acide aminé spécifique. La
phosphorylation des protéines bactériennes a ainsi été détectée sur plusieurs
résidus d’acides aminés tels que la sérine, la thréonine, la tyrosine, I'histidine, I'arginine, la
lysine, I'aspartate et la cystéine (Mijakovic et al., 2016). Les chaines latérales phosphorylées
peuvent présenter des niveaux de stabilité variés et avoir différents impacts sur les protéines
phosphorylées (Macek et al., 2019). Différentes protéine-kinases sont responsables de
catalyser cette réaction de phosphorylation, tandis que des phosphatases catalysent la
réaction inverse (Figure 24).

Initialement, cette modification a d’abord été décrite grace a la caractérisation des systéemes
a deux composants, qui impliquent une protéine histidine kinase et leurs régulateurs de

réponse associés (Stock et al., 2000). D’autres types de protéine-kinases ont ensuite été
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indiqués pour chaque protéine. D’aprés (Macek et al., 2019).



identifiées dans les génomes bactériens (Olsen & Mann, 2013) (Figure 25). Dans cette partie,
je présenterai les différents systémes de phosphorylation bactériens et je terminerai par une
présentation plus détaillée de I’état des connaissances concernant la Serine/thréonine-

kinase StkP de S. pneumoniae.

1) Les protéine-kinases bactériennes
1.1) Le systéme a deux composants

La plus grande famille de protéine-kinases bactériennes est celle des systemes a deux
composants (TCS). Ils sont absents chez les animaux mais sont retrouvés chez certains
Eucaryotes comme les plantes, les champignons ou les Archées (Alvarez et al., 2016 ; Ronson
et al., 1987).

Les TCS sont des systémes de transduction de signal linéaires. lls sont composés de deux
protéines : une histidine kinase qui permet de détecter des signaux environnementaux. Elle
s’autophosphoryle sur une histidine et transfere son phosphate sur I'aspartate d’un
régulateur de réponse (Figure 25). Dans la plupart des cas, cela conduit a un changement
dans la transcription des génes (Gross et al., 1989 ; Stock et al., 2000 ; Gomez-Mejia et al.,
2018).

Certains TCS impliguent une histidine kinase hybride contenant un domaine histidine kinase
(HK), un domaine receveur et un phosphotransmetteur a histidine (HPt). Elle transmet le
phosphate a son régulateur de réponse au moyen d'un transfert séquentiel sur quatre acide
aminés (His —> Asp —> His —> Asp) (Alvarez et al., 2016). Ce systeme, appelé phosphorelais,
peut aussi impliquer la phosphorylation de protéines intermédiaires, qui portent chacune un
domaine signal (Figure 26) (Stock et al., 2000).

Les TCS sont des mécanismes de régulation qui permettent aux bactéries de percevoir et de
s’adapter aux changements environnementaux. La plupart des histidines protéine-kinases
sont membranaires, et peuvent ainsi détecter des signaux extracellulaires ou
transmembranaires, comme des stress de I'enveloppe ou des variations de températures
(Mascher et al., 2006). Contrairement aux sérines et thréonines, les phosphorylations sur les
aspartates et les histidines sont relativement labiles et ne nécessitent pas toujours une
phosphatase (Dworkin, 2015 ; Gémez-Mejia et al., 2018).

Le pneumocoque posséde 13 TCS ainsi qu’un régulateur de réponse dit orphelin, RitR, trés

conservé (Lange et al., 1999 ; Throup et al., 2000). Ces TCS sont notamment impliqués dans
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Figure 26 : Organisation du systeme TCS chez les bactéries. A) Une kinase détectrice (ovale
rose) recoit un signal extracellulaire, membranaire ou cytoplasmique (éclairs jaunes). Elle
s'autophosphoryle sur un résidu Histidine de son domaine kinase (cercle orange). Ensuite, le
phosphate (® rouge) est transféré sur un résidu Aspartate d’un régulateur de réponse (en
vert). B) Dans le cas d’un systéeme phosphorelais, le phosphate du résidu Histidine du domaine
kinase est transféré sur un résidu Aspartate d’'un connecteur (cercle bleu), puis sur un résidu
Histidine d’'un donneur (cercle rose) avant d’étre transféré sur un résidu Aspartate du

régulateur de réponse. D’aprés (Alvarez et al., 2016).
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Figure 27 : Organisation du systéme PTS chez les bactéries. Le phosphate (® rouge) du
phosphoenolpyruvate (PEP) est transféré sur El puis sur un résidu Histidine de HPr. Ensuite le
phosphate est transféré sur les enzymes EIIA, EIIB, EIIC et EIID spécifiques d’un sucre X (carrés
turquoise). Le sucre est transporté dans le cytoplasme par les enzymes EIIC et EIID puis

phosphorylé par EIIB. D'aprés (Deutscher et al., 2014).



la production de bactériocines, la virulence (Paterson et al., 2006 ; Hirschmann et al., 2021 ;
Yu et al., 2023), la survie intracellulaire (Reinoso-Vizcaino et al., 2020) ou la résistance aux
antibiotiques et aux peptides antimicrobiens (Gémez-Mejia et al., 2018 ; Diagne et al., 2022).
Trois TCS, ComDE (TCS12), CiaRH (TCS05), WalRK (TCS02), jouent un réle dans la mise en
place de la compétence du pneumocoque (voir chapitre 1.1.3). CiaRH et WalRK sont
également spécialisés dans la réponse au stress antibiotique et au stress a la membrane
(Ibrahim et al., 2004 ; Cortes et al., 2015 ; Rogers et al., 2007 ; Gutu et al., 2010). TCS03,
aussi nommé LiaRS, répond au clivage du peptidoglycane par les hydrolases LytA, CbpD et
LytC lors du fratricide pendant la compétence (Eldholm et al., 2010 ; GOmez-Mejia et al.,
2018). Le systéme LiaRS est également impliqué dans la résistance aux antibiotiques

(Eldholm et al., 2010).

1.2) Le systéme phosphoénolpyruvate/sucre phosphotransférase

Le systeme phosphotransférase (PTS) est impliqué dans le transport de sucres chez les
bactéries et les archées (Postma et al., 1993).

Le PTS est généralement composé de quatre protéines solubles et d’'une protéine
membranaire. Deux des composants cytoplasmiques, I'enzyme | (ElI) et HPr sont
responsables du transport de la majeure partie des substrats. Le complexe d’enzymes Il (Ell),
soit EllA, ElIB, EIIC et parfois EIID, sont spécifiques d’un groupe de substrats (Mijakovic &
Macek, 2012). Tous les sucres ne sont pas pris en charge par les PTS, c’est le cas du glycerol
(un alcool de sucre), du glucoronate et du D-arabinose, qui sont transportés via des ABC
transporteurs, des perméases ou des facilitateurs permettant la diffusion passive des sucres
(Saier et al., 2002 ; Titgemeyer et al., 2007).

Le PTS est un systeme de phosphorylation en cascade, sur des résidus histidine, a I'exception
de ElIB qui peut étre phosphorylée sur des résidus cystéine (Deutscher et al., 2006). La
source de phosphate dans cette cascade est le phosphoénol pyruvate. La premiére étape est
I"'autophosphorylation de El. El transfert son groupement phosphate a I'enzyme HPr qui
phosphoryle les enzymes EllAs. Elles transferent ensuite leur phosphate a leurs ElIBs
associées. Ces transferts de phosphates a haute énergie sont réversibles. Ensuite, chaque
ElIB phosphoryle irréversiblement le sucre lié a la protéine EIID et/ou EIIC. Ce sucre sera

libéré dans le cytoplasme (Figure 27) (Deutscher et al., 1997 ; Galinier & Deutscher, 2017).
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Les PTS régulent également de nombreuses fonctions cellulaires, par interaction ou
phosphorylation de protéines cibles. Ces cibles sont des régulateurs transcriptionnels, des
histidines kinases de systemes TCS, des enzymes cataboliques ou des transporteurs (Joyet et
al., 2013).

Les PTS interviennent par exemple dans la régulation de la répression catabolique, le
phénomeéne qui permet aux bactéries de s’adapter a une source de carbone privilégiée
(Deutscher et al., 2008). Elles interviennent aussi dans le métabolisme de l'azote, la
formation de biofilms, la virulence des pathogenes, etc. (Gallinier and Deutscher, 2017).

A titre d’exemple, le systtme PTS mannose (Man-PTS) est impliqué dans la régulation
globale de [I'expression des genes de virulence du pneumocoque. La structure
tridimensionnelle du domaine EIIA du Man-PTS a été résolue, révélant une poche catalytique
contenant une histidine essentielle a son activité. Cette découverte ouvre la voie a la
recherche de petites molécules inhibitrices, offrant ainsi une stratégie supplémentaire

prometteuse pour lutter contre les infections a pneumocoque (Magosh et al., 2020).

1.3) Les Sérine/Thréonine protéine-kinases de type Hanks

Les bactéries possédent également des sérine/thréonine protéine-kinases de type Hanks
(STPKs) du nom du découvreur des motifs catalytiques nécessaires a leurs activités. Elles
présentent ainsi des similarités avec les STPKs eucaryotes car leur domaine catalytique est
structurellement conservé (Hanks et al., 1988 ; Hanks et al., 1995 ; Stancik et al., 2018). Ces
protéine-kinases peuvent réguler non seulement la division et la croissance cellulaire, mais
aussi la persistance aux antibiotiques, la virulence, linfection, le métabolisme, etc.
(Nagarajan et al., 2022). Cette famille de protéine-kinases est trés conservée parmi les
bactéries, et leur nombre varie en fonction des especes (Pereira et al., 2011). Les liaisons
phosphoesters créées par ces protéine-kinases sont tres stables et la réaction de
déphosphorylation nécessite I'action de phosphatases (Dworkin, 2015 ; Macek et al., 2019).

Les STPKs sont composées d’'un domaine cytoplasmique qui comprend un domaine
catalytique et un domaine juxtamembranaire, d’'un domaine transmembranaire et d’un
domaine extracellulaire le plus souvent composé d’un ou plusieurs domaines PASTA

(Penicillin-binding protein and Ser/Thr kinase associated domain) (Manuse et al., 2015).
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Figure 28 : Structure du domaine catalytiqgue de PknB de M. tuberculosis. Le domaine
catalytique (PBD: 1MRU) est composé d’un lobe N-terminal principalement constitué de
feuillets béta (en jaune) et d’un lobe C-terminal principalement constitué d’hélices alpha (en

rose). LATP se loge entre les deux lobes. D’aprés (Janczarek et al., 2018 ; Stancik et al., 2018).
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Figure 29 : Comparaison de la structure des domaines PASTA de PBP2x (S. pneumoniae, PDB :
1QMF) et PknB (M. tuberculosis, PDB : 2KUI). Les feuillets béta sont colorés en rouge et les
hélices alpha en jaune. Les domaines PASTA de PknB sont linéaires car ils sont séparés par une
charniére et possedent des feuillets béta supplémentaires (Attache B’/B”’). D’aprés (Manuse et

al., 2015).



Le domaine juxtamembranaire est trés flexible et sa fonction n’est pas encore tres bien
connue. Il peut étre phosphorylé et contribuer a I'activation de la protéine-kinase et/ou a
I’'amarrage sa(ses) cible(s) (Manuse et al., 2015). Le domaine juxtamembranaire de PknB
chez Mycobacterium tuberculosis est phosphorylé sur deux thréonines, ce qui permet la
liaison de la protéine FhaA et participe a la morphogénese de la bactérie (Roumestand et al.,

2011).

Le domaine catalytigue comprend douze sous-domaines conservés composés de résidus
invariables, appelés domaines de Hanks (Hanks et al., 1988 ; Manuse et al., 2015). Ces sous-
domaines s'assemblent pour former un coeur catalytique comprenant deux lobes distincts,
espacés par une fente ou se place I’ATP (Figure 28). Le lobe N-terminal est impliqué dans la
liaison a I’ATP, tandis que le lobe C-terminal est responsable de la liaison spécifique au
substrat et du transfert du groupement phosphate. Dans ce lobe C-terminal se trouve une
boucle d'activation, présente de maniére conservée chez les STPK, qui détermine la
spécificité du substrat et joue un role essentiel dans I'activation de la protéine kinase.

(Pereira et al., 2011 ; Stancik et al., 2018).

Les domaines PASTA sont des domaines globulaires de petite taille exclusivement retrouvés
chez les bactéries et il a été proposé qu'’ils puissent lier des antibiotiques de la famille des B-
lactames. lls sont également présents dans les PBPs, ou ils sont repliés les uns contre les
autres, contrairement aux STPKs ou ils sont disposés linéairement (Yeats et al., 2002 ; Barthe
et al., 2010 ; Gordon et al., 2000) (Figure 29). La linéarité des modules PASTA des STPKs
s’explique par la présence de feuillets béta additionnels, non présents chez les PBPs, appelés

attaches B’/B” (B’/B’” braces) (Barthe et al., 2010).

Les STPKs sont trés souvent membranaires mais elles peuvent également étre cytosoliques
comme PknG de Mycobacterium tuberculosis (Cowley et al., 2004). Les STPKs membranaires
s’autophosphorylent, probablement en réponse a un signal (Nagarajan et al., 2022), ce qui
induit un changement conformationnel qui permet de passer de la forme inactive a active et
leur permet de s’autophosphoryler et de phosphoryler leurs substrats (Manuse et al., 2015).

Les mécanismes par lesquels la dimérisation conduit a I'autophosphorylation sont mal
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Figure 30 : Modeéle d’activation de PknB chez M. tuberculosis. A) Uinteraction du lipide Il (en
vert) avec les domaines PASTA de PknB (en rose) induit le rapprochement des domaines
catalytiques intracellulaires des monomeres. Cela résulte en la formation de diméres « dos a
dos » liés par les lobes N-terminaux (en bleu foncé). B) Cela permet I'autophosphorylation de
la kinase (® rouges) qui peut ainsi activer son substrat (orange). Elle peut également activer
une kinase transmembranaire ou soluble via les lobes C-terminaux (bleu clair) par la formation

d’un dimere « face a face ». Adapté de (Pereira et al., 2011 ; Nagarajan et al., 2022).



connus. Cependant, la résolution de la structure de la STPK PknB de M. tuberculosis a permis
de conduire a un modeéle d’activation. Des expériences de cristallographie ont permis de
résoudre la structure de PknB en diméres « dos a dos » de monomeéres liés par une
interaction entre les lobes N-terminaux du domaine catalytique, et « face a face » de
monomeres liés par une interaction entre les lobes C-terminaux. Selon le modele
d'activation proposé, la dimérisation "dos a dos" induirait une activation allostérique de
chagque monomere. Par la suite, les monomeres activés seraient capables de former un
dimere "face a face" dans lequel les thréonines de la boucle d'activation de chaque
monomere seraient phosphorylées. Enfin, chague monomere serait en mesure de
phosphoryler ses cibles cellulaires jusqu'a ce que le systeme soit désactivé par la

déphosphorylation de la boucle d'activation (Figure 30).

Le pneumocoque code pour une unique STPK membranaire, nommée StkP, dont je

détaillerai le role et les caractéristiques dans la partie IV.2.

1.4) Les tyrosines protéine-kinases typiquement bactériennes

La grande majorité des tyrosine kinases identifiées et caractérisées chez les bactéries
appartiennent a la famille des protéine-tyrosine kinases typiquement bactériennes, ou BY-
kinases (Grangeasse et al. 2007). Les BY-kinases régulent plusieurs processus biologiques,
tels que la biosynthése et I’export des polysaccharides de la capsule (Standish et al., 2014 ;
Nourikyan et al., 2015 ; Mijakovic et al., 2016). Elles sont trés conservées parmi les bactéries
et la plupart d’entre elles encodent pour au moins une BY-kinase (Jadeau et al., 2012).

Les BY-kinases présentent un domaine N-terminal extracellulaire flanqué de deux hélices
transmembranaires et un domaine cytoplasmique C-terminal portant l'activité kinase
(Grangeasse et al., 2007). Chez les Firmicutes, ces domaines sont codés par deux genes
successifs et sont donc présents comme deux chaines polypeptidiques séparées, qui
interagissent pour former une BY-kinase active (Mijakovic et al., 2003 ; Morona et al., 2000 ;
Doublet et al.,, 2002 ; Soulat et al., 2006) (Figure 31). Les BY-kinases se distinguent des
NTPases par la présence d'un domaine supplémentaire appelé tyrosine cluster (YC), qui
constitue le site d'autophosphorylation de la protéine (Grangeasse et al., 2002). Cette

autophosphorylation est qualifiée de trans, car elle résulte de la phosphorylation du
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Figure 31 : Organisation des BY-kinases chez les Protéobactéries et les Firmicutes. Les BY-
kinases possedent deux domaines transmembranaires, une boucle extracellulaire composée
d’un domaine en épingle a cheveux (ovales verts) et un motif riche en prolines (en violet). Chez
les protéobactéries, le domaine cytoplasmique est composé d’une séquence riche en
Arginines et en Lysines (appelé cluster RK, en vert), de domaines Walker A, A’ et B (en rose
clair, rose et orange respectivement), d’une tyrosine pouvant étre phosphorylée (Y et ® rouge)
et d’'une séquence riche en tyrosines YC (en bleu clair). Chez les Firmicutes, la boucle
extracellulaire est plus courte. Le domaine cytoplasmique est séparé du domaine activateur
membranaire et ne possede pas de cluster RK ni de tyrosine interne phosphorylable. Les deux
sous-unités protéiques doivent interagir (double fleche) pour former une protéine-kinase

active. D'apres (Grangeasse et al., 2007 ; Mijakovic et al., 2016).



domaine YC d'une molécule de BY-kinase par une autre molécule. Le site actif des BY-kinases
présente des motifs Walker, qui sont habituellement retrouvés dans les NTPases. Les BY-
kinases possedent un motif Walker A, A’ et B, essentiels a leur activité. La substitution
d’acides aminés spécifiques dans un des trois motifs (lysine ou acide aspartique) induit une

forte baisse de I'activité autokinase des BY-kinases (Doublet et al., 1999 ; Soulat et al., 2007).

Le génome du pneumocoque code pour une seule BY-kinase, qui est essentielle pour la
production et I'export de la capsule ainsi que pour la coordination de ce processus avec le
cycle cellulaire (Henriques et al., 2011 ; Nourikyan et al., 2015 ; Mercy et al., 2019). Elle
comprend le modulateur transmembranaire CpsC et le domaine kinase cytoplasmique CpsD
(Morona et al., 2006 ; Henriques et al., 2011). Le génome du pneumocoque code aussi pour
une phosphatase associée, CpsB. L'autophosphorylation de CpsD agit comme un systéme
signal qui coordonne la synthése des polysaccharides de la capsule (CPS) avec la ségrégation
du chromosome (Nourikyan et al. 2015). La production de CPS a lieu exclusivement au centre
de la cellule et est dépendant de I'interaction de CpsD avec CpsC. CpsD se localise au site de
division et participe a I'assemblage de la capsule. En absence de CpsC, CpsD est incapable de
s’autophosphoryler et de se localiser correctement (Nourikyan et al., 2015). L'absence de
CpsD ou du domaine C-terminal cytoplasmique de CpsC conduit a une délocalisation de la
synthése du CPS aux poles cellulaires et a une polymérisation associée a une accumulation
des polysaccharides de faible masse moléculaire (Nourikyan et al., 2015). Une étude récente
a également montré que I'autophosphorylation de CpsD module la longueur des polymeres

de la capsule, probablement en réponse a un signal externe (Nakamoto et al., 2021).

1.5) Les protéine-kinases atypiques

1.5.1) Les serine-kinases atypiques

Il existe deux autres types de protéine-kinases typiquement bactériennes capables de
phosphoryler les résidus sérine. Elles possédent des domaines Walker comme les BY-
Kinases. Ce sont les HprK/P (Hpr kinase/phosphorylase) (Deutscher & Saier 1983) et les
IDHK/P (Isocitrate déshydrogénase kinase/phosphorylase) (Nimmo et al., 1984). Ce sont des
enzymes bifonctionnelles qui peuvent aussi déphosphoryler leurs substrats, effectuant ainsi
cette réaction sur le méme site actif que la phosphorylation (Stueland et al., 1989 ;
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Fieulaine et al., 2002 ; Mijakovic et al., 2002). HprK/P stimule ou réprime l'importation de
glucose en fonction de sa disponibilité dans le milieu, en phosphorylant ou déphosphorylant
HPr (Bruckner & Titgemeyer, 2002 ; Galinier & Deutscher, 2017). IDHK/P phosphoryle I'IDH
afin d’inhiber sa fonction dans le cycle de Krebs lorsque le glucose n’est pas disponible. Ceci
active la voie du glyoxylate qui permet de synthétiser des intermédiaires de ce cycle (Nimmo

et al., 1984).

1.5.2) Les arginine protéine-kinases

Certaines protéine-kinases bactériennes sont capables de phosphoryler des résidus arginine
(Andrews et al., 2008 ; Basell et al., 2014). Ces arginines kinases sont le plus souvent
retrouvées chez les Protéobactéries mais également chez les firmicutes (Fraga et al., 2019).
Elles ont été catégorisées en plusieurs familles, le cluster A, B et les protéines de la famille
des McsB (Suzuki et al., 2013 ; Fraga et al., 2019). Chez B. subtilis, McsB est nécessaire au
controle qualité des protéines synthétisées, plus particulierement lors de la réponse a un
stress thermique et oxydatif (Mijakovic et al., 2016). McsB phosphoryle les protéines mal
repliées sur des résidus arginine, les marquant ainsi pour la dégradation (Trentini et al.,
2016 ; Lilge et al., 2020). La dégradation est réalisée par le complexe protéase ClpCP. McsB

est ensuite déphosphorylée par la phosphatase YWIE (Zhou et al., 2019).

1.5.3) Les autres protéine-kinases atypiques

Il existe aussi d’autres types de protéine-kinases atypiques, comme la Sérine/Thréonine
protéine-kinase YihE de E. coli. Elle présente des similarités avec les STPKs mais ne possede
pas les motifs signatures de Hanks caractéristiques (Manuse et al., 2015 ; Zheng et al., 2007).
Elle jouerait un role dans la réponse aux stress environnementaux (Dorsey-Oresto et al.,
2013).

Une autre famille de kinases atypiques a été découverte récemment chez B. subtilis (Nguyen
et al., 2016). CotH, une protéine-kinase de la couche externe des spores, posséde un
repliement ressemblant aux protéine-kinases (PKL, protein kinase-like fold) atypique, qui
présente un mode de liaison a 'ATP impliquant des résidus uniques dans la liaison aux

nucléotides (Nguyen et al., 2016). Elle phosphoryle deux protéines, CotB et CotG. Une perte
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Figure 32 : StkP chez S. pneumoniae. StkP est une protéine bitopique dont le domaine
extracellulaire est composé de 4 domaines PASTA. Le domaine extracellulaire interagit avec
PBP2x (en gris). Le domaine PASTA 4 interagit avec LytB (en bleu clair). Le domaine
extracellulaire est composé d’'un domaine juxtamembranaire (JUXT) et d’un domaine
catalytique (Cat) qui s’autophosphoryle pour phosphoryler ses substrats. Parmi de nombreux
substrats identifiés, la phosphorylation de DivIVA, EloR, MacP et MapZ est nécessaire a
différentes étapes de la division cellulaire. Le réle de la phosphorylation d’autres substrats

(FtsZ, MItG, GpsB) reste a caractériser. Figure modifiée a partir de (Nagarajan et al., 2021).



de leur phosphorylation affecte la structure du manteau externe des spores, et une délétion
du géne codant pour CotH affecte la germination des spores (Freitas et al., 2020).

D’autres protéine-kinases peuvent également jouer un réle dans la survie dans le
macrophage en conditions d’infection, comme PkrA de Mycobacterium tuberculosis (Wong
et al., 2018).

Enfin, il existe aussi des protéine-kinases bactériennes ubiquitaires (Ubk), largement mais
exclusivement conservées dans le regne bactérien (Teplyakov et al., 2002 ; Mangat and
Brown, 2008). Les protéines UbK se phosphorylent sur un résidu tyrosine et ont un motif
Walker A canonique G/AX4GKT/S retrouvé notamment dans les BY-kinases. Cependant,
contrairement aux BY-kinases, elles ne possédent pas de séquence riche en tyrosine au
niveau de leur extrémité C-terminale (tyrosine cluster) (Leipe et al., 2002 ; Grangeasse et al.,
2007).

Chez S. pneumoniae, Ubk est une protéine essentielle qui s’autophosphoryle sur un unique
résidu tyrosine in vivo (Nguyen et al., 2017; Pelletier et al, 2019). La
phosphorylation/déphosphorylation de UbK régule son activité d’hydrolyse de I’ATP, une
activité nécessaire a la croissance et a la morphologie normale du pneumocoque.
Contrairement a Ubk de S. pneumoniae qui s’autophosphoryle sur un unique résidu tyrosine,
Ubk (anciennement nommeée YdiB) de B. subtilis posséde une activité Ser/Thr/Tyr kinase et
s’autophosphoryle sur plusieurs résidus thréonine et sérine. Cette protéine est essentielle a
la croissance de B. subtilis en conditions oxydantes (Nguyen et al., 2017 ; El-Khoury et al.,

2020).

2) StkP, régulateur central de la division cellulaire du pneumocoque
2.1) Structure et fonction

StkP est le régulateur central de la division cellulaire et de la morphogenése du
pneumocoque (Beilharz et al., 2012 ; Fleurie et al., 2012 ; 2014a, b ; Grangeasse, 2016 ;
Zucchini et al., 2018). C’est I'unique sérine/thréonine protéine-kinase du pneumocoque. Elle
est composée de quatre domaines PASTA extracellulaires, dont les trois plus proches de la
membrane sont interchangeables (Figure 32). Leur présence cumulative est cependant
essentielle a l'activité de StkP. Ils modulent I'épaisseur de la paroi septale et le degré
d’activation de StkP (Zucchini et al., 2018). Chez le pneumocoque, I'activation de StkP est

indépendante de son interaction avec le peptidoglycane (Zucchini et al., 2018).
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Au contraire, chez M. tuberculosis, 'interaction de la STPK PknB avec des fragments de
peptidoglycane non réticulés (et contenant de I'acide meso-diaminopimelique) est
essentielle pour réguler la localisation et I'activation de la protéine-kinase (Hardt et al.,

2017 ; Kaur et al., 2019).

Le PASTA 4 de StkP, le motif le plus distal, est nécessaire a la localisation de StkP au site de
division et contient un motif spécifique lui permettant d’interagir avec I'hydrolase LytB pour
assurer la séparation correcte des cellules filles (Zucchini et al., 2018). Ainsi les modules
PASTA 1, 2 et 3 sont nécessaires au positionnement et a I’activité kinase de StkP et le PASTA

4 dirige I’hydrolyse du septum par LytB.

Un mutant catalytique de StkP (StkP K42M) incapable de s’autophosphoryler et de
phosphoryler ses cibles induit un allongement des cellules qui présentent de multiples septa
non fonctionnels (Fleurie et al., 2012). La délétion du domaine extracellulaire de StkP
conduit a un phénotype similaire. En revanche, la délétion complete du géne codant pour
StkP induit la formation de cellules en chaines et arrondies. Ceci suggere que le domaine
extracellulaire de StkP controle I'activité kinase de StkP, que cette activité kinase est
importante pour la division cellulaire du pneumocoque, mais que le role de StkP dans la

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

2.2) Les substrats de StkP

StkP est connue pour phosphoryler plusieurs protéines du divisome, notamment MapZ,
DivIVA, EloR et MacP (Fleurie et al.,, 2014 ; Fleurie et al.,, 2017 ; Holeckova et al., 2015 ;
Ulrych et al.,, 2016 ; Zheng et al., 2017 ; Fenton et al., 2018). Plus récemment, une analyse de
phosphoprotéomique a permis d'identifier de nouveaux substrats potentiels de StkP, parmi
lesquels les protéines de la division cellulaire FtsZ, MItG et GpsB (Hirschfeld et al., 2020).
Toutefois, leur phosphorylation in vivo doit encore étre confirmée.

EloR (Elongasome regulating protein), aussi nommée KhpB ou Jag, est une protéine
conservée parmi les bactéries a Gram positif (Stamsas et al., 2017). C'est une protéine
cytoplasmique composée de trois domaines : un domaine N-terminal Jag et deux domaines

KH-1l et R3H capables de se lier a ’ARN (Stamsas et al., 2017 ; Winther et al., 2021).
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Le domaine Jag est responsable de la localisation de EloR au centre de la cellule. Ce domaine
interagit avec MItG, qui pourrait étre impliqué dans la localisation septale de EloR (Winther
et al., 2021). EloR interagit également avec KhpA, une protéine de liaison a I’ARN, et cette
interaction est indispensable a I’élongation cellulaire (Stamsas et al.,, 2017 ; Zheng et al.,
2017). EloR, KhpA et MItG font partie d’'un méme complexe impliqué dans I’élongation
cellulaire, localisé au centre de la cellule.

EloR est phosphorylée sur la thréonine 89 par StkP (Sun et al., 2010 ; Ulrych et al., 2016). Les
domaines PASTA de StkP sont indispensables a la phosphorylation de EloR, suggérant que le
niveau de phosphorylation de EloR est régulé par des signaux extérieurs détectés par les
domaines PASTA (Stamsas et al., 2017). Tout comme un mutant AeloR, un mutant exprimant
une forme phosphoablative (déphosphorylée de facon permanente) présente des cellules
plus courtes. En revanche, une mutation permettant [|'expression d’une forme
phosphomimétique (constitutivement phosphorylée) n’est pas tolérée, sauf si elle est
accompagnée de mutations suppressives dans les genes codant pour les protéines MreC et
RodZ, impliquées dans I"élongation cellulaire (Stamsas et al., 2017). Ces résultats montrent
qgue EloR est nécessaire a I’élongation cellulaire de S. pneumoniae. La phosphorylation de
EloR par StkP n’est pas nécessaire a la localisation de EloR au centre de la cellule, mais est
indispensable a son activité. En effet, la forme phosphorylée de EloR stimule I’élongation
cellulaire, alors que la forme déphosphorylée est inactive ou moins active (Stamsas et al.,

2017).

MacP est un autre substrat de StkP, phosphorylé sur la thréonine 32 (Fenton et al., 2018).
Elle est composée d'un domaine cytoplasmique N-terminal et d'un domaine
transmembranaire C-terminal. MacP se localise au centre de la cellule ou elle interagit
spécifiguement avec PBP2a pour promouvoir son activité. La délétion de macP entraine la
formation de cellules plus petites et qui lysent facilement, un phénotype similaire a celui
d’un mutant Apbp2a. Un mutant phosphoablatif de MacP empéche I'activité de PBP2a, sans
pour autant affecter leur interaction. Ainsi, la phosphorylation de MacP régule I'activité de

PBP2a et donc la division cellulaire.
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DivIVA, une autre protéine du divisome, est également un substrat de StkP. La délétion du
géne codant pour DivIVA conduit a la formation de petites cellules en chaines, ce qui traduit
un role dans I’élongation cellulaire (Fleurie et al., 2014b). DivIVA est phosphorylée par StkP
sur la thréonine 201. Un mutant DivIVA phosphoablatif présente des cellules allongées avec
des renflements polaires (Fleurie et al., 2012). Le niveau de phosphorylation de DivIVA est
controlé par GpsB, qui stimule I’activité kinase de StkP pour phosphoryler ses cibles (Fleurie
et al., 2014b).

DivIVA est une protéine conservée parmi les bactéries a Gram positif. DivIVA est
phosphorylée chez de nombreuses bactéries et est impliquée dans la régulation de la
division cellulaire, la croissance polaire ou la ségrégation des chromosomes (Hammond et
al., 2019).

Chez Streptomyces coelicolor, DivIVA est phosphorylée par la STPK AfsK et sa
phosphorylation régule la localisation du polarisome (Hempel et al., 2012).

Chez B. subtilis, DivIVA interagit avec la STPK PrkC (Dworkin et al., 2015 ; Pompeo et al.,
2015 ; Pompeo et al., 2018) et des études in vitro ont montré qu’elle était phosphorylée sur
un résidu sérine (Ravikumar et al, 2014). Cependant, PrkC ne semble pas étre responsable de
la phosphorylation de DivIVA (Pompeo et al., 2015). Alternativement, I'arginine kinase McsB,
pourrait phosphoryler DivIVA sur un résidu argine et jouer un role dans la sporulation (Van
Baarle et al.,, 2013). D’autre part, une tyrosine kinase, PtkA, est également capable de
phosphoryler DivIVA en se localisant aux péles par interaction avec MinD (Shi et al., 2014).
Le role de la phosphorylation de DivIVA chez B. subtilis reste a étre élucidé.

Chez M. tuberculosis, DivIVA, également appelée Wagl, est phosphorylée par au moins une
STPK, PknA, sur un résidu thréonine (Kang et al., 2005 ; Lee et al., 2014). La phosphorylation
de Wagl pourrait intervenir dans la régulation de la synthése du peptidoglycane (Jani et al.,

2010).

MapZ est également phosphorylé sur deux résidus thréonine, T67 et T78 par StkP. La
phosphorylation de MapZ n’influence pas son organisation structurale, ni son interaction
avec FtsZ ou avec les lipides de la membrane (Fleurie et al., 2014a, Hosek et al., 2020). En
revanche, les mutants phosphoablatifs et phosphomimétiques de MapZ présentent des

défauts morphologiques et de viabilité, avec des structures aberrantes de FtsZ,
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mapZ-2TA

mapZ-2TE

FtsZ-GFP

Figure 33 : Morphologie des différents mutants mapZ et localisation de FtsZ-GFP. Les images

de contraste de phase sont superposées a la fluorescence. Barre d’échelle : 2 um. (Fleurie et
al., 2014).



des diametres et orientations de I'anneau Z altérés et un nombre réduit d’anneaux Z par
cellule (Fleurie et al., 2014a) (Figure 33). Ainsi I'équilibre entre les formes phosphorylées et
non phosphorylées de MapZ est nécessaire a la formation de I’'anneau Z et a sa constriction.
MapZ agit donc comme un régulateur bifonctionnel, assurant d'une part le positionnement
de I'anneau Z de maniére indépendante de la phosphorylation, et controlant d'autre part la
dynamique et la stabilité de I'anneau Z de maniere dépendante de la phosphorylation.

Ces observations indiquent que d’autres partenaires de MapZ, dont les fonctions seraient
affectées par la phosphorylation de MapZ, restent a étre identifiés. De plus, la région
cytoplasmique de MapZ est intrinsequement désordonnée et présente deux motifs de
reconnaissance moléculaires MoRFs (Molecular recognition features). Ces MoRFs ont une
propension a former des hélices amphipathiques et pourraient se structurer au contact d’un
partenaire (Radivojacet al., 2007 ; Vacic et al., 2007 ; Tompa et al., 2008). Enfin, la présence
d’un large patch d’acides aminés conservés (résidus 18-67) parmi les Streptococcaceae
suggere l'existence d’interactions protéine-protéine avec le domaine N-terminal qui
pourraient étre conservées (Ashkenazy et al., 2016).

Dans ce contexte, j’ai identifié au cours de ma these, un nouveau partenaire de MapZ. Il
s’agit de EzrA, une protéine du divisome dont l'interaction avec MapZ est modulée par son
niveau de phosphorylation. Les détails sur l'interaction entre ces deux protéines seront

exposés dans la section des résultats de ce manuscrit.

Les quatre substrats que j'ai décrits sont des protéines impliquées dans la division cellulaire,
dont le role de la phosphorylation a été plus ou moins caractérisé. Outre son réle dans la
division cellulaire, StkP joue également un réle crucial dans la coordination de la division
cellulaire avec la compétence. Une observation intéressante est que la phosphorylation de
plusieurs substrats de StkP est réduite aprés l'induction de la compétence, notamment celle
de DivIVA, ce qui suggere un lien étroit entre la compétence et la division cellulaire (Bergé et
al., 2017). De fait, StkP phosphoryle le régulateur de réponse ComE sur la Thréonine 128, ce
qui influence la régulation globale de la transcription lors d'un stress acide. Cela favorise la
résistance aux antibiotiques qui ciblent la paroi cellulaire (Pinas et al.,, 2018). la
phosphorylation de ComE par StkP déclenche également l'autolyse médiée par LytA (Pifas et

al., 2018), jouant ainsi un réle crucial dans la virulence et la survie du pathogene.
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Au-dela de son role de phosphorylation, StkP interagit avec d’autres protéines. Notamment
GpsB, dont l'interaction avec le domaine kinase de StkP est essentielle a la localisation de
StkP au centre de la cellule et indispensable pour phosphoryler ses substrats (Fleurie et al.,
2014b ; Zheng et al., 2017). StkP module également I'activité de PBP2x (détaillé au chapitre
111.2.2) et de LytB (détaillé au chapitre 11.2.3).

StkP participe aussi a la régulation de I'expression du pilus et module ainsi I'adhérence du
pathogéne aux cellules eucaryotes (Herbert et al., 2015).

L'unique sérine/thréonine protéine-kinase du pneumocoque semble donc orchestrer de

nombreux réseaux dont on ne connait pas encore I’'ensemble des fonctions.

2.3) La phosphatase PhpP

Il existe deux superfamilles de phosphatases de STPKs : les phosphoprotéines phosphatases
(PPP) et les phosphatases dépendantes des métaux (PPM). Le pneumocoque code pour une
unique PPP connue, PhpP, dépendante du Mn?* (Novakova et al., 2005). C’est une protéine
cytoplasmique dont le domaine catalytique contient 11 motifs signatures conservés. La
mutation de deux acides aminés ultra conservés (D192 et D231) indispensables a
I'interaction avec le Mn?* conduit a la perte de la fonction enzymatique de la phosphatase
(Bork et al., 1996 ; Novakova et al., 2005). Cette enzyme est localisée de maniere diffuse
dans le cytoplasme mais elle peut étre enrichie au septum de division, uniquement lorsque
StkP est exprimée (Beilharz et al., 2012).

Une surexpression du géne phpP conduit a la déphosphorylation des substrats de StkP. Les
mutants de surexpression ont un phénotype similaire a celui d’'un mutant AstkP, avec des
cellules allongées qui présentent de multiples septa de division non constrits (Ulrych et al.,
2016). A l'inverse, la délétion du gene phpP conduit a I’'hyperphosphorylation de StkP et de
ses substrats. Les mutants AphpP présentent une morphologie similaire a celle observée lors
d'une surexpression de StkP, caractérisée par de petites cellules avec une constriction
prématurée de I'anneau Z (Ulrych et al., 2016). PhpP régule donc I'activité de StkP et est
capable de déphosphoryler directement ses substrats (Ulrych et al., 2016).

Des études récentes de phosphoprotéomique comparant des souches sauvage, AstkP et
AphpP ont permis d’identifier de nouveaux substrats de StkP qui pourraient également étre

déphosphorylés par PhpP (Hirschfeld et al., 2020 ; Ulrych et al., 2021).
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PhpP interagit également avec le régulateur de réponse orphelin RitR. En compétition avec
StkP pour son interaction, il régule I'absorption du fer chez le pneumocoque (Ulijasz et al.,
2009). D’autre part, la délétion du gene phpP chez le pneumocoque conduit a une
augmentation de I'abondance des protéines impliquées dans I'import du phosphate, ce qui
suggere que le role de PhpP puisse aller au-dela de I'unique déphosphorylation des substrats

de StkP (Stiilke et al., 2020).
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Objectif des travaux

Comme cela a été présenté dans la partie bibliographique, la division cellulaire est un
processus complexe, régulé par un ensemble complexe de protéines, nécessitant la
coordination d’un ensemble d’interaction et d’activités protéiques au sein de la machinerie
protéique de division. Les protéine-kinases jouent un réle important dans la régulation des
mécanismes mis en jeu.

Mon travail de thése a donc consisté a préciser le réle de la phosphorylation dans la
régulation de la division cellulaire de la bactérie Streptococcus pneumoniae tout en essayant
de caractériser la fonction des protéines impliquées dans le fonctionnement du divisome.

A partir de |a je me suis concentrée sur la phosphorylation de la protéine MapZ et sur la
caractérisation d’une protéine nouvellement identifiée au laboratoire et nécessaire a la

morphogénése du pneumocoque.

La protéine MapZ assure le positionnement correct de I'anneau Z. Cependant, le role exact
de la phosphorylation de MapZ reste mystérieux a ce jour. Dans le cadre de mes recherches
au laboratoire, j'ai découvert un nouveau partenaire de MapZ, la protéine du divisome EzrA.
Cette derniéere est une protéine précoce du divisome assurant la stabilité de FtsZ au site actif
de division. J’ai montré que EzrA interagit avec MapZ préférentiellement lorsqu’elle est non
phosphorylée. Mes résultats indiquent que la dynamique de EzrA est altérée dans un mutant
phosphomimétique, ce qui suggere que la phosphorylation constitutive de MapZ empéche
EzrA d'identifier correctement le site de division. En intégrant I'ensemble de ces résultats,
j’ai pu proposer un modele dans lequel la phosphorylation de MapZ constitue un niveau de
régulation supplémentaire, permettant de contréler la dynamique et la stabilité de I'anneau

Z en interagissant avec EzrA.

Au cours de ma these, j'ai également identifié une nouvelle protéine impliquée dans la
morphogénése du pneumocoque : CopD (Coordinator of PBP1a and PBP2b dynamics). J'ai
montré que CopD interagit spécifiquement avec la PBP de classe A PBP1a et la PBP de classe
B PBP2b. L'absence de CopD perturbe la dynamique spatio-temporelle de ces PBPs.

L’ensemble des résultats obtenus nous ont permis de proposer un modele dans lequel CopD

137






controle la morphogénese du pneumocoque en régulant la localisation spatiale et
temporelle de PBP1a et PBP2b.

Ces deux études menées au cours de ma these ont contribué a une meilleure
compréhension du mécanisme de division cellulaire chez le pneumocoque, de |'assemblage

du divisome a la synthese et au remodelage du peptidoglycane.
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Souches et conditions de culture

Les souches de S. pneumoniae ont été cultivées en milieu C+Y (Tableau 1), a 37°C, jusqu’a ce
gue la culture atteigne une densité optique a 550nm (DOssonm): 0,1-0,2. Pour les
transformations, les souches ont été ensemencées en masse dans des géloses Todd-Hewitt
Yeast (THY) (Todd, Hewitt, 1932 ; Becton Dickinson) supplémentées de 3% (vol/vol) de sang
de cheval défibriné et incubées pendant 120 minutes a 37°C. La sélection des clones
transformants lors de la construction de mutants a ensuite été réalisée par ajout d’une
surcouche de THY agar contenant l'antibiotique approprié (streptomycine 200 pg/mL,
kanamycine 250 pug/mL) puis incubé la nuit a 37°C. Pour les observations en microscopie, des
cellules prélevées en phase exponentielle de croissance (DOssonm : 0,1) ont été utilisées. Les
courbes de croissance ont été réalisées a I'aide d’un spectrophotometre JASCO détectant
automatiguement la DOssonm toutes les 10 minutes.

Les souches de E. coli suivantes ont été utilisées : (i) XL1-Blue et DH5a pour les clonages, (ii)
BL21 (DE3) et BL21 star (DE3) pour la surexpression des protéines, (iii) BTH101 pour le
systéme BACTH et (iv) TB28 pour le systeme POLAR. Du milieu LB (bouillon lysogéne) et du
LB agar (Bertani, 1951 ; MP Biomedicals) supplémenté de I'antibiotique approprié ont été
utilisés pour la culture a 37°C. Pour le POLAR, du milieu M9 (Manuse et al., 2016)
supplémenté de I'antibiotique approprié ainsi que 0,2% de casaminoacides et 0,2%
d’arabinose a été utilisé. La croissance cellulaire a été mesurée par lecture de la DO a

600nm. Les souches utilisées dans cette étude sont répertoriées dans le Tableau 2.

Composant Concentration finale
L-cystéine 58,3 uM
Sodium acétate 22,2 mM
Hydrolysat de caséine 0,45% (masse/volume)
L-tryptophane 26,8 uM
Hydrogénophosphate de potassium 33,9 uM

Eléments a ajouter extemporanément

Chlorure de Manganeése anhydride 0,36 uM
L-glutamine 136 uM
D-glucose 10,1 mM
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Sodium pyruvate 2,5 mM
D-saccharose 0,86 mM
Uridine 73,7 uM
Adénosine 67,4 UM
BSA (Serum Albumine Bovine) 10,5 uM
Extrait de levure 0,23% (masse/volume)

L-Asparagine 0,34 mM
Choline 43,7 mM

Chlorure de calcium anhydre 0,1025 mM
Sulfate de fer heptahydrate 1,64 uM
Sulfate de cuivre pentahydrate 1,83 uM
Sulfate de zinc heptahydrate 1,58 uM
Chlorure de manganése tétrahydrate 0,92 uMm
Chlorure de magnésium hexahydrate 2,24 mM
Biotine (Vitamine B7) 0,2 ug
Acide nicotinique (Vitamine B3) 0,2 mg
Pyridoxine hydrochloride (Vitamin B6) 0,2 mg
Calcium panthothénate (Vitamine B5) 0,6 mg
Thiamine hydrochloride (Vitamine B1) 0,2 mg
Riboflavine (Vitamine B2) 0,1mg

Tableau 1 : Composition du milieu C+Y. Ce milieu est autoclavé 30 minutes a 120°C. Les
éléments ajoutés extemporanément sont filtrés avec un filtre 0,22um. Ce milieu doit étre

ajusté a pH 7,4.




Souche Génotype et description Référence Amorces
(Tableau 3)

S. pneumoniae
R800 Dérivée de S. pneumoniae R6 Don de J.-

P.Claverys,

Toulouse, France
Wild type R800 rpslL1 Don de J.-

P.Claverys,

Toulouse, France
AmapZ R800 rpsL1, AmapZ; StrR Fleurie et al., 2014 | 1-4
gfp-mapZ R800 rpsL1, gfp-mapZ; Str® Fleurie et al., 2014 | 1-8
AmapZ, ezrA-gfp R800 rpsL1, AmapZ, ezrA-gfp; Str® Fleurie et al., 2014 | 18, 20-24
Pcomx-gfp-mapZ- R800 rpsLl, Pcomx-gfp-mapZ-Aextra- | Cette étude 9-14
AextraAH1 A(M1-G41); St
Pcomx-gfp-mapZ- R800 rpsLl, Pcomx-gfp-mapZ-Aextra- | Cette étude 9-14
AextraAH1-2TA A(M1-G41)-T67-78A; Strf
Pcomx-gfp-mapZ- R800 rpsL1l, Pcomx-gfp-mapZ-Aextra- | Cette étude 9-14
AextraAH1-2TE A(M1-G41)-T67-78E; Strf
Pcomx-gfp-mapZ- R800 rpsL1l, Pcomx-gfp-mapZ-Aextra- | Cette étude 9-16
AextraAH1-2TA,  hipa- | A(M1-G41)-T67-78A, hlpa::hlpa-mkate2-
mkate2 cm; Strf
Pcomx-gfp-mapZ- R800 rpsLl, Pcomx-gfp-mapZ-Aextra- | Cette étude 9-16
AextraAH1-2TE,  hlpa- | A(M1-G41)-T67-78E, hlpa::hlpa-mkate2-
mkate2 cm; Strf
Pcomx-gfp-mapZ- R800 rpsLl, Pcomx-gfp-mapZ-Aextra- | Cette étude 9-14
AextraAH1-2TA, A(M1-G41)-T67-78A, mkate2-mapZ; Str?
mkate2-mapZ
Pcomx-gfp R800 rpsL1, Pcomx-gfp; Str’ Cette étude 9-11,17-19
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gfp-mapZ-2TA R800 rpsL1, gfp-mapZ-T67-78A; Str? Cette étude 1-8
gfp-mapZ-2TE R800 rpsL1, gfp-mapZ-T67-78E; Strf Cette étude 1-8
mapZ-2TA, ezrA-gfp R800 rpsLl, mapZ-T67-78A, ezrA-gfp; | Cette étude 1, 2, 18, 20-
Str® 24
mapZ-2TE, ezrA-gfp R800 rpsLl, mapZ-T67-78E, ezrA-gfp; | Cette étude 1, 2, 18, 20-
Strf 24
ezrA-gfp R800 rpsL1, ezrA-gfp; Str® Fleurie et al., | 18,20-24
2014b
mkate2-mapZ R800 rpsL1, mkate2-mapZ; Str* Cette étude 1-2, 25-28
mecfp-mapZ R800 rpsL1, mecfp-mapZ; Str* Cette étude 1-2,28-31
ezrA-yfp R800 rpsL1, ezrA-yfp; Str? Cette étude 18, 20-24
mcherry-stkP R800 rpsL1, mcherry-stkP; Str® Cette étude 32-37
gfp-stkP R800 rpsL1, gfp-stkP; Str® Fleurie et al., 2012
ezrA-gfp, mkate2-mapZ | R800 rpsL1, ezrA-gfp, mkate2-mapZ; Str® | Cette étude 20, 21
ezrA-gfp, mcherry-stkP R800 rpslL1, ezrA-gfp, mcherry-stkP; Strf | Cette étude 32,33
mkate2-mapZ, gfp-stkP | R8O0 rpsL1, mkate2-mapZ, mcherry- | Cette étude 32,33
stkP; Strf
mecfp-mapZ, mcherry- | R800 rpsL1l, mecfp-mapZ, ezrA-yfp, | Cette étude 20, 21, 32,33

StkP, ezrA-yfp

mcherry-stkP; Strf

E. coli

XL1-Blue supE44 hsdR17 recAl endAl gyrA46 thi | Bullock et al.,
relAl lac-F'[proAB + laclqlacZAM15 | 1987
Tn10]; Tc?

BTH101 F, cya-99, araD139, galE15, galK16, | Euromedex
rpsL1, hsdR2, mcrAl, mcrB1; Str®

BL21 (DE3) F, ompT gal dcm lon hsdSB (rB-mB-) | Studier et al., 1986

A(DE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7
nin5]j)

BL21 star (DE3)

F~ ompT gal dcm lon hsdSB(rB—-mB-)
A(DE3 [lacl lacUV5-T7p07 ind1l sam7
nin5]) [malB+]K-12(AS)

Invitrogen

TB28

F~A-rph-1 DE(laclZYA)::FRT

Bernhardt and de

Boer, 2003




Plasmides

pT7.7-mapZcyo-2TA-
TEV-6his

PT7.7 dérivé, codant pour MapZ T67-
78A, de Metl a Gly159

Hosek et al. 2020

pT7.7-mapZcyto-2TE-TEV-

PT7.7 dérivé, codant pour MapZ T67-

Hosek et al. 2020

6his 78E, de Metl a Gly159
pKT25 PLac-T25, kan pACYC ori Karimova et al.,,
2004
pUT18C PLac-T18, bla Karimova et al.,,
2004
pKT25-zip Plac-T25-leucine zipper région (levure | Karimova et al,
GCN4), kan pACYC ori 2004
pUT18C-zip Plac-T18-leucine zipper region from | Karimova et al,
yeast GCN4. bla 2004
PKNT25-mapZcyio-2TA MapZcyo-T67-78A-P1.-T25 kan pACYC ori | Cette étude 38-41
PKNT25-mapZcyto-2TE mapZcyto-T67-78E-PLac-T25 kan pACYC ori | Cette étude 38-41
pUT18-ezrA ezrA-Plac-T18 bla pUC ori Cette étude 38,39,42,43
pHCL149-mapZcyt-2TA pHCL149 dérivé, codant pour MapZ T67- | Cette étude, | 44-47
78A, de Metl a Gly159 POLAR
pHCL149-mapZcyto-2TE pHCL149 dérivé, codant pour MapZ T67- | Cette étude, | 44, 45, 48, 49
78E, de Metl a Gly159 POLAR
pHCL151-erzA pHCL151 dérivé, codant pour EzrA Cette étude, | 50-53
POLAR
pCA10 pPGEX-4T1 dérivé, codant pour EzrA, de | Don de C. Morlot
Arg28-Lys310
pCA12 pPGEX-4T1 dérivé, codant pour EzrA, de | Don de C. Morlot
Arg220-Argd21
pCA13 pPGEX-4T1 dérivé, codant pour EzrA de | Don de C. Morlot
Arg304 a Phe575
pCA15 pPGEX-4T1 dérivé, codant pour EzrA de | Don de C. Morlot

Arg220 a Phe575

Tableau 2 : Liste des souches et plasmides utilisés.
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Numéro Nom Séquence 5’-3’

1 mapZ-amont (+) GTCTAGCCTCTTTAAACGTGG

2 mapz-aval (-) GCATCAAGTCATAGCTTTCTGC

3 mapZ-délétion (-) GAATTTTGTAACGACTGCGAGTATCCCTTTCTATTTTACCTC

4 mapZ-délétion (+) GAAAGGGATACTCGCAGTCGTTACAAAATTCTTTC

5 Amont-gfp-mapZ (-) CAATTCTTCACCTTTAGAAATCATGAGTATCCCTTTCTATTTTA
CCTC

6 gfp (+) ATGATTTCTAAAGGTGAAGAATT

7 gfp-Linker (-) TCCGGATCCCTCGAGTTTATACAATTCATCCATACCATGTG

8 Linker 1 (+) CTCGAGGGATCCGGA

9 cpsN (+308) (+) CATCGGAACCTATACTCTTTTAG

10 cpsO (+800) (-) ATAACAAATCCAGTAGCTTTGG

11 Pcomx (0) (+) TGAACCTCCAATAATAAATATAAAT

12 cpsN/0 (+1106) (+) TTTCTAATATGTAACTCTTCCCAAT

13 Pcomx / mapZ (+) ATTGGGAAGAGTTACATATTAGAAATTAGTAGTCCAAGTCAT
CCGCATGACCAGCG

14 Pcomx / Gfp (-) ATTTATATTTATTATTGGAGGTTCAATGATTTCTAAAGGTGAA
GAATTG

15 hipA (+) CGAAGTTAGCTCAAGAAG

16 hlpA (-) CAGGTTGATATTATCG

17 cpsN-O-gfp(+1106) (+) GGTATGGATGAATTGTATAAATAATTTCTAATATGTAACTCTT
CCCAAT

18 gfp (-) TTATTTATACAATTCATCCATACC

19 gfp (+) ATGATTTCTAAAGGTGAAGAATTG

20 ezrA-amont (+) CAGCCATGGGAACAGGATTTG

21 ezrA-aval (-) TTTATGATATTTAGCTGTACGAGAGTC

22 ezrA-gfp (-) CTGCAGGAACTCGATGTCTAGTTTAAAACGAATCGTTTCACG
TGTTTTC

23 Linker 2 (+) AAACTAGACATCGAGTTCCTGCAGATGATTTCTAAAGGTGAA
GAATTG

24 gfp-aval-ezrA (+) GGTATGGATGAATTGTATAAATAATAAAAGAAAAAGATTTT

ATTGTGTGAGG




25 rfp-amont-mapZ (-) CTGAACCGGTAAGATGTTTCATGAGTATCCCTTTCTATTTTAC
CTC

26 rfp (+) ATGAAACATCTTACCGG

27 rfp-Linker2 (+) TCCGGATCCCTCGAGCAATTTACTAGGCAAATCAC

28 Linker2-mapZ (+) CTCGAGGGATCCGGAATGAGTAAAAAAAGACGAAATCG

29 mecfp-amont-mapZ (-) CTTCACCTTTAGAAACCATGAGTATCCCTTTCTATTTTACCTC

30 mecfp (+) ATGGTTTCTAAAGGTGAAGAATTG

31 mecfp-Linker2 (-) TCCGGATCCCTCGAGTTTATACAATTCATCCATACC

32 stkP-amont (+) GTTGATACCCAGATCGATACAG

33 stkP-aval (-) AGGCAAAACCAAATAAGGTCG

34 mcherry-linker (-) TCCGGATCCCTCGAGCTTGTACAGCTCGTC

35 mcherry-stkP (+) ATGAACGAGGAGGATGCAGAATGATTGTGAGCAAGGGCGA

36 Linker2-mcherry-StkP (+) CTCGAGGGATCCGGAATGATCCAAATCGGCAAGATTTTTG

37 phpP-aval (-) TCATTCTGCATCCTCCTCGTTC

38 pUT18/pKNT25 (+) CGGGTACCGAGCTCGAATTCA

39 pUT18/pKNT25 (-) CTCTAGAGTCGACCTGCAG

40 pKNT25-mapZeyo (+) CAGGTCGACTCTAGAGATGAGTAAAAAAAGAC

41 pKNT25-mapZeyo (-) TCGAGCTCGGTACCCGTTAGCCTTTTTTACTT

42 pUT18-ezrA (+) CAGGTCGACTCTAGAGATGTCTAATGGACAAC

43 pUT18-ezrA (-) GGTACCCGAAAACGAATCG

44 pHCL149 (-) GTCGCAGACGTTTTGCAGC

45 pHCL149-mapZeyto (+) TGGCGGTGGATCCATGAGTAAAAAAAGACG

46 pHCL149-mapZc,io-2TA(+) AGTTTGCGGCTCGTCAATACAAAAAAGAGGAGTTCGTTGAA
GCTCAGAGTCT

47 pHCL149-mapZc,io-2TA (-) CCAGACTCTGAGCTTCAACGAACTCCTCTTTTTTG

48 pHCL149-mapZc,io-2TE (+) GTATTGACGTTCCGCAAACTTATCCGCCTC

49 pHCL149-mapZc,o-2TE (-) TGAATTCGAGCTCGGTACCCGTTATTCTGTATCTACAACAAC
ATAGCGATTTG

50 pHCL151 () GGATCCACCGCCCAGACCAG

51 pHCL151 (+) CTCGAGTAAGCTTATCGATCTCACG

52 pHCL151-ezrA (+) TGGTCTGGGCGGTGGATCCATGTCTAATGGACAACTAAT

53 pHCL151-ezrA (-) GATCGATAAGCTTACTCGAGAAAACGAATCGTTTCACGTG
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Tableau 3 : Liste des amorces utilisées pour les constructions des souches ou plasmides. Les

amorces sens et antisens sont notées (+) et (-) respectivement.

Mutagenése par remplacement allélique

Les souches isogéniques de S. pneumoniae ont été construites par transformation dans la
souche sauvage R800. Pour la construction des mutants, les transformations ont été
réalisées comme précédemment décrit (Martin et al., 2000), en utilisant des cellules pré-
compétentes traitées a 37°C avec du peptide stimulant la compétence (CSP 1). Les mutants
S. pneumoniae (délétion de génes, fusions aux protéines fluorescentes) ont été construits en
deux étapes, basé sur une cassette kan-rpsL bicistronique appelée Janus (Sung et al., 2001).
Le procédé Janus permet le remplacement d’un géne par une cassette puis la délétion ou la
substitution de la cassette par une forme allélique mutée et/ou fusionnée a une étiquette
fluorescente au locus du gene chromosomique. La cassette Janus et les régions situées en
amont et en aval du géne d’intérét sont amplifiées par PCR. Les fragments obtenus sont
fusionnés par PCR et les zones d’homologie permettant I'insertion de la cassette au sein du
génome par recombinaison homologue. Le procédé Janus permet une expression
physiologique des protéines mutées et/ou fusionnées a une étiquette. La cassette Janus est
soit utilisée pour remplacer un géne d’intérét, soit insérée a son extrémité 5’ ou 3’ si le gene
est essentiel. Cela confére une résistance a la kanamycine et une sensibilité a la
streptomycine dans la souche sauvage R800 rpsLl (Kan®-Str®). Ensuite, n’importe quel
fragment d’ADN flanqué a chaque extrémité des séquences homologues aux régions en
amont et en aval du géne d’intérét peut étre utilisé pour transformer des souches KanR-Str®
afin d’obtenir des mutants Kans-Strk, non polaires, non marqués. Une fois obtenus, ces
transformants ont été repiqués en colonies uniques et l'intégration correcte au locus
chromosomique a été vérifiée par PCR et séquencage. La liste des amorces utilisées pour la

construction des souches est dans le Tableau 3.

Transformation de E. coli

Pour obtenir des cellules de E. coli compétentes, une préculture des souches est réalisée
dans du LB avec les antibiotiques appropriés et incubée a 37°C avec agitation sur la nuit. La

préculture est diluée 100 fois dans du LB + antibiotiques et incubée a 37°C sous agitation



jusqu’a DOgoonm : 0,4. La culture est laissée 10 min a 4°C puis centrifugée 10 mina 5000 x g a
4°C. Le culot est repris par 1/5°™ du volume initial de CaCl, 0,1M et placé dans la glace
pendant 1 h. Les cellules sont de nouveau centrifugées 10 min a 5 000 x g a 4°C puis
resuspendues avec 1/50™¢ du volume initial de CaCl, 0,1M avec du glycérol 15% (vol/vol) et
stockées a -80°C.

Pour la transformation, 100uL de cellules compétentes sont mélangées a 10 ng d’ADN
pendant 30 minutes a 4°C. Un choc thermique est réalisé pendant 50 secondes a 42°C puis
les cellules sont placées dans la glace pendant 1 minute. 900 uL de LB sont rajoutés et la
culture est incubée pendant 1h30 a 37°C sous agitation pour permettre |'expression
phénotypique. Les cellules sont étalées sur une gélose de LB-agar additionnée d’antibiotique
dans un boite de Pétri et laissées la nuit a 37°C. Les clones sont ensuite vérifiés par PCR et

séquencage.

Construction des plasmides

Des fragments d’ADN codant pour différentes versions de EzrA et de MapZ ont été obtenus
par PCR en utilisant de ’ADN chromosomique de S. pneumoniae R800. La liste des plasmides
construits ainsi que les amorces utilisés est disponible (Tableaux 2 et 3). Les plasmides de
double hybride bactérien ont été construits avec le vecteur fourni pour le systéme BACTH
(Euromedex). Les plasmides d’expression ont été construits en utilisant le vecteur pGex
(plasmides offerts par C. Morlot) pour les fragments de EzrA et le vecteur PetPhos a été
utilisé pour les versions de MapZ (Fleurie et al., 2014). Les vecteurs pEtPhos d’expression des
différentes versions de MapZ cytoplasmique (du résidu 1 a 159) sont suivis d’un linker de 3
acides aminés (LQG), d’un site de clivage a la TEV (ENLYFQRGG) et d’une étiquette hexa-
histidine (Fleurie et al., 2014). Les vecteurs pGex d’expression des différentes versions de
EzrA sont suivis d’un linker (LVPRGS), d’un site de clivage a la TEV (ENLYFQRGG) et d’une
étiquette GST. Pour le POLAR, les genes mapZcyto-2TA et mapZcyo-2TE ont été clonés dans le
vecteur pHCL149 et ezrA dans le vecteur pHCL151 (vecteurs offerts par T. Bernhardt). Les
plasmides ont été construits en utilisant la méthode Gibson assembly (Gibson et al., 2012).
Les fragments chevauchants du vecteur et de l'insert ont été amplifiés par PCR. Les réactions
PCR ont été traitées a la Dpnl (20U / 50uL de réaction PCR) pendant 2 heures a 37°C et

purifiées sur colonne. Le vecteur et l'insert ont été mélangés a un ratio 1:3 (0,1pmol vecteur
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et 0,3pmol insert) avec une réaction de Gibson (Tris pH 7,5 0,5M, MgCl, 0,05M, dNTP 4mM,
D,L-Dithiothreitol (DTT) 0,05M, polyéthyléene glycol (PEG 8000) 0,25g/mL, nicotinamide
adénine dinucléotide (NAD) 5mM, T5 exonuclease 0,004 U/uL, polymérase Phusion® 0,025
U/uL, Taq ligase 4U/uL) et chauffé a 50°C pendant 1h30. La réaction finale a été transformée
dans une souche E. coli DH5a ou TB28. Les séquences nucléotidiques de tous les fragments

d’ADN ont été vérifiées par séquencage.

Techniques de microscopie et analyse d’images

Les souches contenant une copie ectopique des génes d'intérét sous le controle d’'un
promoteur Pcomx ont été induites 15 minutes avec 12,5nM de ComS avant I'observation. Les
cellules ont ensuite été concentrées par centrifugation pendant 3 minutes a 5000 rpm, puis
observées sur une couche d’agarose (milieu C+Y + agarose 1%) sous lame-lamelle. Les lames
ont été observées avec un microscope a épifluorescence inversé Nikon Ti-Eclipse couplé a
une caméra CCD (Charge-Coupled Device ; Hamamatsu Flash4 V2) et doté du systéme PFS
(Nikon’s Perfect Focus System). Les images ont été capturées en utilisant le logiciel Nis-
Elements AR (Nikon). L’acquisition des images de fluorescence a été faite avec un temps
d’exposition minimal (1s pour les captures et 300ms pour les captures en time-lapse) pour
minimiser les phénomeénes de photoblanchiment et les effets de la phototoxicité. Les images
de fluorescence ont été recolorées de facon a faciliter la compréhension des résultats et a
optimiser la distinction des couleurs. Les images recolorées ont ensuite été superposées aux
images en contraste de phase. Les parametres d’acquisition de toutes les protéines
fluorescentes utilisées sont répertoriés dans le Tableau 4. L'analyse des images de
microscopie a été réalisée grace au logiciel Imagel) (http://rsb.info.nih.gov/ij/) et a

I’extension MicrobelJ (Ducret et al., 2016).


http://rsb.info.nih.gov/ij/

Protéine Aex Aem Asittre Protéines marquées Référence
fluorescente

mGFP 485 508 488 MapZ, EzrA Cormack et al., 1996
mKate2 588 633 588 MapZ, Hlpa Shcherbo et al., 2009
mCherry 587 610 StkP Shaner et al., 2004
mScarlet 569 594 EzrA Bindels et al., 2016
mECFP 433 475 433 MapZ Ai et al., 2006

MYFP 515 528 510 EzrA Zacharias et al., 2002

Tableau 4 : Caractéristiques des différentes protéines fluorescentes utilisées, avec Ae, Aem €t
Arre les longueurs d’ondes d’émission, d’excitation et la longueur d’onde du filtre

d’excitation utilisées.

Double hybride bactérien

Des expériences de double hybride bactérien en systeme BACTH (Bacterial Adenylate
Cyclase Two Hybrid System) ont été réalisées selon les instructions du fabricant
(Euromedex). Les génes natifs ou mutés de mapZ et de ezrA ont été clonés dans des
plasmides et fusionnés aux parties tronquées de I'adénylate cyclase (T25 / T18), en C-
terminal de celles-ci (respectivement PKNT25 et pUT18). Des souches de E. coli BTH101 ont
été co-transformées avec un plasmide appat contenant une version cytoplasmique de MapZ
cytoplasmique phosphoablative ou phosphomimétique (MapZcy102TA, MapZcyto2TE) et avec
un plasmide proie contenant le géne ezrA. Les co-transformants ont été déposés sur boite de
Pétri contenant du LB agar supplémenté d’antibiotiques (ampicilline 100 pg/mL, kanamycine
25 pg/mL), a 37°C sur la nuit. Un clone issu de chaque dépodt a ensuite été repiqué dans du
LB + antibiotiques et déposé sur boite de pétri contenant du LB agar supplémenté de X-gal
(40 pg/mL), isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside (IPTG) 0,5 mM, antibiotiques. Les boites
ont été incubées 15 heures a 30°C puis laissées a température ambiante. Des photographies
ont été prises a 24, 48, 60 et 72 heures de croissance. L'expérience a été réalisée en triplicat.

Les plasmides utilisés pour cette expérience sont listés dans le Tableau 2.

Systeme POLAR
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Un clone issu de la co-transformation a été cultivé sur la nuit a 37°C sous agitation dans du
LB supplémenté de l'antibiotique approprié (ampicilline 50ug/uL, tétracycline 7,5ug/mL,
chloramphénicol 15ug/mL). Un volume de suspension bactérienne (volume calculé pour
obtenir une DOgoonm finale de 0,2) a été centrifugé puis le culot resuspendu dans 1mL de M9
supplémenté de casaminoacides 0,2% et additionné d’arabinose 0,2% et d’IPTG 200uM. Le
mélange a été laissé 2 heures a 37°C sous agitation, puis observé au microscope.
L'expérience a été réalisée en triplicat. Pour I'analyse de microscopie, les foci GFP et
mScarlet co-localisés ont été comptés et rapportés au nombre de cellules totales. Le

comptage a été fait manuellement sur 1000 cellules pour chaque expérience.

Co-immunoprécipitation

Une culture des souches de S. pneumoniae a été réalisée dans 500mL de THY (additionné de
2 UM de ComS lorsque nécessaire), a 37°C jusqu’a une DOssonm : 0,2. Apres centrifugation, les
culots cellulaires ont été lavés en PBS 1X puis incubés 15 minutes a 30°C dans un tampon
protoplaste (PBS 1X, MgCl, 2mM, sucrose 1M, inhibiteur de protéases Roche 1X, 6 pug/mL
DNase | et RNase A). Aprés centrifugation, les culots ont été incubés 15 minutes a 30°C en
tampon protoplaste additionné de mutanolysine (8U/mL), lysosyme (8mg/mL) et Dithiobis
Succinimidyl Propionate (DSP) 1mM. Apres centrifugation, les culots ont été repris dans un
tampon hypotonique (0,1Mm Tris-HCl, 100mM Nacl, 1 mM acide
éthylénediaminetétraacétique (EDTA), 1 % (vol/vol) digitonine, inhibiteur de protéases
Roche 1X, 6 pg/mL DNase | et RNase A, 8 mg/mL lysosyme, mutanolysine 8U/mL) et incubés
30 minutes a 37°C. Aprés centrifugation, le surnagent a été incubé avec une suspension de
résine GFP-Trap® selon les recommandations du fabricant (Chromotek). Le surnageant a été
incubé 2 heures en présence de la résine, puis éliminé apres centrifugation. Ensuite, la résine
a subi trois étapes de lavage, par incubations de deux minutes avec un tampon de lavage
(20mM Tris HCI pH 7,5, 150mM NacCl, 0,5 mM EDTA, inhibiteur de protéases Roche 1X) et
centrifugations. Ensuite, les protéines ont été éluées avec du tampon Laemmli (Laemmli,

1970) sans 3 mercaptoéthanol a 95°C pendant 10 minutes.

Analyse par LC-MS/MS



Les échantillons issus de la co-immunoprécipitation ont été analysés par électrophorése sur
gel SDS-PAGE a 10% de polyacrylamide. Les gels ont ensuite été révélés au nitrate d’argent,
en suivant les instructions du fabricant (Thermo Scientific). La bande d’intérét révélée en
nitrate d’argent a été analysée par LC-MS/MS. Apres décoloration, réduction et alkylation
des protéines dans la bande de gel, elles ont été digérées a la trypsine sur la nuit a 37°C. Les
peptides ainsi obtenus ont été dilués a 0,1% d’acide méthanoique et analysés sur le
spectromeétre de masse hybride quadripble-Orbitrap Q Exactive HF (Thermo Scientific). Le
spectromeétre de masse a été utilisé en mode positif, couplé a un systéme de
chromatographie liquide a faible débit nanoRSLC (Thermo Fisher), suivant un gradient de 40
minutes en mode TOP20 DDA HCD (les 20 ions les plus intenses sont automatiquement
sélectionnés pour analyse par MS-MS) sur colonne de 50 cm de diametre. Le fichier de
données a été ensuite traité avec Proteome Discoverer 2.4 en utilisant le moteur de
recherche SEQUEST HT (Tabb, 2015) et la banque de données UniProt de Streptococcus
pneumoniae ATCC BAA-255 R6. Les peptides identifiés ont été validés par une recherche de

faux positif a 1%.

Préparation des extraits bruts de S. pneumoniae et Western Blot

Pour les expériences de Western Blot, des extraits bruts de S. pneumoniae ont été préparés.
Les culots cellulaires ont été resuspendus en tampon Tris-EDTA (Tris-HCl 10mM, EDTA 1mM,
pH 8) et les protéines ont été extraites par sonication en réalisant 3 cycles de 30 secondes a
30% d’amplification sur un appareil Branson Ultrasonics. Ensuite, 25ug de protéines ont été
chargées sur un gel SDS-PAGE a 12,5% d’acrylamide. Les protéines ont ensuite été
transférées sur une membrane PVDF (PolyVinidyliDene Fluorure), préalablement activée
dans du méthanol 100 %, pendant 30 min a 100 mA dans du tampon de transfert (Tris-HCl 25
mM pH 8, glycine 0,192M, méthanol 20% (vol/vol) et sodium dodecyl sulfate (SDS) 0,04%
(vol/vol). La membrane est ensuite lavée avec du tampon Tris Buffer Saline Tween TBST)
(Tris-HCl 200mM pH 8, NaCl 150mM, Tween®20 0,05%), puis incubée pendant 1 h avec du
tampon de blocage (5% BSA-TBST). Apres un lavage de 10 min avec du tampon adéquat, la
membrane est incubée avec I'anticorps primaire pendant 1 heure sous agitation douce, puis
lavée trois fois 10 minutes avant d’étre incubée avec I'anticorps secondaire pendant 1 heure

(Tableau 5). Enfin, la membrane est lavée trois fois 10 minutes. Les membranes ont été
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révélées avec un kit « SuperSignal West Pico Chemluminescent Substrate» de Thermo
Scientific® et les images ont été acquises par la caméra Fusion de Vilber-Lourmat®. Lorsque
nécessaire, l'intensité des bandes a été mesurée avec l'outil Mesure du logiciel Imagel

(http://rsb.info.nih.gov/ij/).

Anticorps primaire Conditions d’incubation Référence
GFP 1:10000, 1% BSA-TBST AMS Biotechnology®
MapZ 1:5000, 1% BSA-TBST Eurogenetec®
EzrA 1:5000, 1% BSA-TBST Don de C. Morlot
StkP 1:1000, 1% BSA-TBST Fleurie et al., 2012
Enolase 1:250 000, 5% BSA-TBST Fleurie et al., 2012

Tableau 5 : Conditions d’immunorévélation des protéines avec un anticorps spécifique.
L’anticorps secondaire utilisé est le Goat anti-rabbit (GAR), dirigé contre le lapin, couplé a la

HRP (HorseRadish Peroxidase) de Biorad®. Il a été dilué 5000 fois dans du TBST-1% BSA.

Purification de protéines

Les plasmides de surexpression ont été transformés dans des souches E. coli BL21 (DE3) et E.
coli BL21 star (DE3) pour les mutants de EzrA et MapZ respectivement. Les souches ont été
cultivées en milieu LB a 37°C avec de I'ampicilline 100 pg/mL jusqu’a DOsoonm : 0,5 puis
induites avec 0,5mM d’IPTG pendant 3 heures a 37°C (MapZ) ou sur la nuit a 25°C (EzrA). Les

cellules ont ensuite été collectées et congelées a -20°C.

Pour la purification des mutants de MapZ, les culots cellulaires ont repris dans du tampon de
lyse (HEPES 25mM pH 7,4, NaCl 300mM, glycerol 10%) supplémenté de 20mM d’imidazole,
de 1mg/mL de lysozyme, de 6ug/mL de DNase | et RNase A et de I'inhibiteur de protéases
Roche 1X. Aprés sonication (1 minute a 30% d’amplification et 1 minute a 40%
d’amplification sur un sonicateur Branson Ultrasonics) et centrifugation (30 minutes a 14 000
x g, 4°C), le surnageant a été chargé sur une colonne Ni-NTA (Qiagen). Les protéines ont été
éluées en tampon HEPES 25mM pH 7,4, NaCl 300mM supplémenté de 200mM d’imidazole.
Les fractions contenant les protéines exprimées ont été rassemblées et dialysées sur la nuit a

4°C dans un tampon HEPES 10mM pH 7,4, NaCl 150mM supplémenté de 1ImM d’EDTA.



http://rsb.info.nih.gov/ij/

Les mutants de EzrA ont été purifiés en utilisant une colonne GST (GE Healthcare). Les
cellules ont été lysées en tampon de lyse : HEPES 50mM pH 7,4, NaCl 200mM, lysozyme
1mg/mL, 6ug/mL DNase | et RNase A, inhibiteur de protéases Roche 1X. Les protéines ont
été éluées en tampon d’élution : HEPES 50mM pH 7,4, NaCl 200mM, glutathion 10mM.
L'étiquette GST a été clivée en incubant la protéine purifiée avec la protéase His6-tagged
tobacco etch virus (TEV) a un ratio 40 :1 (masse/masse) en présence de 0,5mM d’EDTA et
1mM de DTT. Le mélange a été dialysé sur la nuit a 4°C dans un tampon HEPES 10mM pH
7,4, NaCl 150mM, 0,5mM EDTA, 1uM DTT. Les protéines clivées ont été chargées sur une
colonne Ni-NTA/GST en ratio 1:5 (vol/vol). La solution qui s’est écoulé du filtre, contenant les
protéines clivées, a été récupérée.

La pureté des protéines a été vérifiée par gel SDS-PAGE 12,5% d’acrylamide. La
concentration en protéines a été estimée par dosage Coomassie (Sigma) et les protéines ont

été conservées a -80°C.

Résonance plasmonique de surface

Des expériences d’interaction protéine-protéine en temps réel ont été réalisées sur un
systéme BIAcoreT100° (GE Healthcare). Les fragments de EzrA ont été couplés de maniére
covalente a la surface d’une puce de capteur CM5 (Cytiva), a une concentration de 10pg/mL.
Des concentrations croissantes de MapZCyto-2TA (0,2; 0,5; 1; 2; 5; 10uM) ont été
injectées a la surface de la puce a une vitesse de 30mL/minute dans du tampon HEPES (pH
7,4) supplémenté de 150mM de NaCl et 0,005% de surfactant P20. Les liaisons non
spécifiques a la surface de la puce ont été soustraites par injection des analytes sur une puce
vierge. Les sensorgrammes ont été analysés sur le logiciel BIAevaluation (GE Healthcare). Les
constantes d’affinité (KD) ont été calculées a partir du signal de résonance d’équilibre (Req)
en fonction de la concentration de l'analyte. Les valeurs Req ont été estimées par
extrapolation d’'un temps infini en utilisant les plots de signaux de résonance en fonction du
temps. Le KD apparent a été calculé selon Req = RmaxC/(KD+C), ou Rmax est le maximum de
capacité de liaison de la surface et C’est la concentration en analyte. Les mesures ont été

faites en triplicat.
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Résultats



Partie | — ROle de la phosphorylation de la protéine MapZ dans la
régulation de la division cellulaire chez Streptococcus pneumoniae

La protéine MapZ assure le positionnement de I'anneau Z en interagissant directement avec
FtsZ. Des études précédentes au laboratoire ont montré que le domaine cytoplasmique de
MapZ est phosphorylé par la sérine-thréonine kinase StkP, mais que l'interaction avec FtsZ
ne dépend pas du niveau de phosphorylation de MapZ. Cependant, I'équilibre entre les
formes phosphorylées et déphosphorylées de MapZ est essentiel au maintien d’une
morphologie correcte et au positionnement du divisome. Nous avons donc entrepris
d’étudier le réle de la phosphorylation de MapZ, jusqu’alors inconnu. Nous avons émis
I’"hypothése que MapZ interagirait avec d’autres protéines, potentiellement des protéines du

divisome, dont l'interaction serait modulée par le niveau de phosphorylation de MapZ.

Pour comprendre le role de la phosphorylation de MapZ dans l'interaction avec d’autres
partenaires, des formes de MapZ mimant un état de phosphorylation permanent (phospho-
mimétique) ou de déphosphorylation permanent (phospho-ablative) ont été construites.
Pour s’affranchir des domaines interagissant avec la paroi cellulaire et le divisome, ces
formes de MapZ ont été dépourvues du domaine extracellulaire et du domaine d’interaction
avec FtsZ. Afin de déterminer leur localisation, ces formes de MapZ ont été fusionnées a la
GFP. Pour éviter les défauts morphologiques induits par la phosphorylation ou la
déphosphorylation constitutive de MapZ, ces formes MapZ ont été exprimées sous le
controle d’un promoteur inductible afin de conserver une copie du géne mapZ sauvage au
locus chromosomique. De manieére intéressante, seule la forme phospho-ablative présentait
une localisation septale comparable a celle du divisome, suggérant que celle-ci interagirait

spécifiguement avec un ou plusieurs membres du divisome.

Une co-immunoprécipitation de la forme phospho-ablative de MapZ couplée a une analyse
en spectrométrie de masse LC/MS-MS a permis d’identifier la protéine membranaire EzrA.
Cette protéine est décrite comme intervenant dans la stabilisation de I'anneau Z. Cette

interaction a été testée en double hybride bactérien et en systéme POLAR, confirmant que
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MapZ et EzrA interagissent préférentiellement lorsque MapZ est sous forme non
phosphorylée. L'expression de formes tronquées de EzrA et du domaine cytoplasmique de
MapZ sous forme phospho-ablatif a ensuite permis de confirmer l'interaction des protéines

par résonnance plasmonique de surface.

J'ai ensuite comparé la dynamique de relocalisation de EzrA-GFP dans des mutants phospho-
ablatifs et phospho-mimétiques de MapZ au locus chromosomique grace a des expériences
de microscopie en TIRF. Ces expériences ont montré que la dynamique de EzrA est altérée
dans un mutant phospho-mimétique, ce qui suggére que la phosphorylation constitutive de

MapZ empéche EzrA d'identifier correctement le site de division.

Enfin, la fusion de MapZ, EzrA et StkP a des sondes fluorescentes a permis de déterminer
leur dynamique au cours du cycle cellulaire et de proposer un modele de l'interaction. Ainsi,
la phosphorylation de MapZ constituerait un niveau de régulation supplémentaire,
permettant de contréler la dynamique et la stabilité de I'anneau Z en interagissant avec

EzrA.

161



A

Domaine cytoplasmique Domaine extracellulaire

1 41 98 158 182 313 355 454

PG
Extracellulaire
Membrane
C Cytoplasmigque
PComX Q_T
— ez - e
FtsZ <~

N-terminal
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trois sous-parties pour I'étude sur la base de la description présentée dans (Fleurie et al.,
2014). H1 interagit avec FtsZ, H2 comprend les sites de phosphorylation (notés ®) et H3
correspond au reste de la partie cytoplasmique. Le sous-domaine Extra? interagit avec le
peptidoglycane. B) Représentation schématique de MapZ. C) Représentation des mutants
expriment le géne mapZ au locus et une version mutée (sonde) du gene sous le contrdle du

promoteur ectopique Pcomx.



Construction des sondes MapZ

Des travaux antérieurs ont montré que |'expression d'une forme mutée de MapZ, simulant
un état phosphorylé permanent (phosphomimétique) ou non phosphorylé permanent
(phosphoablatif), provoque des défauts morphologiques et de positionnement importants
du divisome (Fleurie et al., 2014) (Figure 34). Par conséquent, étudier le rble de la
phosphorylation de MapZ en utilisant des souches mutées dans le géne mapZ au locus
pourrait entrainer un biais en raison de l'impact de ces mutations sur le fonctionnement du
divisome. Pour pallier ce probléme, nous avons adopté une approche différente, en utilisant
des souches sauvages ol nous avons exprimé ectopiquement les formes mutées au niveau
des sites de phosphorylation de mapZ fusionné a une protéine fluorescente GFP sous le
contrdle d'un promoteur inductible. La présence de la copie sauvage du géne mapZ au locus
chromosomique assure une division correcte du pneumocoque alors que la sonde joue le
role de rapporteur. (Figure 34C). Ainsi, les formes mutées ectopiques de MapZ nous
permettent d'étudier plus précisément le role de la phosphorylation de MapZ sans perturber

le fonctionnement global du divisome.

Nous avons construit cing sondes différentes pour notre étude :

(i) GFP-MapZ : Cette sonde exprime une version non tronquée et non mutée de MapZ
(Figure 34A). Elle a été utilisée comme référence pour comparer la localisation des autres
sondes avec celle de MapZ de type sauvage.

(ii) GFP-MapZ-ACyto : Dans cette sonde, le domaine cytoplasmique de MapZ est délété
(Figure 34B). Son utilisation nous a permis de montrer que la localisation de MapZ reste
inchangée lorsque le domaine extracellulaire est toujours présent.

(iii) GFP-MapZ-AExtra : Cette sonde est dépourvue du domaine extracellulaire de MapZ
(Figure 34C). Elle nous a permis de déterminer la localisation de MapZ en I'absence du
domaine d'interaction avec la paroi cellulaire.

(iv) GFP-MapZ-AExtra-AH1 : Dans cette sonde, le domaine extracellulaire ainsi que le
domaine d'interaction avec FtsZ (domaine H1) ont été supprimés (Figure 34D). Cette sonde
nous a permis de déterminer la localisation de MapZ en l'absence des domaines

responsables de sa localisation septale.

163



Sonde

A
o
oSy
B
.'\"'
o
B
&8
C
e
1| '\__?-L\
~
\
GFP
D
T~
T
T \h_:_t:‘l\}'
GFm
E
f:
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(v) GFP-MapZ-AExtra-AH1-2 : Cette sonde Est délétée du domaine extracellulaire ainsi que
de la partie cytoplasmique contenant les sites de phosphorylation de MapZ (Figure 24D). Son
utilisation nous a permis d'explorer l'impact de la phosphorylation de MapZ sur sa

localisation subcellulaire.

Le domaine cytoplasmique de MapZ interagit avec le divisome

L'observation de la sonde fluorescente de MapZ délétée de son domaine cytoplasmique
(GFP-MapZ-ACyto) au microscope montre une localisation et une dynamique comparables a
la version endogéne (GFP-MapZ), caractérisée par la formation d’un anneau au centre de la
cellule qui se sépare en deux des le début de la constriction et qui migre a mesure que la
cellule s’allonge (Figure 35AB). Par conséquent, la délétion du domaine cytoplasmique de
MapZ n'affecte pas sa localisation, ce phénoméne peut s'expliquer par la présence du
domaine extracellulaire de MapZ. Celui-ci établit une interaction avec la paroi cellulaire, ce
qui permet a la sonde MapZ de suivre les équateurs cellulaires.

Au contraire, la délétion du domaine extracellulaire (GFP-MapZ-AExtra) entraine une
modification du profil de localisation. Délétée de son domaine d’interaction avec le
peptidoglycane, MapZ n’est plus capable de reconnaitre le motif signature de la frontiére
entre 'ancien et le nouveau poéle cellulaire. A la place, cette sonde suit un profil de
localisation caractéristique d’une protéine du divisome. Cette sonde se caractérise en effet
par la formation d’un anneau au site actif de division qui migre aux équateurs au fil de la
division cellulaire, ce qui donne lieu a I'apparition de trois anneaux fluorescents dans les
phases tardives de la division cellulaire (Figure 35C). Cette observation traduit la capacité du

domaine cytoplasmique de MapZ a interagir avec une protéine du divisome.

Le domaine cytoplasmique de MapZ est une région largement intrinsequement désordonnée
(Hosek et al., 2020). Des prédictions de structures secondaires du domaine cytoplasmique
avaient initialement conduit a la définition de trois régions notées H1, H2 et H3 (Figure 34A
et C) (Fleurie et al.,, 2014). Dans cette étude, nous avons choisi de conserver cette
nomenclature. |l a été démontré que la zone d’interaction avec FtsZ se limitait a la région H1

(Fleurie et al., 2014). Afin de déterminer si MapZ est capable d’interagir avec une autre
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Figure 36 : Comparaison de la localisation subcellulaire des sondes phosphomimétique et
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Aextra-AH1-2TA et Gfp-mapZ-Aextra-AH1-2TE, hlpa ::hlpa-mkate2. B) Observation des
souches Gfp-mapZ-Aextra-AH1-2TA, hlpa ::hlpa-mkate2 et Gfp-mapZ-Aextra-AH1-2TE. Les
cellules exprimant la sonde phosphoablative sont pointées en rouge et celles exprimant la
sonde phosphomimétique sont pointées en bleu. Lexpression des sondes est induite 15
minutes avec 12,5nM de ComS. Barre d’échelle : 2 um. C) Vérification de la stabilité des sondes.
Western-blot des extraits bruts des souches exprimant la sonde phosphoablative (2TA) et
phosphomimétique (2TE) avec comme controle une souche exprimant la GFP. Les membranes
sont révélées avec un anticorps anti-GFP et un anticorps anti-Enolase a été utilisé comme
témoin de charge. D) Courbes de croissance des mutants exprimant les sondes

phosphoablative et phosphomimétique.



protéine du divisome que FtsZ, nous avons construit des sondes MapZ délétées a la fois du
domaine d’interaction avec FtsZ, appelé H1, et du domaine extracellulaire (Figure 34D).

Une étude précédente a montré que la délétion de la région H1 (GFP-MapZ-AH1) ne
perturbe pas la localisation de MapZ au niveau des sites de division (Fleurie et al., 2014). De
méme, nous avons montré que la délétion conjointe de la région H1 et du domaine
extracellulaire n’affecte pas la localisation de la sonde GFP-MapZ-AExtra-AH1 au niveau des
sites actifs de division (Figure 35D). En effet, la sonde a un profil de localisation identique a
celui de la sonde GFP-MapZ-AExtra.

A l'inverse, la délétion conjointe des régions H1 et H2 se traduit par une délocalisation totale
de la sonde GFP-MapZ-AExtra-AH1-2 au profit d’une localisation diffuse dans la membrane
(Figure 35E). La région H2, qui comprend les sites de phosphorylation, est essentielle pour la
localisation de la sonde MapZ aux sites de division. On émet alors I'hypothése que le
domaine cytoplasmique de MapZ puisse interagir avec un ou plusieurs composants du

divisome et que la phosphorylation de MapZ joue un role significatif dans cette interaction.

La phosphorylation de MapZ influence son interaction avec un ou plusieurs partenaires du
divisome

Afin de déterminer le réle de la phosphorylation de MapZ dans linteraction avec ses
partenaires, deux autres sondes ont été construites. En plus de |'absence du domaine
extracellulaire et du domaine d’interaction avec FtsZ, les deux thréonines phosphorylées
sont mutées en acides glutamiques (mutations phosphomimétiques) dans la premiére sonde
(2TE). Cela mime un état phosphorylé permanent de la protéine. La seconde est une sonde
dite phosphoablative, pour laquelle les thréonines sont mutées en alanine (2TA), mimant un
état déphosphorylé permanent de la protéine. Les souches exprimant les sondes (GFP-
MapZ-AExtraAH1-2TE et GFP-MapZ-AExtraAH1-2TA) ont été observées au microscope. Afin
d’étre comparées dans les mémes conditions expérimentales, I'expression des sondes a été
induite en méme temps et les mutants ont été observés sur une méme lame de microscopie.
Un marqueur du nucléoide a été utilisé pour différencier les deux mutants. Ainsi, un des
deux mutants exprime la protéine de liaison au nucléoide HIpA fusionnée a la protéine

fluorescente rouge mKate2.
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Les deux combinaisons (Gfp-mapZ-AExtraAH1-2TE — Gfp-mapZ-AExtraAH1-2TA, hlpa::hlpa-
mkate2 et Gfp-mapZ-AExtraAH1-2TE, hlpa::hlpa-mkate2 — Gfp-mapZ-AExtraAH1-2TA) ont
été testées pour s’affranchir de biais potentiels liés a la mutation du gene hlpa. Alors que la
sonde GFP-MapZ-AExtraAH1-2TA est localisée majoritairement au niveau des sites actifs de
division, la sonde GFP-MapZ-AExtraAH1-2TE est délocalisée au profit d’'un marquage diffus
(Figure 36AB). Afin de s’assurer que la localisation diffuse de la sonde phosphomimétique
n’est pas due a une dégradation de la sonde dans le cytoplasme ou a un défaut d’expression
du gene, des Western-Blots sur les extraits bruts des mutants ont été réalisés (Figure 36C).
Les deux sondes sont bien exprimées et ne sont pas dégradées. De plus, la croissance des
mutants a également été vérifiée (Figure 36D). La différence de localisation qui sera
observée pour les deux sondes est donc biologiquement pertinente.

Des clichés d’'un méme champ microscopique ont été capturés toutes les 4 minutes afin de
suivre la croissance d’une bactérie unique en videomicroscopie (Figure 37). La localisation de
la sonde phosphoablative a été comparée avec la localisation de MapZ grace a une souche
de co-localisation exprimant mKate2-MapZ au locus et GFP-MapZ-AExtraAH1-2TA.
L'observation de cette souche en vidéomicroscopie montre une localisation de mKate2-
MapZ caractéristique, avec deux anneaux qui marquent les frontiéres entre I'ancien et le
nouveau pdle. Au contraire, la sonde phosphoablative GFP-MapZ-AExtraAH1-2TA présente
un schéma de localisation en trois bandes distinctes : elle se localise au niveau du septum de
division ainsi qu'aux futurs sites de division. La sonde a donc un profil de localisation
différent de mKate2-MapZ. Ce profil de division est caractéristique d’une protéine du
divisome.

En conclusion, seule la forme phospho-ablative (2TA) est capable d’interagir avec le
divisome. Cette observation montre que la phosphorylation du domaine cytoplasmique de
MapZ influence son degré d’interaction avec un ou plusieurs partenaires, que nous avons

cherché a identifier.

EzrA est un nouveau partenaire de MapZ

Afin d’identifier de nouveaux partenaires de MapZ, une approche de co-
immunoprécipitation avec la sonde phosphoablative GFP-MapZ-AExtraAH1-2TA a été

utilisée. L'expérience a été réalisée en présence d’un agent pontant, le dithiobis succinimidyl
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Figure 38 : Analyse SDS-PAGE montrant le profil de migration de I'échantillon issu de la co-

immunoprécipitation de la protéine GFP-MapZ-AExtra-AH1-2TA. Les pistes

correspondent a I'échantillon non traité (-BMe) et traité (+ BMe) au B-mercaptoéthanol.

Ma pZCyto'ZTA MapZCyto'ZTE

EzrA

Figure 39 : Double hybride bactérien de I'interaction entre MapZcyto-2TA ou MapZcyio-TE et
EzrA. Le témoin positif correspond a deux domaines leucine-zipper fusionnés aux fragments
T18 et T25 de l'adénylate cyclase. Le témoin négatif correspond aux fragments T18 et T25

seuls. Cliché réalisé apres 48 heures d’incubation.



propionate (DSP). Cet agent pontant de 12A de longueur forme des liaisons covalentes entre
des protéines proches. La protéine a été exprimée puis immobilisée sur billes d’agarose
contenant un anticorps anti-GFP et éluée dans du tampon de charge (Laemmli, 1970)
dépourvu de PB-mercaptoéthanol. La moitié de I'éluat a ensuite été traité au PB-
mercaptoéthanol afin de casser les liaisons covalentes entre les protéines. Les deux
échantillons ont été analysé par SDS-PAGE 10% et leurs profils de migration ont été
comparés (Figure 38). De maniere intéressante, une bande est présente dans la piste de
I’échantillon traité au B-mercaptoéthanol mais absente de la piste de I'échantillon non traité.
Cette bande pourrait correspondre a un interactant ayant été décroché du complexe formé
avec MapZ et migrant dans le gel. La bande, de masse moléculaire comprise entre 60 et 70
kDa, a été découpée et analysée par spectrométrie de masse en tandem couplée a une
chromatographie liquide (LC-MS/MS). Cette analyse a été réalisée par la plateforme Protein
Science Facility de notre unité. Parmi les protéines identifiées, on retrouve des protéines
impliquées dans le métabolisme général (pyruvate oxydase, GFAT), la régulation de la
transcription et de la traduction (ribonucléase J, facteur de terminaison 3), la biosynthese
d’acides aminés ou de bases (ATP synthase, CTP synthase, Aspartate-ARNt ligase, Proline-
ARNt ligase), la virulence (CapD, endopeptidase O), la sécrétion de protéines (SecA) et enfin
la division cellulaire (EzrA) (Tableau 6). Dans la liste on retrouve la protéine du divisome,
EzrA, de poids moléculaire compatible avec la bande découpée. Elle a été identifiée avec un
peptide unique et une couverture de séquence de 3%. EzrA étant une protéine impliquée
dans la division cellulaire du pneumocoque, nous avons donné la priorité a I'étude de

I'interaction entre MapZ et EzrA dans le cadre de ce projet.
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NEJméro e Couverture Peptides Score MM
d’ordre (%) uniques Sequest HT | (kDa)
Q8DQJ4 Pyruvate oxidase, Spr0642 35 14 41,38 65,2
Glutamine--fructose-6-phosphate
Q8DRAS8 aminotransferase (GFAT), 16 7 19,21 65,5
Spr0245
Q8DQR3 Ribonuclease J, Spr0538 7 3 6,34 61,2
Q8DQES5 EzrA, Spr0716 3 1 2,76 66,5
Q8DNW9 Endopeptidase O, Spr1491 3 1 2,5 71,9
Q8CWN4 | Aspartate-ARNt ligase, Spr1924 2 1 2,43 66,3
Q8DQY0 CTP synthase, Spr0438 3 1 2,43 59,3
Q8DNT8 SecA, Spr1544 1 1 2,35 95,0
Q8DRBO0 Proline-ARNTt ligase, Spr0243 3 1 2,27 68,7
Q8DR0Y Facteur ‘;:g;gg“aison 3 2 1 2,19 58,5
Q8DRJ2 CapD, Spr0092 1 1 2,08 69,3
Qsppas | AP Sy”thsasri ;ggs'””ité 5, 2 1 1,02 50,9

Tableau 6 : Résultats de I'analyse en LC-MS/MS de la bande retenue, de masse moléculaire
comprise entre 60 et 70 kDa. Numéro d’ordre et description : identifiant et description de la
protéine. Couverture: Couverture de séquence (%). Peptides uniques: nombre de
séquences peptidiques uniques a un groupe de protéine. Score Sequest HT : nombre de
peptides utilisés par I'algorithme de recherche SEQUEST HT et somme de tous les scores

individuels obtenus pour chaque peptide. MM : Masse moléculaire (kDa).
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Figure 40 : Expérience de double hybride en POLAR. A) Principe. Une souche de E. coli est co-
transformée avec deux plasmides. Un plasmide exprime la protéine appat (MapZ) fusionnée a
la GFP et au peptide H3H4. Ce méme plasmide permet I'expression de PopZ. Le second
plasmide exprime la protéine proie (EzrA) fusionnée a la mScarlet. Si I'interaction est positive,
les protéines forment des foci colocalisés aux poéles des cellules. En I'absence d’interaction,
seule la protéine appat recrutée par PopZ présente une localisation polaire. B) Résultats.
MapZcyto-2TA (panel du haut) interagit avec EzrA. On retrouve des foci co-localisés dans 28%
des cellules comptées, contre 3% pour I'experience avec MapZcyto-2TE (panel du bas). Barre

d’échelle : 2um.



EzrA interagit préférentiellement avec MapZ déphosphorylée

Afin de confirmer l'interaction entre MapZ et EzrA et de déterminer si celle-ci est directe et
modulée par le niveau de phosphorylation de MapZ, nous avons utilisé deux systemes de
détection protéine-protéine chez la bactérie E. coli. Le double hybride bactérien (BACTH)

(Euromedex) et le systeme POLAR (PopZ-linked apical recruitment) (Lim & Bernhardt, 2019).

e Validation de l'interaction en double hybride bactérien
Afin de tester l'interaction en double hybride bactérien, des plasmides exprimant soit le
fragment T18, soit le fragment T25 de I'adénylate cyclase fusionné au domaine N-terminal
de MapZcyo et de EzrA ont été utilisés. Seule la combinaison entre les formes MapZcywo-2TA
et EzrA se caractérise par la présence d’une coloration bleue significative aprés 48 heures, en
comparaison a la version MapZcyt-2TE pour laquelle une légere coloration bleue apparait au
méme temps d’incubation (Figure 39). Par conséquent, le domaine cytoplasmique de MapZ

semble interagir avec EzrA, préférentiellement sous sa forme déphosphorylée.

e Validation de I'interaction en systeme POLAR

Nous avons confirmé cette interaction au moyen d’une autre technique de double hybride
appelée POLAR. La méthode POLAR (PopZ-Linked Apical Recruitment) est une méthode de
détection d’interaction protéine-protéine dans la bactérie hote E. coli (Lim & Bernhardt,
2019). Ce systéme repose sur I'expression de la protéine PopZ de Caulobacter Crescentus,
qui forme spontanément des foci cytoplasmiques aux péles des cellules chez E. coli (Bowman
et al., 2008 ; Ebersbach et al., 2008 ; Laloux and Jacobs-Wagner, 2013). Le systeme utilise
également le domaine d’homo-oligomerisation de PopZ, nommé H3H4 (de 52 acides
aminés), qui peut étre fusionné a des protéines hétérologues pour les recruter aux foci
formés par PopZ (Laloux & Jacobs-Wagner, 2013).

En principe, PopZ et H3H4-GFP fusionné a la protéine appat sont produits a partir d’un
plasmide a moyen nombre de copies sous opéron, sous le contréle d’un promoteur
inductible a I'arabinose (Para). Un autre plasmide permet I'expression de la protéine proie,
fusionnée a la protéine fluorescente rouge mScarlet, sous le controle du promoteur

inductible a I'lPTG (Prac) (Bindels et al., 2016). Les deux plasmides sont co-transformés dans

175



7P 1

391; e.QIL’
A 0
kDa ° o
B5 o
70 — -— -— a EzrA
il 0,5
60 =—

100 — | . — o MapZ
85 —

L 1

* Intensité du signal
normalisée (Imagel)

Figure 41 : Western blot des co-immunoprécipitations des protéines GFP-MapZ-2TA et GFP-
MapZ-2TE. Les membranes ont été révélées avec un anticorps anti-EzrA et un anticorps anti-
MapZ a été utilisé comme témoin de charge protéique. L'intensité du signal de chaque bande

a été mesurée grace au logiciel Imagel et normalisé.



une souche de E. coli. L'interaction protéine-protéine est visualisée par microscopie a
épifluorescence, en observant la co-localisation des protéines fusionnées a la mScarlet et a la
GFP (Figure 40A). Apres co-transformation des plasmides coexprimant soit MapZcyt-2TA soit
MapZcyto-2TE et EzrA, une culture des cellules en milieu M9 a été réalisée, comme décrit
dans la section Matériel et Méthodes. Les cellules ont été observées au microscope a
épifluorescence et les foci GFP et mScarlet co-localisés ont été comptés. Alors que
seulement 3% des cellules issues de la co-transformation MapZc,w-2TE/EzrA présentaient au
moins un focus co-localisé, il y en avait 28% pour MapZcyto-2TA/EzrA (Figure 40B). Ainsi, nous
avons démontré, par une seconde méthode d’interaction, que EzrA interagit avec MapZ,

préférentiellement lorsqu’elle est sous forme non phosphorylée.

e Confirmation de l'interaction in vivo
Les deux systemes de double hybride utilisés nous ont permis de montrer que l'interaction
entre MapZ et EzrA est directe et modulée par le niveau de phosphorylation de MapZ. Afin
de montrer que cette interaction est également modulée in vivo, nous avons réalisé une
expérience de co-immunoprécipitation dans des souches de S. pneumoniae. Aprés culture
des deux souches de pneumocoque exprimant les protéines GFP-MapZ-2TA ou GFP-MapZ-
2TE au locus, nous avons récupéré le culot cellulaire et réalisé une co-immunoprécipitation
des protéines sans agent pontant, en utilisant des billes d’agarose contenant des anticorps
anti-GFP. Les éluats issus des deux co-immunoprécipitations ont été analysés sur SDS-PAGE
et analysé par Western-Blot (Figure 41). La membrane a été révélée avec un anticorps anti-
EzrA. Le signal d’'immunofluorescence mesuré pour EzrA dans la piste MapZ-2TA est deux
fois plus important que celui mesuré pour MapZ-2TE. Une membrane révélée avec un
anticorps anti-MapZ a été utilisée pour s’assurer que la charge protéique était équivalente
dans les deux pistes. Nous avons ainsi confirmé in vivo que l'interaction entre MapZ et EzrA

est dépendante du niveau de phosphorylation de MapZ.

Caractérisation des domaines d’interaction de EzrA

Afin de mieux préciser 'interaction entre MapZ et EzrA, nous avons décidé de préciser la
zone d’interaction entre les deux protéines. EzrA est une protéine similaire aux spectrines

eucaryotes. Un domaine spectrine est composé de deux longues chaines a et R associées
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cOte a cOte en tétrameres (aR)2. EzrA est ainsi composée d’une répétition de 5 domaines
spectrines, d’'un domaine N-terminal contenant une hélice amphipathique permettant de se
lier a la membrane et d’'un domaine C-terminal (Figure 42A). Pour déterminer quel(s)
domaine(s) interagit(ssent) avec MapZ, plusieurs formes tronquées de EzrA ont été
produites. Les plasmides d’expression ont été fournis par le Dr Cécile Morlot (IBS, Grenoble)
(Figure 42B). Dans un premier temps, nous avons choisi de tester l'interaction entre ces
différentes formes de EzrA et MapZcyto-2TA par thermophorése a microéchelle (MST). Nous
avons marqué MapZcyto-2TA a I'aide de deux kits de marquages fournis, le RED-NHS et le 6-
His RED-tris-NTA (NanoTemper). Les marquages n’étaient pas satisfaisants car ils rendaient la
protéine instable. Les tests préliminaires d’interaction ne permettaient donc pas de
conclure. L'interaction a donc été testée en résonance plasmonique de surface (SPR), ce qui
nous a permis d’utiliser des protéines de MapZ non marquées et donc plus stables. Nous
avons purifié les protéines (Figure 43) et chaque forme de EzrA a été fixée sur une puce de
capteur CM5. Des concentrations croissantes de MapZcyto-2TA ont ensuite été injectées sur
la surface de la puce. Des sensorgrammes ont été générés, qui permettent de suivre en
temps réel la fixation des molécules injectées dans la cellule de microfluidique. Les
graphiques, représentant le signal en unité de résonance (RU) en fonction du temps, ont
ensuite été comparés a plusieurs modeles d’interaction. Le modele le plus satisfaisant était
le modeéle d’interaction 1:1, pour lequel une molécule de EzrA interagirait avec une molécule
de MapZ. Les constantes d’affinité (Kp) ont été mesurées pour chaque expérience et
comparées (Figure 44). Dans un premier temps, deux formes de EzrA ont été testées :
pGex123 et pGex345. pGex123 exprime les domaines spectrines 1, 2 et 3 et pGex345
exprime les domaines spectrines 3, 4, 5 et le domaine C-terminal (Figure 42B). Les deux
formes interagissent avec MapZcyto-2TA, avec un Kp comparable, de I'ordre de 107 M. Ces
résultats suggerent que : (i) tous les domaines spectrine de EzrA sont capables d’interagir
avec MapZ ou (ii) le domaine spectrine commun aux deux versions testées (Spectrine 3) est
responsable de l'interaction. Afin de confirmer ou d’infirmer ces hypothéses, nous avons
voulu tester l'interaction entre MapZcy1o-2TA et le domaine spectrine 3 de EzrA. Cependant,
nous n'avons pas réussi a surproduire le domaine spectrine unique, celui-ci n’étant
probablement pas stable. Nous avons donc testé l'interaction de MapZcywo-2TA avec deux

autres formes tronquées plus longues de EzrA comprenant ou non le domaine spectrine 3.
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purifiées. Les gels ont été colorés avec du bleu de coomassie.
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pGex34 exprime les domaines spectrines 3 et 4 et pGex345 exprime les domaines spectrines
4, 5 et le domaine C-terminal (Figure 42B). pGex34 et pGex45 interagissent avec MapZ avec
des Kp comparables aux deux précédents, de 'ordre de 10”7 M. Cela suggére que plusieurs

ou tous les domaines spectrine de EzrA sont capables d’interagir avec MapZ.

Localisation de EzrA, StkP et MapZ

Cette étude a permis d’identifier un nouveau partenaire de MapZ, la protéine du divisome
EzrA, qui interagit préférentiellement lorsque MapZ est déphosphorylée. Les protéines
interagissent probablement via plusieurs domaines spectrine de EzrA et via le domaine
cytoplasmique de MapZ. Afin de comprendre quelle est la pertinence biologique de cette
interaction, nous avons voulu comparer les dynamiques des protéines MapZ, EzrA et de la
sérine-thréonine kinase StkP. Pour cela, nous avons construit des souches exprimant des
fusions fluorescentes de ces protéines au locus, afin de les co-localiser deux a deux (Figure
45). Les protéines ont été fusionnées a des protéines fluorescentes rouges ou vertes et la
dynamique de chacune a été visualisée au moyen de cartes de chaleur. Les cellules totales
ont été triées par taille afin de déterminer 5 stades, représentatifs de I'état d’avancement de
la division cellulaire. Le signal de fluorescence sur les images et sur les cartes de chaleur a
été coloré en cyan (MapZ), magenta (StkP) ou jaune (EzrA) afin de permettre une distinction
optimale des couleurs et de faciliter la compréhension des résultats. La superposition des
cartes de chaleur des protéines fluorescentes nous a permis de déterminer la fenétre
pendant laquelle MapZ non phosphorylée (éloignée de StkP, cette hypothése est discutée
dans la section Discussion) pourrait interagir avec EzrA (Figure 45). Cette fenétre correspond
au stade IV de la division cellulaire, pour laquelle MapZ co-localise avec EzrA mais pas avec
StkP, et donc potentiellement non phosphorylée. MapZ et EzrA pourraient donc interagir
dans les stades tardifs de la division cellulaire.

Pour corroborer ces observations et offrir une représentation plus visuelle, nous avons co-
localisé simultanément les trois protéines au sein d'un méme mutant. Cette expérience a
nécessité la construction de fusions avec trois protéines fluorescentes distinctes,
soigneusement choisies pour que les spectres d'émission et d'excitation respectifs ne soient
pas superposés. De plus, il a été impératif d'obtenir un signal de fluorescence optimal a

partir de ces fusions, garantissant la possibilité de capturer des images avec une intensité de
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signal suffisante. Pour ce faire, une série de combinaisons entre protéines fluorescentes et
protéines d'intérét a été explorée, en utilisant également différents linkers pour relier les
deux protéines. Aprés de nombreuses tentatives, nous avons réussi a identifier une
combinaison de trois protéines fluorescentes dont les spectres d'excitation et d'émission ne
se chevauchent pas, et qui présentent une intensité de fluorescence satisfaisante : mECFP-
MapZ (Aem :475 nM ;Aex: 433 nm) ; EzZrA-mYFP (Aem : 528 nm ; Aex: 515 nm) ; mCherry-StkP (Aem
:610 nm ; Aex: 587 nm). Parallelement, la croissance des mutants exprimant ces fusions ainsi
que la stabilité de ces derniéres ont également été vérifiées (Figure 46). Les résultats de la
colocalisation des trois protéines ont permis d’illustrer le modéle de travail et sont présentés

dans la section Discussion de ce manuscrit.

Dialogue moléculaire et pertinence biologique

Dans l'optique d’approfondir la caractérisation de l'interaction entre EzrA et MapZ non
phosphorylée, nous avons voulu évaluer 'impact de la phosphorylation constitutive de MapZ
sur la dynamique de EzrA. Pour cela, nous avons suivi la dynamique de la protéine
fluorescente EzrA-GFP dans différentes souches mutées dans le géne mapZ au locus (WT,
AmapZ, mapZ-2TA, mapZ-2TE). Pour ce faire, nous avons utilisé la microscopie a champ
évanescent, aussi appelée TIRF (Total internal reflection fluorescence). Cette technique de
microscopie a fluorescence permet d’obtenir une grande série d'images tout en limitant le
signal fluorescent d’arriere-plan et les effets de photoblanchiment. Ainsi, des images de
cellules vivantes ont été capturées toutes les 10 secondes pendant 50 minutes. Afin de
visualiser facilement les résultats, des kymographes ont été générés (Figure 37). Ces
diagrammes synthétisent l'ensemble des images capturées, empilées pour créer une
représentation visuelle. lls nous permettent de suivre la dynamique d’une protéine
membranaire au sein d’'une méme cellule en croissance, pendant plus d’un cycle de division
cellulaire.

Les dynamiques de EzrA-GFP dans une souche WT, AmapZ, mapZ-2TA et mapZ-2TE ont été
comparées. La dynamique de EzrA-GFP dans une souche sauvage suit un mouvement de
treadmilling (Perez et al., 2019 ; Perez et al., 2021) et est caractéristique d’une protéine du
divisome : un anneau au début de la division cellulaire (localisation septale) qui se sépare

ensuite pour migrer vers les futurs sites de division cellulaire (localisation équatoriale).
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Figure 47 : Kymographes représentant la dynamique de EzrA-GFP suivie en TIRF pour une
souche WT, un mutant AmapZ et les mutants phosphoablatifs et phosphomimétiques mapzZ-
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cellules pour chaque mutant.



Ce processus se traduit, sur le kymographe, par une bande unique se subdivisant en trois
bandes distinctes. 87% des cellules comptées présentent une dynamique de EzrA normale,
c’est a dire avec une localisation septale et équatoriale. Dans le cas du mutant AmapZz, le
kymographe montre un déplacement discontinu des protéines, caractérisé par des
mouvements aléatoires, aboutissant finalement a des anneaux EzrA qui n'atteignent pas les
sites de division prévus (Figure 47). Dans ce mutant, seulement 38% des cellules présentent
une dynamique normale. On peut en conclure qu’en I'absence de MapZ, EzrA ne parvient
pas a localiser correctement le site de division cellulaire. En ce qui concerne les mutants de
phosphorylation, la dynamique de EzrA-GFP dans un mutant mapZ-2TA est comparable a
celle dans une souche sauvage (89% de cellules présentent une dynamique normale). En
revanche, cette dynamique est perturbée dans un mutant mapZ-2TE. En effet, le
kymographe du mutant phosphomimétique montre une dynamique comparable a un
AmapZ, avec seulement 52% des cellules pour lesquelles EzrA parvient a se localiser
correctement. Ainsi, EzrA identifie plus difficilement le site de division lorsque MapZ est

phosphorylée de fagcon permanente.

Grace a ces conclusions sur la localisation des protéines et la dynamique de EzrA, nous avons
élaboré un modele visant a expliquer la dynamique et la signification biologique de cette
interaction. Les hypothéses que nous avons formulées ainsi que le modéle qui en a résulté

sont exposés dans la section Discussion de ce manuscrit.
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Partie Il — Caractérisation de la protéine de morphogénese CopD et
réle dans la division cellulaire de Streptococcus pneumoniae
Les protéines de liaison a la pénicilline (PBPs) sont des protéines intervenant dans
I’'assemblage du peptidoglycane, composant majeur de la paroi bactérienne. Cependant, leur
régulation est encore peu connue. Dans cette étude, j'ai caractérisé la protéine de fonction
inconnue, Spr1400. J’ai montré que cette protéine interagit avec les PBPs de classe A et B
PBP1a et PBP2b et qu’elle régule leur dynamique spatio-temporelle. J’ai donc nommé cette

protéine CopD, pour Coordinator of PBP1a and 2b dynamics.

J’ai d’abord montré que la délétion du gene copD conduit a un élargissement des cellules
sans modification de leur longueur. En fusionnant CopD a une sonde fluorescente, jai
également montré que CopD est une protéine septale, se relocalisant tardivement aux futurs
sites de division cellulaire.

D’autre part, une analyse en double hybride bactérien a permis d’identifier une interaction
avec les PBPs PBPla et PBP2b, deux PBPs intervenant dans la régulation de I’élongation
cellulaire. Ces interactions ont été confirmées par co-immunoprécipitation. Ensuite, des
expériences de thermophorese a micro-échelle couplées a des expériences de double
hybride bactérien ont permis de montrer que ce sont les domaines transmembranaires
et/ou cytoplasmiques des protéines qui sont responsables de I'interaction. Des expériences
de co-localisation des protéines CopD et PBP1a ou PBP2b a permis de montrer que les trois
protéines co-localisent tout au long de la division cellulaire.

Enfin, I'interaction entre CopD et les PBPs a été caractérisée en comparant les dynamiques
de PBPla et PBP2b fusionnées a des protéines fluorescentes dans des mutants de délétion
de CopD, en comparaison a une souche sauvage. Ces expériences nous ont permis de
montrer qu’en I'absence de CopD, PBP1a et PBP2b persistent plus longtemps au septum de

division avant de se relocaliser aux futurs sites de division.

L'ensemble de ces résultats, couplés a des études récentes sur la composition, I'architecture
et la synthése de la paroi cellulaire, ont permis d’établir un modéle du réle de CopD dans la

morphogénése du pneumocoque et dans la régulation spatio-temporelle de PBP1a et PBP2b.
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ABSTRACT Penicillin-binding proteins (PBPs) are key to the assembly of peptidoglycan,
the major component of the bacterial cell wall. Although several PBP-specific regula-
tory proteins have been identified in different species, little is known about how the
activity of PBPs is controlled and coordinated during the cell cycle. In this study, we
characterize the unknown function protein Spr1400 and demonstrate its regulatory
function on two PBPs in Streptococcus pneumoniae. For that, we use a combination
of technics ranging from bacterial genetics and protein biochemistry to microscopy
imaging. First, we show that pneumococcal Spr1400 localizes late to the cell division
septum. Furthermore, deletion of spr1400 results in wider cells. Using co-immunopreci-
pitation and bacterial two hybrid (B2H), we observe that Spr1400 interacts with two
PBPs, the class A PBP PBP1a and the class B PBP PBP2b, which are required for cell
elongation. Microscale thermophoresis combined with B2H further reveals that these
interactions occur through their transmembrane domains. We also show that Spr1400
co-localizes with PBP1a and PBP2b throughout the cell cycle. Strikingly, deletion of
spr1400 alters the dynamics of PBP1a and PBP2b. Indeed, the two PBPs persist longer
at the division site and localize later at the division site of daughter cells. Collectively,
these data demonstrate that Spr1400, thus named CopD for coordinator of PBP1a and 2b
dynamics, is a spatio-temporal regulator of PBP1a and PBP2b required for pneumococcal
morphogenesis.

IMPORTANCE  Penicillin-binding proteins (PBPs) are essential for proper bacterial cell
division and morphogenesis. The genome of Streptococcus pneumoniae encodes for two
class B PBPs (PBP2x and 2b), which are required for the assembly of the peptidoglycan
framework and three class A PBPs (PBP1a, 1b and 2a), which remodel the peptidogly-
can mesh during cell division. Therefore, their activities should be finely regulated in
space and time to generate the pneumococcal ovoid cell shape. To date, two proteins,
CozE and MacP, are known to regulate the function of PBP1a and PBP2a, respectively.
In this study, we describe a novel regulator (CopD) that acts on both PBP1a and
PBP2b. These findings provide valuable information for understanding bacterial cell  ggitor kimberly A Kiine, Universite de Geneve,
division. Furthermore, knowing that B-lactam antibiotic resistance often arises from PBP Geneva, Switzerland
mutations, the characterization of such a regulator represents a promising opportunity ey Y
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(2, 3). PG assembly begins at the inner leaflet of the membrane with the synthesis
of a building block (Lipid 1) by the Mur proteins (4). Lipid Il is composed of a
disaccharide of GlcNac-MurNac and a pentapeptide containing D- and L-amino acids and
whose composition varies among species. Lipid Il is then flipped across the membrane
by the flippase MurJ and polymerized into a giant cage-like polymer by two types of PG
synthases, the penicillin-binding proteins (PBPs) and the shape, elongation, division, and
sporulation (SEDS) proteins (4-6).

Glycan strand polymerization and cross-linking is enzymatically well characterized. By
contrast, the assembly mechanisms of the PG three-dimensional structure are diverse
and complex among bacteria, not only to accommodate their specific cell shape and
growth mode but also to ensure cell integrity during the cell cycle (7, 8). For that,
bacteria have evolved a diversity of strain-specific proteins, regulatory processes, and
notably different SEDSs and PBPs to direct the assembly of PG at the division septum
and/or the lateral side and/or the pole (4, 9). Classically, the glycosyltransferase (GT)
activity of two SEDS homologs, FtsW and RodA, is involved in the polymerization of
glycan strands required for cell division and elongation, respectively (10, 11). However,
the production of the PG layer may require multiple SEDS, as in Listeria monocytogenes,
which requires two FtsW and three RodA (12). This is also true for the PBPs as their
number also varies from species to species (13). In addition, while all PBPs possess a
transpeptidase (TP) activity that cross-links the glycan strands by peptide bridges, some
also possess a TG activity allowing glycan strand polymerization. PBPs are thus classified
in two distinct families, the class A (aPBPs) which possesses both TP/TG activities and the
class B (bPBPs) which possesses only the TP activity (13). The current model proposes
that bPBPs work together with the SEDS to build the PG primary framework whereas the
aPBPs are required for PG remodeling to maturate the primary PG framework during cell
growth (11, 14). To maturate the PG layer, the activity of PBPs should therefore be tightly
coordinated in space and time. The characterization of LpoA, LpoB, CpoB, and FtsN has
pioneered this aspect by demonstrating that these three proteins control the two class A
PBP1a and PBP1b in Escherichia coli (15).

Streptococus pneumoniae (pneumococcus) is a Gram-positive bacterial pathogen
responsible for several diseases such as otitis, meningitidis, and pneumonia and that
is commonly found in patients with chronic obstructive pulmonary disease (COPD) (16,
17). Itis also a major model to study bacterial cell division and morphogenesis (18-20). In
S. pneumoniae, PG is assembled only at midcell by the cell division machinery (divisome)
(19). It is proposed that the bPBP/SEDS pairs PBP2x/FtsW and PBP2b/RodA assemble
two types of primary PG, the septal and the peripheral PG, which would be responsible
for the synthesis of the cross-wall and cell elongation, respectively. Recently, this view
has been challenged and it is proposed that the ovoid shape of the pneumococcus
relies on the continuous insertion of peripheral PG inside the septal PG rather than two
successive phases of peripheral and septal synthesis (21). In addition, another study
proposes that the three aPBPs (PBP1a, 1b, and 2a) of the pneumococcus would function
autonomously to either repair the defects of the primary PG or make it denser and
stronger (22). While the function of PBP1b remains elusive and is only proposed to
participate in peripheral PG synthesis, PBP1a and PBP2a are crucial for the assembly of a
mature cell wall (23). Although not essential, their co-deletion is synthetically lethal (23).
To date, only three proteins have been shown to affect the function of class A PBPs in S.
pneumoniae. The membrane protein CozEa (originally named CozE) (24), which regulates
the localization of PBP1a, the homologous protein CozEb which also probably interferes
with the function of PBP1a but indirectly (25) and MacP, which is reported to be an
activator of PBP2a (26).

Recently, the membrane protein TseB (for tetracycline sensitivity suppressor of ezrA)
(27) has also been proposed to interfere with the function of the bPBP PBP2A during
cell elongation and spore germination in Bacillus subtilis (28). A homologous protein of
unknown function Spr1400 is found in the pneumococcus but its function has never
been investigated. In this report, we first show that the pneumococcus does not behave
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like B. subtilis with respect to tetracycline sensitivity, ruling out a TseB-like effect for
Spr1400. We also show that Spr1400 localizes to the division septum and is required
for proper cell morphogenesis. We further demonstrate that Spr1400 interacts not only
with the bPBP PBP2b, the counterpart of PBP2A in B. subtilis, but also with the aPBP
PBP1a. Localization experiments further demonstrate that Spr1400 is required for the
spatio-temporal dynamics of these two PBPs during the cell cycle. We thus named
Spr1400 CopD for coordinator of PBP1a and 2b dynamics. These results thus identify the
first protein that affects the function of both aPBPs and bPBPs. They also agree well with
the current model of pneumococcal PG assembly and pave the way toward our further
understanding of the coordination between the synthesis of primary peripheral PG with
its remodeling and repair. More generally, they illustrate the complexity of the network of
protein interactions required for PG assembly.

RESULTS
Depletion of EzrA does not impact tetracycline sensitivity of S. pneumoniae

CopD is a membrane protein homologous to TseB from Bacillus subtilis (24.26% sequence
identity and 33.73% similarity) sharing the same organization with two PEPSY domains
(28) in its extracellular domain (Fig. 1A). Deletion of tseB has been reported to suppress
the hypersensitivity to tetracycline of an ezrA-deficient B. subtilis strain (27). To determine
if the same was true for S. pneumoniae, we first determined a sublethal concentration
of tetracycline for the WT strain. In the presence of 15 ng/mL tetracycline, an inter-
mediate growth rate was detected, whereas in the presence of 1.5 ng/mL tetracycline
or 150 ng/mL tetracycline, growth was almost unaffected or completely abolished,
respectively (Fig. STA). Since ezrA is essential in the pneumococcus (29, 30), we construc-
ted an ezrA-depletion strain (AezrA-P.omx-ezrA). ezrA expression increased with ComS
concentration, with a similar amount of EzrA produced as WT cells with 2 uM ComS (Fig.
S1B). In this condition, this mutant strain grew like the WT strain, whereas it is unable
to grow in the absence of ComS (Fig. S1C). Importantly, for this experiment, ezrA was
under-expressed in presence of 1 uM ComS and cells grew poorly (Fig. S1B and C). We,
therefore, used 1 uM ComS to analyze the effect of 1.5 and 15 ng/mL tetracycline on the
growth of the AezrA-P.omx-ezrA strain. As shown in Fig. S1D, the presence of tetracycline
did not further alter the growth when ezrA was depleted. We also analyzed cell viability
and found no differences (Fig. S1E). Taken together, these experiments showed that the
depletion of ezrA did not affect tetracycline sensitivity. Therefore, S. pneumoniae does
not behave like B. subtilis with respect to tetracycline sensitivity (27), making further
investigation about the association between copD and ezrA irrelevant for this phenotype.

CopD is required for cell morphogenesis and localizes at mid-cell

To investigate the role of CopD in the pneumococcus, we constructed a markerless
deletion mutant. AcopD and WT showed similar growth profiles (Fig. 1B). Under the
microscope, deletion of copD did not significantly affect the ovoid shape of pneumococ-
cal cells (Fig. 1C). However, morphometric measurements of cells clearly showed that
AcopD cells are significantly wider than WT cells, while the cell length was not affected
(Fig. 1D). Indeed, the mean cell width for WT cells was 0.79 + 0.03 um whereas it was
0.87 £ 0.04 um for AcopD cells. This observation was accompanied by a decrease in the
population of cells with smaller width (4% of AcopD cells have a width below 0.75 um
compared to 25% of WT cells) and an increase in the population of cells with larger
width (74% of AcopD cells have a width above 0.83 um compared to 25% of WT cells).
To exclude a downstream polar effect on the other genes of the same chromosomal
locus, we constructed a complementation strain in which we introduced an ectopic
copy of copD under the control of the inducible comX promoter in the AcopD strain
(AcopD-P omx-copD). Using polyclonal antibodies specific to CopD, we observed that
copD was expressed at a similar level than in WT cells after induction with 0.2 uM ComS
(Fig. 1E and F). Likewise, a WT phenotype was restored with a mean cell width of 0.79 um
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FIG 1 CopD and cell morphology and growth. (A) Schematic model for CopD. The two PEPSY domains were modeled using Alphafold (https://alphafold.com/
entry/Q8DP25) and are adapted from published structural information of PEPSY-domains (PDB ID 5BOI). The predicted transmembrane domain and the
short cytoplasmic domain (16 amino acids) are shown as red and orange a-helices, respectively. The two PEPSY domains are shown in dark and light blue.
(B) Growth of WT and AcopD strains. Strains were grown in C + Y medium at 37°C in a spectrophotometer. The ODss5q was read automatically every 10 minutes.
(C) Representative phase contrast microscopy images of WT and AcopD cells. Scale bar, 2 um. (D) Violin plot showing the distribution of the cell length (left panel)
and cell width (right panel) for WT and AcopD strains as determined using MicrobeJ (31). The distribution of the cell length and width are shown in red for the
WT strain and in blue for the AcopD strain. Statistical comparison was done using t-test. *P < 0.05. n = 3 indicates the number of independent experiments with
a total of 5,000 cells analyzed. (E) Western immunoblot of whole-cell lysates from WT and AcopD-P.omx-copD cells, grown to exponential phase in the presence
(0.2 uM) or absence of the ComS inducer, were probed with anti-CopD antibody. To estimate the relative quantity of proteins in crude extract and to compare
the different lanes, we used the enolase (Spr1036) as an internal standard. The enolase was detected using specific antibodies (a Enolase) and is presented in the
lower part of the Figure. (F) Violin plot showing the distribution of the cell width for WT and AcopD-Pomx-copD strains as determined using MicrobeJ (31). The
distribution of the cell length (left panel) and cell width (right panel) is shown in red for the WT strain and in blue for the AcopD-P.omx-copD strain. Statistical
comparison was done using t-test. n = 5 indicates the number of independent experiments with a total of 10,000 cells analyzed. For panels D and F, the box
indicates the 25th to the 75th percentile, and the whiskers indicate the minimum and the maximum values. The mean and the median are indicated with a dot
and a line in the box, respectively.
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+ 0.02 and the same distribution of cell width in the population of AcopD cells than in WT
cells (21% of AcopD cells have a width below 0.75 um compared to 25% of WT cells and
21% of AcopD cells have a width above 0.83 um compared to 25% of WT cells) (Fig. 1F).
These results suggest that CopD plays a role in cell morphogenesis.

To determine the localization of CopD, we constructed a C-terminal sfGFP fusion to
CopD (strain copD-sfGfp). Throughout this study and unless otherwise indicated, protein
fusions were constructed at each native chromosomal locus and expressed under the
control of the native promoter, and represented the only source of protein. The CopD-
sfGFP fusion was stable (Fig. S2A) and appeared to be fully functional as the cells grew
as WT cells (Fig. S2B) and showed no significant change in cell width (Fig. S2C). As
shown in Fig. 2A, CopD-sfGFP localized exclusively at the division septum. More precisely,
the analysis of its dynamics in the course of the cell cycle showed that CopD-sfGFP is
present at the division septum throughout the cell cycle. Interestingly, it re-localized to
the cell equator, which corresponds to the future division site of the daughter cells, only
at the very late stage of the cell cycle (Fig. 2A). Collectively, these data indicate that
CopD is a cell division protein that is likely required for proper morphogenesis of the
pneumococcus throughout the cell cycle.

CopD interacts and co-localizes with PBP1a and PBP2b

To further investigate the potential function of CopD in cell division and morphogenesis,
we hypothesized that it could affect the activity of PBPs. Supporting this hypothesis, the
CopD homolog TseB of B. subtilis interacts with the class B PBP PBP2A (presumably
equivalent to PBP2b in S. pneumoniae) (28). We first searched for physical interactions
between CopD and aPBPs and bPBPs using a bacterial two-hybrid screen (32). Strikingly,
we detected a reproducible interaction between CopD and only PBP1a and PBP2b (Fig.
3A). To confirm this observation, we determined whether these 2 PBPs are able to
interact with CopD in vivo by co-immunoprecipitation experiments. After CopD-sfGFP
capture, PBP1a and PBP2b antibodies revealed an interaction between CopD and PBP1a
and PBP2b (Fig. 3B). We then sought to better characterize how CopD interacts with
PBP1a and PBP2b. We overproduced the extracellular two-PEPSY domain of CopD (from
Met38 to Leu162, CopDgp) and the two transpeptidase domains of PBP1a (from Ser266
to Asn650, PBP1atp) and PBP2b (from Met39 to Asn685, PBP2bp), performed Ni-NTA
affinity purification (Fig. S3) and used Microscale Thermophoresis. Surprisingly, no
binding of CopD to either PBP1atp or PBP2btp was detected (KD >10 uM) (Fig. 3C). This
observation suggested that the interaction between CopD and the 2 PBPs was mediated
by their transmembrane domain (TM) and/or their short cytoplasmic domain (CD) (16,
12, and 12 amino acids in CopD, PBP1a, and PBP2b, respectively) (Fig. 1A). To test this
hypothesis, we constructed variants replacing TM and CD of PBP1a or PBP2b with TM
and CD of two other PBPs, PBP2a, or PBP2x, respectively, which did not interact with
CopD (Fig. 3A). Bacterial two-hybrid assays showed that both of the PBP1a/PBP2atp-cp
and PBP2b/PBP2xyp.cp variants lost their ability to interact with CopD (Fig. 3A). As a
control, the other two variants PBP2a/PBP1atp-cp and PBP2x/PBP2bry.cp were able to
interact with CopD, although the signal was weaker than with wild-type PBP1a and
PBP2b. These data thus demonstrate that the interaction between CopD and PBP1a and
PBP2b is independent of their extracellular domains.

We then analyzed the localization of the three proteins to determine when CopD co-
localizes with PBP1a and PBP2b during the cell cycle. We first constructed strains
expressing mkate2-PBP1a and mkate2-PBP2b. The latter is expressed under the control of
the native promoter at its chromosomal locus and the analysis of cell growth and cell
shape confirmed that this fusion is functional, as already shown when fused to another
fluorescent tag (33) (Fig. S4A and B). On the other hand, since fusions to PBP1a are not
fully functional (25), we constructed a merodiploid strain carrying an ectopic mkate2-
PBP1a fusion under the control of the zinc-inducible Pz, promoter at the non-essential
bga locus. We also confirmed that the cells grew and were shaped like WT cells (Fig. S5A
and B). For both strains, we verified that mkate2-PBP1a and mkate2-PBP2b were stable
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FIG 2 Localization of CopD-sfGFP, mKate2-PBP1a, and mkate2-PBP2b. (A) Overlays (left panel) between phase-contrast and GFP images of CopD-sfGFP cells.
Scale bar, 2 um. The heatmap (right panel) represents the localization patterns of CopD-sfGFP during the cell cycle. (B) and (C) co-localization of CopD-sfGFP

and either mkate2-PBP1a (B) or mkate2-PBP2b (C) in WT cells. Overlays between phase contrast and GFP and mKate2 images are shown on the left while

corresponding heatmaps representing the two-dimensional localization patterns during the cell cycle are shown on the right. Scale bar, 2 um. The n values

represent the number of cells analyzed in a single representative experiment. Experiments were performed in triplicate.

and properly localized at midcell (Fig. S4C and D, S5C and D). The two strains were then
transformed with copD-sfGFP, resulting in double-labeled strains expressing either both
CopD-sfGFP and mkate2-PBP1a (copD-sfGfp-Pz,mkate2-PBP1a) or CopD-sfGFP and
mkate2-PBP2b (copD-sfGfp-mkate2-PBP2b). As expected, the three proteins localized to
the division septum and the cell equators (Fig. 2B and C). More importantly, heatmaps
showed that the three proteins shared the same dynamics and co-localized throughout
the cell cycle. Taken together, these observations show that CopD is able to interact with
PBP1a and PBP2b, and further suggest that it could influence the function of these two
PBPs at each stage of the cell cycle.

Deletion of copD alters PBP1a and PBP2b dynamics

Since there was no interaction occurring between the extracellular domains of the three
proteins, we reasoned that the mode of interaction between CopD and PBP1a or PBP2b,
which requires their transmembrane and cytoplasmic domains, could modulate the
localization and/or the dynamics of PBP1a and PBP2b rather than their activity. We,
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FIG 3 Analysis of the interaction between CopD, PBP1a and PBP2b. (A) Bacterial two-hybrid analyses. Plasmids, expressing the T25 fragment of the adenylate

cyclase protein fused to the N-terminus of CopD or the T18 fragment fused to the N-terminus of PBP1a, PBP2b, and derivatives, were constructed and the

interactions between CopD and either PBP1a or PBP2b or derivatives were assessed after co-transformation of T18- and T25-constructs in E. coli BTH101.

The blue coloration indicates positive interactions. (B) Immunoprecipitation of PBP1a and PBP2b with CopD-sfGFP in copD-sfGfp and Pcomx-sfGfp strains using

anti-GFP antibodies. Samples were analyzed by immunoblotting using either anti-GFP (left panel) to check that the specificity of the anti-GFP immunoprecipita-

tion, or anti-PBP1a antibodies (middle panel) or anti-PBP2b antibodies (right panel) to determine the presence of co-immunoprecipitated mkate2-PBP1a or

mkate2-PBP2b, respectively. The data shown are representatives of experiments made independently in triplicate. (C) Affinity measurements by Microscale

Thermophoresis of labeled CopD-6His binding to increasing concentrations of either PBP1atp-6his (left panel) or PBP2byp-6His (right panel). The fraction

bound FNorm (normalized fluorescence = fluorescence after thermophoresis/initial fluorescence) is plotted as a function of ligand concentration. Measures are

represented by green dots and the fitted curve by green lines. The KD is not measurable and >10"> M. Experiments were made independently in triplicate.

therefore, deleted copD in strains expressing gfp-PBP1a and gfp-PBP2b. The resulting
strains, AcopD-Pz,gfp-PBP1a and AcopD-gfp-PBP2b, were then analyzed by microscopy. In
both strains, the ability of GFP-PBP1a and GFP-PBP2b to position at mid-cell was not
affected (Fig. 4A and B), indicating that CopD is not required for their localization at the
division septum. Importantly, however, heatmap analysis revealed that the dynamics of
both PBPs were affected. Indeed, the fluorescence signals of PBP1a and PBP2b are
brighter at the division site of AcopD cells at a later stage of the cell cycle than in WT cells.
Simultaneously, their fluorescent signal at the daughter cell equator is less intense. As a
control, and to check whether the overall divisome dynamics is also affected, we
localized GFP-FtsA as a proxy for the divisome in AcopD cells (Fig. 4C). No difference was
detected between WT and AcopD cells confirming that CopD governs the timing of
localization of PBP1a and PBP2b at the division and equatorial sites.
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DISCUSSION

In this study, we show that CopD is a morphogenic protein that controls the dynamics
of PBP1a and PBP2b. This control is mediated by a direct interaction between the
transmembrane helices and the short cytoplasmic domains of CopD, PBP1a, and PBP2b.
However, we did not detect any interaction between the extracellular domain of CopD
and the TP domains of PBP1a and PBP2b. The extracellular domain of CopD is composed
of 2 PEPSY domains between S47 and Q100 and Q109-E160 according to Alphafold
prediction (Fig. 1A and https://alphafold.com/entry/Q8DP25). Therefore, it would be
interesting to evaluate the function of the CopD PEPSY domains. PEPSY domains consist
of four antiparallel 3-strands and one helix, a fold that belongs to the bacterial superfam-
ily of BLIP (B-lactamase inhibitor protein) like protein (BLIP-like proteins) (34). This family
encompasses four families (DUF2874, BLIP, SmpA_OmlA, and PEPSY) of proteins with no
or diverse additional domains (34). The function and thus the mode of action of these
proteins is still poorly understood, but a number of them are involved in maintaining the
integrity of the bacterial cell envelope (35-37).

PEPSY domains were initially described as intramolecular inhibitor of protease activity
in the M4 family of metallopeptidases (38). However, further analyses have shown that
they are present in other transmembrane proteins with different functions. For example,
the three tandem PEPSY domains of YpeB are critical for the stability, localization, and
activity of the lytic transglycosidase SleB required for Bacillus anthracis spore germination
(39). Similar to the interaction between CopD and PBP1a and 2b, the PEPSY domains of
YpeB don’t seem to be involved in the interaction with SleB (39, 40). Two studies report
that PEPSY domain proteins participate in bacterial cell development and morphogene-
sis. The secreted protein SspA from Streptomyces coelicolor has two PEPSY domains that
are required for proper spore morphology and septation (41). However, the underlying
mechanism is unknown and it is only hypothesized that SspA may affect the function of
some peptidoglycan hydrolases and/or PBPs. The other example is the CopD homolo-
gous protein TseB from B. subtilis (28). This protein was originally shown to suppress the
tetracycline sensitivity of an ezrA mutant in B. subtilis (27). This property is not relevant
in the pneumococcus because depletion of ezrA (ezrA is essential in S. pneumoniae) does
not confer tetracycline sensitivity (Fig. S1). In contrast and importantly, TseB directly
interacts with PBP2A, the homolog of pneumococcal PBP2b (28). In addition, B. subtilis
cells lacking tseB are also wider, an observation also made with the pneumococcal
AcopD mutant (Fig. 1C and D). Thus, it seems that the two homologs TseB and CopD
have a similar function in bacterial cell morphogenesis. Nevertheless, some properties
of the two proteins differ. TseB interacts with PBP2A through its PEPSY and TP domains,
respectively, according to pull-down experiments. Although this finding fits well with the
inhibitory and/or stabilizing role originally proposed for PEPSY domains (39, 42), TseB is,
however, not required for PBP2A activity and stability (28). The situation is different in
the pneumococcus, where CopD and PBP1a and PBP2b interact through their transmem-
brane and cytoplasmic domains (Fig. 3). This discrepancy may reflect a real difference in
the mode of action of CopD and TseB. This hypothesis is supported by the observation
that TseB was not found to control the function of any aPBP in B. subtilis (28). In addition,
CopD modulates the dynamics of PBP1a and PBP2b (Fig. 4A and B), whereas the effect of
TseB on the dynamics of PBP2A remains to be evaluated.

Importantly, deletion of PBP2A has no detectable effect on B. subtilis cell shape (43),
whereas deletion of PBP1a or depletion of PBP2b generates pneumococcal cells with
either reduced cell size or a lentil-like shape (44, 45). Therefore, it can be suggested that
TseB may regulate proteins other than PBP2A to control cell morphogenesis. Supporting
this, a recent Al-assisted structural proteomics study suggests that TseB may interact
with the elongasome protein MreC (46). Furthermore, the interaction between TseB
and PBP2A is required for spore germination (28). Collectively, TseB would function in
a different way than CopD and could also be considered as a functional homolog of
SppA from S. coelicolor (41). This raises the question of the role of the PEPSY domains
of CopD. To what extent do they contribute to the regulatory function of CopD?
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Are they necessary (or even detrimental) for the interaction with other partners to
coordinate PBP1a and PBP2b with the divisome activity? Do they regulate the activity
of other partners, and for example, some lytic enzymes required to coordinate PG
primary synthesis and maturation (39)? Future work is definitely needed to address these
questions.

A striking observation of this study is the presence of wider cells in absence of
CopD (Fig. 1C and D). In contrast to cell elongation, how bacteria define their width is
much less understood. A recent study in B. subtilis shows that the Rod complex moves
circumferentially and produces oriented PG materials (47). This dynamic makes the
sacculi more rigid and able to maintain the cell width, thus preventing cell widening. On
the other hand, aPBPs do not move circumferentially and insert PG material isotropically,
resulting in sacculi widening. Thus, the balance between PG assembly by the Rod system
and aPBPs is critical in controlling cell width. The observed widening of cells in the
absence of CopD is thus consistent with this model as CopD influences the dynamics of
PBP2b, which work with RodA in the pneumococcal Rod system (48), and PBP1a, which is
also part of the pneumococcal elongasome (45).

The larger cell width of AcopD cells also fits well with the new model of pneumococ-
cal PG assembly dynamics. Indeed, cell elongation would rely on the production of a
composite PG due to the coordinated insertion of peripheral PG into the septal PG,
which is continuously cleaved by hydrolases (21) (Fig. 5). The persistence of PBP1a and
2b at the division septum and the delay in their positioning at the equator (the division
septum of the daughter cell) (Fig. 4AB) likely imbalance the production of peripheral
PG with respect to the septal one and thus affect the composite nature of the PG
resulting in cell widening. Finally, it has been demonstrated that aPBPs can function
autonomously outside of the areas of active PG synthesis to repair the defects and/or
damage of the primary PG (Fig. 5) (22). Therefore, CopD could be considered as a
regulator that affects the function of PBP1a and PBP2b to coordinate both primary
cell wall assembly and repair. This hypothesis is also consistent with the observations
made by Pasquina-Lemonche and co-workers, who showed that two different PG layers
with different architecture (concentric or randomly oriented) would be produced at the
septum (49). Adapted to the pneumococcus, CopD could also contribute to coordinate
random PG synthesis with the repair of the PG layer by controlling the spatiotemporal
localization of PBP1a at the septum. On the other hand, CopD would also govern the
assembly of the septal/peripheral composite PG required for cell elongation (50) (Fig. 5).

Last and most importantly, the pneumococcus encodes for several PBP regulators:
CozE (also called CozEa), CozEb, MacP, and now CopD (24-26). While CozEa and indirectly
CozEb control PBP1a, MacP targets PBP2a. Considering that, deletion of PBP1a reduces
cell size while deletion of PBP2a does not (45), and that deletion of PBPTa and PBP2a is
synthetically lethal (23), these two PBPs are functionally redundant but also have specific
functions in PG assembly. In addition, the localization of the second pneumococcal bPBP,
PBP2x, is dependent on the serine/threonine-kinase StkP (51). An indirect relationship
also links PBP2b to the elongation regulator EloR/Jag/KphB since its absence suppresses
the essentiality of PBP2b (52-54). As complicated as it may be, further work aiming at
deciphering the interplay between all these regulators promises to further characterize
the specific function of aPBPs and bPBPs in the assembly and maturation of the PG layer.

MATERIALS AND METHODS
Strains and growth conditions

S. pneumoniae strains were grown in C + Y or THY medium at 37°C. Cell growth was
monitored automatically in JASCO V-630-BlO-spectrophotometer by optical density (OD)
readings every 10 minutes at 550 nm. For growth on plate, THY agar supplemented with
3% sheep blood was used. S. pneumoniae mutants were obtained by transformation as
previously described using the synthetic competence stimulating peptide 1 (CSP1) (55).
Strains expressing genes under the control of the pComX or Pz, promoter were cultured
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blue) facing the cytoplasm and ordered concentric rings strands (salmon and faded salmon) (49). According to the recent model of PG assembly and remodeling
(21), CopD could also influence the balance of the insertion of peripheral (faded salmon and blue strips) into septal (salmon and blue strips) PG to generate a
native peripheral PG mesh. Because aPBPs can function as autonomous entities, CopD could be important for PG repair and maintenance (22). Lastly, it remains
to be determined if CopD cross-talks with other regulators of aPBPs like CozE and MacP (gray). The visual of this drawing was inspired by reference 50.

at 37°C in presence of either the inducer peptide ComS (56) or Zn 100 pM, respectively.
The E. coli XL1-Blue strain was used for cloning, E. coli BL21(DE3) and BL21 star (DE3)
strains for protein overexpression, and E. coli BTH101 strain for bacterial two hybrid
experiments. Strains and plasmids used in this study are listed in Table S1 and S2, and
were verified by DNA sequencing.
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Allelic replacement mutagenesis and plasmid construction

To construct S. pneumoniae mutants (gene deletions, ectopic gene expression GFP/
mKate2 fusions), we used a two-step procedure, based on a bicistronic kan-rpsL cassette
called Janus (57), which allows a physiological level of expression of gene derivatives at
their chromosomal locus. DNA fragments encoding the extracellular domains of CopD,
PBP1a, and PBP2b were obtained by PCR using chromosomal DNA from S. pneumoniae
R800 strain as template. Full description of primers used for the construction of strains
and plasmids is provided in Table S2.

Tetracycline hypersensitivity experiments

To test tetracycline hypersensitivity, wild-type and pComX-ezrA, AezrA strains were grown
in C 4+ Y until they reached ODs5g = 0.1. Cell cultures were then diluted and plated
on raising concentrations of tetracycline (0, 1.5, and 15 ng/mL) in presence or absence
of ComS. Plates were incubated 15 hours at 37°C and CFU were counted. The relative
proportion of viable CFU (CFU with tetracycline/CFU without tetracycline x 100) was
then calculated.

Microscopy techniques and image analysis

For microscopy experiments, 1 pL of exponentially growing cells was spotted onto an
1% agarose C + Y pad on a microscopy slide and covered with a coverglass. Slides
were visualized with a Nikon Ti-E/B microscope fitted with an Orca-CMOS Flash4 V2
camera with a 100 A ~ 1.45 objective. Images were collected using NIS-Elements (Nikon).
Images were collected using NIS-Elements (Nikon) and were analyzed with Image)
(http://rsb.info.nih.gov/ij/) and the MicrobelJ plugin (31). For statistical analysis, Student’s
t-tests were performed in triplicate using the Microbel.

Bacterial two hybrid

The BACTH (Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid) system kit was used according to
the manufacturer’s protocol (Euromedex) (32). Co-transformants were re-streaked on
an LB agar plate supplemented with ampicillin 0.1 mg/mL, kanamycin 0.05 mg/mL,
isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside (IPTG) 0.5 mM, and X-gal 100 pug/mL. Plates were
grown at room temperature and photos were taken at 24, 40, 65, and 72 hours to
monitor the appearance of blue colonies. Plasmids used in this experiment are listed in
Table S2.

Co-immunoprecipitation

Cultures of copD-sfGFP and PcomX-sfGFP cells were grown at 37°C in THY medium until
they reached ODs59nm = 0.4. After centrifugation, cell pellets were then incubated at
30°C for 30 minutes in buffer A (0.1 mM Tris-HCl, 2 mM MgCl,, 1M sucrose, 1:100 Protease
Inhibitory Cocktail, T mg/mL of DNase | and RNase A), centrifuged again and then
incubated in buffer B (0.1 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 1% [vol/vol] Triton X-100, 1:100
Protease Inhibitory Cocktail, 1 mg/mL of DNase | and RNase A) at room temperature for
15 minutes. After centrifugation, the supernatant was incubated with the GFP-TRAP resin
suspension according to the manufacturer’s instructions (Chromotech). Protein-bound
GFP-TRAP resin was eluted with Laemmli buffer at 95°C for 10 minutes and analyzed by
SDS-PAGE and Western blot with either anti-GFP antibodies, or anti-PBP1a or anti-PBP2a
antibodies.

Preparation of S. pneumoniae crude extracts and immunoblot analysis

Cultures of S. pneumoniae were grown in C + Y, pelleted and resuspended in Tris-
HCI 10 mM pH 8, EDTA 1T mM. After cell disruption by sonication, crude extracts
were analyzed by SDS-PAGE and electrotransferred onto an immobilon-P membrane
(Millipore). Primary antibodies were used at 1:5,000 (anti-GFP, Amsbio), 1:20,000
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(anti-PBP1a [58]), 1:20.000 (anti-PBP2b [58]), 1:10,000 (anti-Spr1400-Extra, Covalab) in
TBST-BSA 1% and 1:250,000 (anti-Enolase [(59]) in TBST-BSA 5%. The goat anti-rabbit
secondary antibody HRP conjugate (Biorad) was used at 1: 5,000.

Protein purification

Recombinant plasmids overproducing CopDgp and PBP2byp were transformed into the
BL21(DE3) E. coli strain, whereas plasmids overproducing PBP1atp were transformed into
the BL21 star (DE3) E. coli strain. The strains were grown in Luria Bertani (LB) broth at
37°C until they reached ODgggnm = 0.5 and then induced with 0.5 mM (IPTG) for 3 hours
at 37°C. Bacterial pellets were then resuspended in buffer A (Tris-HCI 50 mM pH 7.5,
NaCl 200 mM, glycerol 10%, DTT 1 mM) supplemented with 10 mM imidazole, 1 ug/mL
lysozyme, 6 pg/mL DNAse/RNAse and 1x protein inhibitor Roche. After sonication and
centrifugation 30 minutes at 30,000 X g, soluble proteins were incubated with a Ni-NTA
agarose resin (Qiagen) for 30 minutes, washed with buffer A supplemented with 20 mM
imidazole, and then eluted in buffer A supplemented with 150 mM imidazole (300 mM
for PBP1aTp).

PBP2btp was then digested in dialysis buffer (HEPES 20 mM pH 7.5, NaCl 100 mM, DTT
1 mM, MgCl, 1 mM, glycerol 10%) overnight in presence of TEV in a 1:40 (wt:wt) ratio.
The dialyzed sample was then gel filtrated using a S75 10/300 Increase column (Cytiva)
and buffer B (HEPES 20 mM pH 7.5, NaCl 100 mM, MgCl; 1 mM, glycerol 10%). CopDgc
was dialyzed in buffer B without any TEV cleavage. Extra steps were needed to purify the
TP domain of PBP1a. The extracellular domain of PBP1a was digested by trypsin (ratio
1:200[wt/wt]) in Tris-HCl 25 mM pH 8 for 30 minutes at 37°C to isolate the TP domain,
as previously described (60). The TP domain was then purified by gel filtration as for
PBP2bTp.

Thermophoresis experiments

The Monolith NT.115 instrument was used to perform thermophoresis experiments.
CopDgp was labeled using the Protein labeling kit red NHS 2nd generation (Nanotemper)
according to manufacturer’s instructions. For every experiment, the following settings
were used: MST power = 40%; NanoRed laser, excitation power = 40%. All measurements
were carried out in 20 mM HEPES pH 7.5, 300 mM NaCl, 10% glycerol, 0.1% Tween 20
detergent using standard capillaries. 6-his labeled CopDgp was tested at the concen-
tration at 168 nM with ranging concentration of PBP2btp and PBPl1atp of 5.2 uM to
0.159 nM and 4.5 uM to 0.137 nM, respectively. Experiments were performed at 25°C.
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Figure S1: Effect of tetracycline and/or ezrA-depletion on cell growth and viability. (A)
WT cells were grown in C+Y medium at 37°C in the presence of increasing concentration of
tetracycline. The ODsso was read automatically every 10 min. (B) Western immunoblot of
whole-cell lysates from AezrA-P.omx-ezrA cells, grown to exponential phase in the presence
(0.5, 1 or 2 uM) of the ComS inducer, were probed with specific anti-EzrA (a EzrA) antibody.
To estimate the relative quantity of proteins in crude extract and to compare the different lanes,
we used enolase (Spr1036) as an internal standard. The enolase was detected using specific
antibodies (o Enolase) and is presented in the lower part of the Figure. EzrA is indicated with
a black arrow. (C) AezrA-Pcomx-ezrA cells were grown in C+Y medium at 37°C in the absence
or presence of decreasing concentration of ComS from 2 to 0 pM. The ODsso was read
automatically every 10 min. (D) Growth curves of WT and AezrA-Pcomx-ezrA4 strains (+ 1 pM
ComS) in presence of 1.5 ng/ml or 15 ng/ml of tetracycline. (E) Relative cell viability of AezrA-
Peomx-ezrA (+ 1 uM ComS) compared to WT cells in the presence of 1.5 ng/ml or 15 ng/ml of

tetracycline. Bar chart represents the mean + SEM.
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Figure S2: Expression and functionality of the CopD-sfGFP fusion. (A) The Western
immunoblot was probed with specific anti-GFP antibodies (o GFP) to determine copD
expression in copD-sfGfp cells. To estimate the relative quantity of proteins in crude extract
and to compare the different lanes, we used enolase (Spr1036) as an internal standard. The
enolase was detected using specific antibodies (o Enolase) and is presented in the lower part of
the Figure. (B) Growth of WT and copD-sfGfp strains. Strains were grown in C+Y medium at
37°C in a spectrophotometer. The ODsso was read automatically every 10 min. Representative
phase contrast microscopy images of WT and copD-sfGfp cells are shown below the growth
curves. Scale bar, 2 um. (C) Corresponding violin plot show the distribution of the cell width
as determined using MicrobelJ (56). The distribution of the cell width is shown in red for the
WT strain and in green for the copD-sfGfp strain. The box indicates the 25th to the 75th
percentile, and the whiskers indicate the minimum and the maximum values. The mean and the
median are indicated with a dot and a line in the box, respectively. Statistical comparison was
done using t-test. n=3 indicates the number of independent experiments with a total of 8000

cells analyzed.
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were analyzed by SDS-PAGE.
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Figure S4: Validation of the mkate2-PBP2b fusion. (A) Growth curves of WT and mkate2-

PBP2b cells in C+Y medium at 37°C. The ODsso was read automatically every 10 min. (B)
Violin plot showing the distribution of the cell length (left panel) and cell width (right panel)
for WT (red) and mkate2-PBP2b (grey) strains as determined using Microbel (56). The box
indicates the 25th to the 75th percentile, and the whiskers indicate the minimum and the
maximum values. The mean and the median are indicated with a dot and a line in the box,
respectively. Statistical comparison was done using t-test. n=3 indicates the number of
independent experiments with a total of 10 000 cells analyzed. (C) Expression of mkate2-
PBP2b. mkate2-PBP2b represents the only source of PBP2b from its endogenous chromosomal
locus. After SDS-PAGE and electro-blotting, the membrane was probed with anti-PBP2b
antibody. As control, WT cells were also analyzed. (D) Overlays between phase-contrast and

mKate2 images of mkate2-PBP2b cells. Scale bar, 2 pm.
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Figure SS: Validation of the mkate2-PBPla fusion. (A) Growth curves of WT and Pz,-

mkate2-PBPla cells in C+Y medium at 37°C. The ODsso was read automatically every 10 min.

(B) Violin plot showing the distribution of the cell length (left panel) and cell width (right panel)

for WT (red) and mkate2-PBPla (grey) strains as determined using MicrobelJ (56). The box

indicates the 25th to the 75th percentile, and the whiskers indicate the minimum and the

maximum values. The mean and the median are indicated with a dot and a line in the box,

respectively. Statistical comparison was done using t-test. n=3 indicates the number of

independent experiments with a total of 10 000 cells analyzed. (C) Expression of mkate2-

PBPla. The merodiploid strain Pz,-mkate2-PBP la expresses the chromosomal PBP/a and the

ectopic mkate2-PBPla fusion under the control of the zinc-inducible P,, promoter. The two

forms are indicated by arrows. After SDS-PAGE and electro-blotting, the membrane was

probed with anti-PBP1la antibody. As control, WT cells were also analyzed. (D) Overlays

between phase-contrast and mkate2 images of Pz,-mkate2-PBP la cells. Scale bar, 2 um.



Table S1 - Strains and plasmids used in this study

Strain Genotype and description Reference Primers (Table S2)
S. pneumoniae strains
R800 S. pneumoniae R6 derivative Gift from J.-
P.Claverys,
Toulouse, France
Wild type R800 rpsL1 Gift from J.-
P.Claverys,
Toulouse, France
copD ::Janus R800 rpslL1, copD::kan-rpsL; Kan® This study 1,2,3,4,5,6
AcopD R800 rpsL1, AcopD; Strf This study 1,2,7,8
copD-APepSY | R800 rpsL1, copD-APepSY(A57-L162) ; Str® | This study 1,2,9 10
copD-sfGfp R800 rpsL1, copD-sfGfp; Str® This study 1,2,10,11,12,13
Pcomx-copD R800 rpsL1, AlS1167::P1::Pcomr-comR, This study 14, 15, 16, 17, 18,
cpsN-O::Pcomx-copD; Str® 19
copD ::Janus- R800 rpsL1, AlS1167::P1::Pcomr-cOMR, This study 1,2
Pcomx-copD cpsN-O::Pcomx-copD, copD::kan-rpsl; Kan®
AcopD-Pcomx- R800 rpsL1, AlS1167::P1::P.omr-cOMR, This study 1,2
copD, ¢cpsN-O::Pcomx-copD, AcopD; Str?
Peomx-SfGfp R800 rpsL1, AIS1167::P1::Pcomr-cOMR, This study 14, 15, 16, 17, 20,
cpsN-O::Peomx-sfGfp; Str’ 21
gfp-PBP2b R800 rpsL1, gfp-PBP2b; Str* This study 22,23, 24, 25, 26
copD::Janus- R800 rpsL1, gfp-PBP2b, copD::kan-rpsl; This study 1,2
gfp-PBP2b Kan®
AcopD-gfp- R800 rpsL1, gfo-PBP2b, AcopD; Str* This study 1,2
PBP2b
Pz-gfp-PBP1a | R800 rpsL1, bgaA::Pz.-gfp-PBP1a; Strf Gift from C.
Tet? Morlot
copD ::Janus- R800 rpsL1, bgaA::Pz-gfp-PBP1a, This study 1,2
Pz:-gfp-PBPla | copD::kan-rpsl; Kan® Tet?
AcopD-Pz,-gfp- | R800 rpsL1, bgaA::Pz-gfp-PBP1a, AcopD; | This study 1,2
PBP1a Str? Tet”
copD::Janus- R800 rpsL1, gfp-PBP2b, copD ::kan-rpsl; This study 1,2
gfp-PBP2b Kanf
gfp-ftsA R800 rpsL1, gfp-ftsA; Strk 1
copD-sfGfp- R800 rpslL1, gfp-PBP2b, copD-sfGfp; Strf This study 1,2
gfp-PBP2b
Pz.-mkate2- R800 rpsL1, Pz,-mkate2-PBP1a, Str’ Tet® Gift from C.
PBPla Morlot
copD::Janus- R800 rpsL1, Pz,-mkate2-PBP1a, This study 1,2
Pz-mkate2- copD::kan-rpsl, Kan® Tet?
PBPla
copD-sfgfp- R800 rpsL1, Pz,-mkate2-PBP1a, copD- This study 1,2
Pz-mkate2- sfafp, Strf Tet®

PBPla
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mkate2-PBP2b | R800 rpsL1, mkate2-PBP2b, Str* This study 22,23, 25,27,28
copD::Janus- R800 rpsL1, mkate2-PBP2b, copD::kan- This study 1,2
mkate2-PBP2b | rpsl, Kan®
copD-sfGfp- R800 rpslL1, mkate2-PBP2b, copD-sfGfp, This study 1,2
mkate2-PBP2b | Str?
Pcomx-€zrA R800 rpsL1, AIS1167::P1::P.omr-cOomR, This study 14, 15, 16, 17, 29,
cpsN-O::Peomx-ezrA, Strt 30
ezrA-Janus R800 rpslL1, ezrA-kan-rpsL; Kan® This study 3,4,31,32,33,34
ezrA-Janus- R800 rpsL1, AlIS1167::P1::Pcomr-cOMR, This study 31,32
Pcomx-€zrA cpsN-O::Peomx-ezrA, ezrA-kan-rpsl ; Kan®
AezrA-Peomx- R800 rpsL1, AlS1167::P1::Pcomr-cOMR, This study 31, 32, 35, 36
ezrA cpsN-O::Peomx-€zrA, AezrA ; Str®
E. coli strains
XL1-Blue supE44 hsdR17 recAl endAl gyrA46 thi 2
relAl lac-F'[proAB + lacl®lacZAM15 Tn10
(Th)]
BTH101 F-, cya-99, araD139, galE15, galK16, Euromedex
rpsL1 (Str?), hsdR2, mcrA1, mcrB1
BL21 (DE3) F-, ompT gal dcm lon hsdSg (rs-mg-) A(DE3 | 3
[lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5])
BL21 star F~ompT gal dcm lon hsdSg(rs ms~) A(DE3 | Invitrogen
(DE3) [lacl lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5])
[mG/B+]K.12(AS)
Plasmids
pETPhos-copD | pETPhos derivative, encoding CopD, from | This study 37,38
(extra) Met38 to Leul62, Amp®
PETPhos- pETPhos derivative, encoding PBP2b, This study 39,40
PBP2b (extra) | from Met39 to Asn685, Amp®
PETPhos- pETPhos derivative, encoding PBP1a, This study 41,42
PBP1a (extra) | from Ser37 to Pro719, Amp®
pKT25 Piac-T25- kan pACYC ori
pUT18C Pioc-T18-, bla
pKT25-zip Piac-T25-leucine zipper region from yeast
GCN4. kan pACYC ori
pUT18C-zip Piac-T18-leucine zipper region from yeast 4
GCN4. bla
PUT18C-pbp2b | Pi-T18-PBP2b bla pUC ori 5
PUT18C-pbp2x | Pic-T18-PBP2x bla pUC ori This study 43,44
PUT18C- Piac-T18-PBP2b(Met1-Tyr38)- This study 45, 46, 48, 49
PBP2x/PBP2bT | PBP2x(Thr52-Asp750) bla pUC ori
M-CD
PUT18C- Piac-T18-PBP2x(Met1-Gly51)- This study 47, 48, 49, 50
PBP2b/PBP2xT | PBP2b(Met39-Asn685) bla pUC ori
M-CD
PUT18C-pbpla | Pic-T18-PBP1a bla pUC ori 6
PUT18C-pbp2a | Pi-T18-PBP2a bla pUC ori 6
PUT18C- Pi-T18-PBP1a(Met1-Ser37)- This study 51, 52,53,54
PBP2a/PBP1aT | PBP2a(Ser79-Arg731) bla pUC ori

M-CD
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PUT18C- Pioc-T18-PBP2a(Met1-Lys78)- This study 48,55, 56, 57

PBP1a/PBP2aT | PBPla(Lys38-Pro719) bla pUC ori

M-CD

pKT25-copD Piac-T25-copD kan pACYC ori This study 57, 58, 59, 60
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Table S2 - List of primers

Number | Name Sequence 5’-3’

1 Upstream of copD (-635) (+) CACTGTACCAGGGATAGAGAAG

2 Downstream of copD (+1134) (-) CACCATTGATGACCACTGTTTGC

3 Janus cassette (+) CCGTTTGATTTTITAATGGATAATG

4 Janus cassette (-) AGAGACCTGGGCCCCTTTCC

5 Janus / Upstream of copD (-1) (-) CATTATCCATTAAAAATCAAACGGCCCT
AGACCATACTGCCACAG

6 Janus / Downstream of copD (+488) (+) GGAAAGGGGCCCAGGTCTCTGGTCAAT
AAGGAGGGCCTATG

7 Upstream of copD (-1) (-) CCCTAGACCATACTGCCACAG

8 Downstream of copD (+411) (+) CTGTGGCAGTATGGTCTAGGGGGTCAA
TAAGGAGGGCCTATG

9 copD-APepSY (+) AACTATCCAACCGTGTT

10 copD-APepSY (-) ACACGGTTGGATAGTTTCAATACTGCTG
AGCT

11 Linker / copD (+429) (-) CTGCAGGAACTCGATGTCTAGTTTTAGG
CCCTCCTTATTGACC
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12 sfGfp (-) TTATTTGTAGAGCTCATCCATGCCG

13 copD / sfGfp (+) CGGCATGGATGAGCTCTACAAATAAGG
TCAATAAGGAGGGCCTATG

14 cpsN (+308) (+) CATCGGAACCTATACTCTTTTAG

15 cpsO (+800) (-) ATAACAAATCCAGTAGCTTTGG

16 Peomx (0) (+) TGAACCTCCAATAATAAATATAAAT

17 cpsN/0 (+1106) (+) TTTCTAATATGTAACTCTTCCCAAT

18 cpsN / copD (-) ATTGGGAAGAGTTACATATTAGAAATCA
TAGGCCCTCCTTATTGAC

19 Pcomx / copD (+) ATTTATATTTATTATTGGAGGTTCAATGA
AAAAAAGACAAAACAAAGCAAAAAATA
ATC

20 Peomx / SfGfp (+) TATTTATTATTGGAGGTTCAATGTCTAAA
GGTGAAGAGTT

21 cpsN / sfGfp (-) GAAGAGTTACATATTAGAAATTATTTGT
ACAATTCATCCA

22 Upstream of PBP2b (-658) (+) GCCGTCTTGGTCTGTCAAAGCTTC

23 Downstream of PBP2b (+2725) (-) CACTATACAAAAAGAGGCCGATAGG

24 gfp / linker (-) TCCGGATCCCTCGAGTTTATACAATTCAT
CCATACCATGTG

25 Linker / PBP2b (+) CTCGAGGGATCCGGAATGAGACTGATT
TGTATGA

26 Upstream of PBP2b / gfp (+) AGATTTTAAGTTAGAAATGATTTCTAAA
GGTG

27 rfp / linker (-) TCCGGATCCCTCGAGCAATTTACTAGGC
AAAT

28 Upstream of PBP2b / rfp (+) AGATTTTAAGTTAGAAATGAAACATCTT
ACCG

29 Peomx [ €zrA (+) ATTTATATTTATTATTGGAGGTTCAATGT
CTAATGGACAACTAATTTATTTAATGG

30 cpsN / ezrA (-) ATTGGGAAGAGTTACATATTAGAAATTA
AAAACGAATCGTTTCACGTGTTTTC

31 Upstream of ezrA (-587) (+) CAGCCATGGGAACAGGATTTG

32 Downstream of ezrA (+2338) (-) TTTATGATATTTAGCTGTACGAGAGTC

33 Upstream of Janus / ezrA (-) CATTATCCATTAAAAATCAAACGGTTAA
AAACGAATCGTTTCACGTGTTTTC

34 Dowtream of ezrA / Janus (+) GGAAAGGGGCCCAGGTCTCTTAAAAGA
AAAAGATTTTATTGTGTGAGG

35 Downstream of erzA (+) CGATTGTTTCAAGTAAAAAAGGAGTTTG
ATTAAAAGAAAAAGATTTTATTGTGTGA
GGAGC

36 Upstream of ezrA (-) GCTCCTCACACAATAAAATCTTTTICTTT
TAATCAAACTCCTTTTTTACTTGAAACAA
TCG

37 Extracellular domain of copD with BamHI | TATGGATCCTCATAGGCCCTCCTTATTGA

extension (-) cC
38 Extracellular domain of copD with Ndel | TATCATATGAAACCCTATCAAACAGCTA
extension (+) AAAG
39 PBP2b with BamHI extension (-) TATGGATCCCTAATTCATTGGATGGTAT

TTTTGATACAG




40 PBP2b with Ndel extension (+) GGGAATTCCATATGCAGGTTTTGAACAA
GGATTTTTACG

41 PBP1a with BamH1 extension (-) TATGGATCCTTATGGTTGTGCTGGTTGA
G

42 PBP1a with Ndel extension (+) GGGAATTCCATATGAGCAAGGCTCCTA
GCCTATCCG

43 PBP2x with Acc65I extension (-) TATGGTACCCGTTAGTCTCCTAAAGTTA
ATGTAATTTTTTTAATG

44 PBP2x with Xbal extension (+) TATTCTAGAGATGAAGTGGACAAAAAG
AGTAATC

45 PBP2b (M1-Y38) fused to PBP2x (T52-D750) (+) | TTGGTCGTTTGTTGTATACTCGCTTTGGA
ACAGA

46 PBP2b (M1-Y38) fused to PBP2x (T52-D750) (-) | TCTGTTCCAAAGCGAGTATACAACAAAC
GACCAA

47 pKNT25/pUT18/pUT18C-GIBSON-Xbal (-) CTCTAGAGTCGACCTGCAG

48 pPKNT25/pUT18 (+) GTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGG

49 PBP2x (M1-M51) fused to PBP2b (M39-N685) | TCATTATTGGGACAGGCATGCAGGTTTT

(+) GAACAA
50 PBP2x (M1-M51) fused to PBP2b (M39-N685) (- | TTGTTCAAAACCTGCATGCCTGTCCCAAT
) AATGA

51 PBP1a (M1-S37) fused to PBP2a (S79-R731) (+) | TTTTCTACTACGTTAGCTCGACCAATGTC
AATGA

52 PBP1a (M1-S37) fused to PBP2a (S79-R731) (-) | TCATTGACATTGGTCGAGCTAACGTAGT
AGAAAA

53 pUT18C (-) TCGGGGCTGGCTTAACTA

54 pkNT25/pUT18C/pUT18 (+) GTACCGAGCTCGAATTCA

55 PBP2a (M1-L78) fused to PBP1a (S38-P719) (+) | TGTTTGCTGTAGCCAAGAAGGCTCCTAG
CCTATC

56 PBP2a (M1-L78) fused to PBP1a (L38-P719) (-) | GATAGGCTAGGAGCCTTCTTGGCTACAG
CAAACA

57 pKT25-GIBSON-Xbal (-) CTCTAGAGTCGACCCTGCAG

58 pKT25-GIBSON-Acc65I (+) CGGGTACCTAAGTAACTAAGAATTC

59 copD with Xbal extension (-) AGGGTCGACTCTAGAGGTGAAAAAAAG
ACAAA

60 copD with Acc65I extension (-) TATGGTACCCGTAGGCCCTCCTTATTGA

CCAATG
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Figure 48 : Modele pour l'interaction entre MapZ et EzrA aux stades précoces (A), avancés (B)
et finaux (C) de la division cellulaire. Une image de cellule en contraste de phase superposée
aux images d’épifluorescence est représentée pour chaque catégorie (panel de gauche). Les
schémas représentent la localisation de chaque protéine (MapZ en bleu, EzrA en jaune, StkP
en violet), au site actif de division et/ou aux équateurs cellulaires. A) Au début de la division
cellulaire, MapZ (non phosphorylée) marque les équateurs des cellules filles alors que EzrA,
StkP et les autres protéines du divisome (symbolisé par un ovale orange au site actif de
division) sont localisées au centre de la cellule. B) Au cours de la division cellulaire, EzrA se
relocalise aux futurs sites de division des cellules filles et interagit avec MapZ. C) Dans les
stades tardifs de la division cellulaire, StkP se relocalise aux équateurs et phosphoryle MapZ.
La phosphorylation de MapZ (représentée par des phosphates ® violets aux sites de

phosphorylation) casse I'interaction avec EzrA.



Partie | — Rble de la phosphorylation de la protéine MapZ dans la régulation de la division cellulaire
chez Streptococcus pneumoniae

Chez le pneumocoque, le positionnement de la machinerie de division cellulaire est régulé
positivement par la protéine MapZ. Cette protéine contient un domaine cytoplasmique
intrinsequement désordonné qui présente deux sites de phosphorylation, substrats de la
sérine-thréonine protéine kinase StkP. Au cours de ma thése, j'ai démontré que MapZ
interagit avec la protéine du divisome EzrA. Cette observation vient soutenir une étude
récente ayant identifié EzrA en complexe avec MapZ dans une expérience de co-
immunoprécipitation (Perez et al., 2022). J’ai également montré que cette interaction est
dépendante de I'état de phosphorylation de MapZ et qu’elle a lieu préférentiellement
lorsque MapZ est déphosphorylée. J’ai ensuite montré que MapZ et EzrA co-localisent aux
équateurs des cellules filles dans les stades tardifs de la division cellulaire, alors que StkP se
localise toujours au site actif de division. Des expériences de microscopie par TIRF ont
également permis de mettre en évidence que la dynamique de EzrA est fortement perturbée
lorsque MapZ est constitutivement phosphorylée, un phénotype que I'on retrouve dans un
mutant AmapZ. MapZ agirait donc comme un interrupteur moléculaire, dont le niveau de
phosphorylation modulerait son interaction avec EzrA et impacterait sa dynamique de
relocalisation. Dans cette discussion, je m’attacherai a présenter différents éléments de

réflexion liés aux observations faites au cours de cette étude.

e Quelle est la dynamique d’interaction entre MapZ et EzrA ?

Les observations réalisées au cours de cette étude, couplées a une expérience de
colocalisation simultanée des trois protéines (MapZ, EzrA et StkP), nous ont permis d’établir
un modele pour expliquer la dynamique d’interaction de ces acteurs de la division cellulaire
(Figure 48). Au stade précoce de la division cellulaire, MapZ, EzrA et StkP sont localisées au
centre de la cellule. A mesure que la cellule s’allonge, MapZ est localisée majoritairement au
niveau des équateurs des futures cellules filles et s’éloigne progressivement de la machinerie
de division/élongation et plus spécifiquement de EzrA et StkP, qui restent localisées au
niveau du site de division (Figure 48A). En supposant que le niveau de phosphorylation de

MapZ soit directement lié a sa proximité géographique avec StkP (ce point est discuté plus
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bas), nous pourrions donc supposer que les molécules de MapZ localisées au niveau des
équateurs des futures cellules filles soient majoritairement sous forme non-phosphorylée. A
un stade plus tardif de la division cellulaire, EzrA se relocalise au niveau des équateurs des
futures cellules filles alors que les protéines tardives du divisome (dont StkP) persistent au
site actif de division (Figure 48B). La présence de molécules de MapZ non-phosphorylées au
niveau des équateurs des cellules filles favoriserait I'interaction avec EzrA et faciliterait son
recrutement aux niveaux des futurs sites de division. Au stade final de la division cellulaire,
StkP se relocalise aux niveaux des futurs sites de division en présence de MapZ et de EzrA,
pour initier un nouveau cycle cellulaire. Du fait de la proximité géographique entre MapZ et
StkP, nous pourrions supposer que les molécules de MapZ localisées au niveau du site actif
de division soient majoritairement sous forme phosphorylée. La présence de molécules de
MapZ phosphorylées réduirait son interaction avec EzrA et faciliterait leur séparation a
mesure que MapZ s’éloigne progressivement du site actif de division (Figure 48C). La
phosphorylation de MapZ serait donc un niveau de régulation supplémentaire permettant a

EzrA de se relocaliser au bon endroit et au bon moment de la division cellulaire.

e Comment est régulé I'équilibre entre la phosphorylation/déphosphorylation de

MapzZ?

Le modéle de travail exposé ci-dessus suppose que MapZ est déphosphorylée lorsqu’elle ne
co-localise pas avec StkP. On émet alors I’hypothése que (i) au cours de la division cellulaire,
une synthése de novo suffisante permettrait a des nouvelles molécules de MapZ de
remplacer les molécules de MapZ ayant été phosphorylées initialement par StkP et/ou que
(ii) MapZ est déphosphorylée par la phosphatase PhpP dés qu’elle s’éloigne du site actif de
division ou se trouve StkP. PhpP est une protéine cytoplasmique enrichie au centre de la
cellule (Beilharz et al.,, 2012 ; Ulrych et al., 2016). Il a également été montré que PhpP
catalyse directement la déphosphorylation de MapZ (Ulrych et al., 2016). PhpP pourrait donc
déphosphoryler MapZ deés le début de l'allongement de la cellule, lorsqu’elle s’éloigne de
StkP. PhpP est majoritairement enrichie au centre de la cellule pendant la phase
exponentielle de croissance mais pas en phase stationnaire (Beilharz et al., 2012), on peut
alors se questionner sur la temporalité de la localisation de PhpP au cours du cycle cellulaire.

On pourrait imaginer des expériences de co-localisation de PhpP et MapZ pour comparer
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leur localisation aux différents stades d’avancement de la division cellulaire afin de
déterminer leur proximité géographique. Cela nous permettrait de déterminer si PhpP est
proche de MapZ au début de la division cellulaire et si elle pourrait déphosphoryler MapZ

avant que cette derniére ne s’éloigne du septum.

Cependant, il est également possible que le niveau de phosphorylation de MapZ ne soit pas
uniguement régulé par I'action des kinase/phosphatase StkP/PhpP mais aussi par un
renouvellement de protéines MapZ synthétisées au cours du cycle cellulaire. On sait en effet
qgue les génes codants pour les protéines du divisome sont exprimés tout au long du cycle
cellulaire. On pourrait envisager de répondre a cette question avec une expérience de
microscopie a épifluorescence, en fusionnant la protéine MapZ avec une protéine
fluorescente photoconvertible (Gurskaya NG, et al., 2006 ; Chudakov et al., 2007 ; McKinney
et al., 2009). En suivant la croissance de bactéries au début de la division cellulaire en time
lapse, une premiere capture de la fluorescence (de longueur d’onde d’émission A)
permettrait de déterminer la localisation de MapZ initiale. Ensuite, la protéine fluorescente
pourra étre photoconvertie pour émettre a une longueur d’onde B. Ainsi, la localisation de
MapZ pourra étre suivie en mesurant la fluorescence de la protéine a la longueur d’onde
initiale (A) et photoconvertie (B). De cette fagon, on distinguera les protéines MapZ issues de
la synthése de novo (émettant a la longueur d’onde A) des protéines MapZ initialement
présentes au début du cycle cellulaire (émettant a la longueur d’onde B). Suivie en temps
réel, cette expérience nous permettrait de déterminer la vitesse de recyclage des molécules
de MapZ. On pourrait ainsi déterminer s’il y a un renouvellement des protéines MapZ au

cours d’un cycle de division cellulaire.

e Quelle est la pertinence biologique de la phosphorylation de MapZ ?

Les expériences de microscopie en TIRF ont montré que EzrA ne se relocalise pas
correctement aux futurs sites de division cellulaire dans un mutant mapZ-2TE, un phénotype
similaire a celui observé dans un mutant AmapZ (Figure 47). Dans ces mutants, EzrA se
distribue de facon aberrante aux futurs sites de division grdce a un mécanisme de
compensation (failsafe mechanism en anglais) déja observé précédemment dans une autre
souche de S. pneumoniae (Perez et al., 2019, 2021a). Ce mécanisme de compensation se

caractérise par la diffusion (streaming en anglais) des molécules de EzrA dans la membrane
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cellulaire, résultant en des anneaux qui ne sont pas perpendiculaires a I'axe longitudinal de
la cellule mais qui forment plut6ét des hélices distribuées dans la cellule (Perez et al., 2019).
Dans ces mutants ou MapZ est dysfonctionnelle ou absente, la polymérisation de FtsZ et de
EzrA aux sites de division serait perturbée et cela conduirait a une localisation aberrante et
une instabilité de I'anneau Z. En effet, des études ont suggéré que les anneaux de MapZ
agiraient comme des « circuits » facilitant la polymérisation et le treadmilling de FtsZ et de

EzrA (Li et al,, 2018 ; Feng et al., 2019 ; Perez et al., 2019, 2021a).

Contrairement a ce qui a été observé dans le mutant phosphoablatif mapZ-2TE, le mutant
phosphomimétique mapZ-2TA présente une dynamique de EzrA similaire a la souche
sauvage. On peut alors se demander pourquoi la phosphorylation de MapZ est importante
pour la cellule? En effet, on sait que I'équilibre entre la forme phosphorylée et
déphosphorylée de MapZ est essentiel a la morphologie et a la division du pneumocoque
(Fleurie et al., 2014). D’un autre coté, les expériences réalisées en TIRF montrent que EzrA
est capable de se localiser normalement dans une souche ou MapZ est déphosphorylée de
facon permanente. Cette observation pourrait s’expliquer par la différence de milieu de
culture utilisé, puisque du milieu C+Y a été utilisé dans cette étude alors que du THY avait
été utilisé dans I'étude précédente (Fleurie et al., 2014). Le milieu C+Y est un milieu moins
riche que le milieu THY, il est donc possible que le THY contienne plus de composés pouvant
générer un stress pour la cellule. La phosphorylation constitutive de MapZ ne semblait pas
causer de défauts majeurs dans nos conditions d’observation, mais elle pourrait s’avérer
délétére dans d’autres conditions. Par exemple, la phosphorylation de MapZ pourrait
s’avérer indispensable dans d’autres souches de S. pneumoniae. La souche utilisée dans
notre étude est la souche de laboratoire R6. Des mutations dans certains génes de cette
souche pourraient compenser I'effet délétére de la déphosphorylation constitutive de MapZ.
Au contraire, cette déphosphorylation permanente pourrait par exemple s’avérer toxique
dans la souche D39, qui présente de nombreuses différences génétiques par rapport a R6.
Enfin, la phosphorylation de MapZ pourrait s’avérer indispensable en conditions d’infection.
On pourrait par exemple étudier I'effet de la phosphorylation de MapZ dans la souche
pathogéne TIGR4, dont la paroi cellulaire est décorée par des pili, indispensables pour la
virulence du pneumocoque (Mosochioni et al., 2008). On pourrait imaginer que I'équilibre

entre les formes phosphorylée et déphosphorylée de MapZ soit important pour la formation
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des pili, et notamment pour la régulation des pilines impliquées dans leur assemblage

(Barocchi et al., 2006).

e Peut-on raffiner les domaines d’interaction des protéines ?

Les tests d’interaction par résonance plasmonique de surface ont permis de déterminer que
plusieurs ou tous les domaines spectrine de EzrA sont capables d’interagir avec MapZ, sans
exclure que le domaine C-terminal de EzrA puisse également interagir. En revanche, on peut
noter que bien que les domaines spectrines ne présentent aucune homologie de séquence
entre eux, leur structure secondaire et tertiaire est trés similaire (Cleverley et al., 2014).
MapZ serait donc capable d’interagir avec les domaines spectrine en général, sans
reconnaitre une séquence en particulier. Il n’est pas exclu que MapZ puisse reconnaitre
certains motifs dans les domaines spectrines, qui pourraient par exemple étre orientés de
facon a pouvoir interagir avec le domaine cytoplasmique de MapZ. L'expérience nous a
permis de conclure que deux domaines spectrine sont suffisants a I'interaction et que I'ajout
d’un troisieme domaine ne change pas la constante d’affinité (KD). Afin de déterminer si un
seul domaine spectrine est suffisant pour l'interaction, nous avons tenté de produire un
domaine spectrine unique (le domaine S3). Malheureusement, produire un seul domaine
spectrine n’est pas stable et nous n’avons pas pu réaliser la mesure de |'interaction. Pour
stabiliser le domaine a produire, nous pourrions le rallonger en ajoutant une partie du
domaine spectrine précédent et une partie du suivant (les hélices alpha adjacentes par
exemple). Si cette technique fonctionne, nous pourrions produire les domaines spectrine
centraux (S2, S3 et S4) et comparer leurs constantes d’affinité pour l'interaction avec

Ma pZCyto'ZTA.

Le domaine cytoplasmique de MapZ est intrinsequement désordonné (Hosek et al., 2020).
On peut imaginer qu’il puisse se structurer lors de son interaction avec EzrA. Des
expériences de co-cristallisation pourraient étre réalisées en purifiant le domaine
cytoplasmique de MapZ avec un ou deux domaines spectrine de EzrA. On pourrait ainsi

déterminer la structure des domaines en interaction.

Les expériences de POLAR et de double hybride bactérien nous ont permis de montrer que

I'interaction entre EzrA et MapZ est directe. On sait que MapZ interagit également avec FtsZ
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et avec la membrane plasmique (Fleurie et al., 2014 ; Hosek et al., 2020). EzrA interagit
guant a elle avec FtsZ, GpsB et DivIVA (Fleurie et al., 2014). On peut alors se demander si ces
interactions sont séquentielles ou bien s’il existe une compétition pour les interactions entre
les protéines. EzrA posseéde un motif QNR conservé au niveau de I'extrémité C-terminale
(résidus 512 a 518). Comme chez B. subtilis, le motif est important pour la localisation et la
fonction de EzrA (Cleverley et al., 2014 ; Perez et al.,, 2022). Le motif QNR de B. subtilis
pourrait directement interagir avec FtsZ (Land et al., 2014). Le modéle de positionnement
chez B. subtilis propose que EzrA forme une arche dont I'extrémité C terminale serait proche
de la membrane. Cette position exposerait les résidus du motif QNR vers l'intérieur de la
membrane et permettrait leur interaction directe avec FtsZ (Cleverley et al., 2014). Si cette
configuration est vraie pour S. pneumoniae, on pourrait donc imaginer que EzrA puisse
interagir de facon concomitante avec FtsZ et MapZ, respectivement via son domaine C-
terminal et ses domaines spectrine. De futures études pourraient permettre de déterminer
la stoechiométrie de ces interactions et de mettre en évidence d’éventuels phénomenes de

compétition entre ces différentes interactions.

e Quvertures

MapZ est le seul substrat connu de StkP pour lequel il est aujourd’hui démontré que sa
phosphorylation impacte son interaction avec un partenaire. Au contraire, la
phosphorylation de MacP n’a pas d’impact sur son interaction avec PBP2a (Fenton et al.,
2018). Quant aux autres substrats de StkP, DivIVA et EloR, l'impact éventuel de leur
phosphorylation sur leurs interactions avec des partenaires reste inconnu. Dans la
littérature, on retrouve peu d’exemples de protéines dont la localisation (ou celle de leur
partenaire) est influencée par la phosphorylation. Par exemple, chez Mycobacterium
tuberculosis, la protéine CwlM, substrat de la STPK PknB, présente une localisation différente
selon son état de phosphorylation. CwIM est produite sous deux formes : (i) une forme
déphosphorylée, associée a la membrane, qui interagit avec la flippase MurJ et (ii) une forme
phosphorylée, cytoplasmique, qui interagit avec la protéine FhaA, connue pour interagir
avec des protéines phosphorylées (Turapov et al., 2018). CwlM est décrite pour réguler la
biosynthese des précurseurs du peptidoglycane et leur transport a travers la membrane

plasmique. Ainsi, I’équilibre entre ses formes phosphorylée et déphosphorylée pourrait étre
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nécessaire a la régulation de la biosynthése de la paroi cellulaire. Un autre exemple
concerne la protéine TmaR de E. coli. TmaR est la seule protéine connue pour réguler la
localisation d’un partenaire par phosphorylation, bien qu’il soit envisageable que d’autres
protéines possedent le méme mécanisme de régulation. TmaR est une protéine
cytoplasmique qui se localise aux poles de E. coli lorsqu’elle est phosphorylée sur une
tyrosine. Lorsque TmaR est phosphorylée, elle interagit avec la protéine du systéeme PTS El et
la séquestre aux pbles. Cette interaction diminue I'activité de El, ce qui régule le transport
des sucres (Szoke et al., 2020). Seule la forme phosphorylée de TmaR est capable de libérer
El pour lui permettre d’étre active, puisque la forme déphosphorylée interagit de maniere
irréversible. Les amas polaires servent dont de réservoir aux protéines El « prétes a
I'emploi ». TmaR agit donc comme un régulateur spatial du métabolisme des sucres en

utilisant un systéme de séquestration/libération des enzymes du PTS.

Ces deux exemples illustrent que l'interaction entre les protéines peut étre modulée en
fonction de I'état de phosphorylation d'un de leurs partenaires et montrent que I'équilibre
entre les formes phosphorylées et déphosphorylées des protéines semble jouer un role
crucial dans la régulation de processus biologiques. A I'avenir, il serait intéressant d'explorer
ce type de mécanisme d'interaction pour d'autres protéines et dans d'autres modeles

bactériens.

En conclusion, la phosphorylation de MapZ permet de réguler la localisation de EzrA au cours
du cycle cellulaire. MapZ agirait comme un interrupteur moléculaire qui permettrait un
niveau de régulation supplémentaire pour la mise en place du site de division cellulaire. De
futures études permettront de mettre en évidence le mécanisme de régulation sous-jacent

de l'interaction.
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Partie Il — Caractérisation de la protéine de morphogénese CopD et
réle dans la division cellulaire de Streptococcus pneumoniae
Mon deuxieme projet de thése portait sur l'identification d’une nouvelle protéine de
morphogéneése chez le pneumocoque, appelée CopD. Nous avons montré que la délétion du
géne copD conduit a une augmentation de la largeur des cellules, sans modification de leur
longueur. CopD, homologue a la protéine TseB chez B. subtilis, estla premiére protéine
régulatrice identifiée d’'une PBP de classe B. CopD est composée d’un court domaine
cytoplasmique, d’un unique segment transmembranaire et d’'un domaine extracellulaire

composé de deux domaines PepSY dont la fonction est inconnue.

e Quel est le réle des domaines PepSY de CopD ?

Les domaines PepSY sont constitués de quatre brins B antiparalléles et d’'une hélice a, un
repliement qui appartient a la superfamille des protéines ressemblant aux BLIP (B-lactamase
inhibitor protein) (Das et al., 2010). Les fonctions de ces protéines restent inconnues, mais
certaines d’entre elles sont impliquées dans la maintenance de l'intégrité de la paroi
cellulaire (Gyun et al., 2000 ; Ochsner et al., 1999 ; Sklar et al., 2007). Bien que leur réle ne
soit pas totalement élucidé, les domaines PepSY ont également été décrits comme des
régulateurs de glycosylases et de peptidases extracellulaires. lls pourraient inhiber I'activité
peptidase de ces enzymes avant leur libération dans I’environnement (Yeats et al., 2004). De
plus, ils sont retrouvés dans d’autres protéines qui n‘ont pas d’activité peptidase

extracellulaire.

Les domaines PepSY de CopD ne sont pas responsables de l'interaction entre CopD et les
PBPs. Cependant, ils pourraient étre responsables de l'interaction de CopD avec d'autres
partenaires ou exercer une fonction de régulation. Pour identifier de nouveaux partenaires
de CopD, une approche de co-immunoprécipitation des protéines couplée a une analyse en
spectrométrie de masse LC-MS/MS pourrait étre utilisée. Pour détecter des partenaires dont
I'interaction est médiée par les domaines PepSY, on pourrait comparer une souche sauvage
avec une souche dans laquelle le domaine extracellulaire de copD a été supprimé
(copDAPepSY). De futures études permettront de répondre a ces questions.
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Figure 49 : Modele de la régulation de la largeur cellulaire par le systeme Rod et les PBPs de
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classe A. Lorsque I'activité de complexe Rod est élevée par rapport a celle des aPBPs, les sacculi
contiennent davantage de matériau orienté circonférentiellement (panel du haut). Au
contraire, lorsque l'activité de complexe Rod est moins importante que celle des aPBPs, les
sacculi contiennent davantage de matériau non orientés (panel du bas). A mesure que la
guantité de matériau orienté augmente, les sacculi deviennent plus rigides dans leur largeur,
mais moins rigides dans leur longueur. Ainsi, soumis a la pression turgescence interne, les
sacculi avec une activité Rod plus élevée maintiennent leur largeur cellulaire et s'étirent dans
leur longueur (en haut a droite). En revanche, les cellules avec une activité Rod réduite ont
moins de glycanes orientés circonférentiellement et s'étirent donc davantage dans leur largeur

(en bas a droite). D’apres (Dion et al., 2019).



e Quel est I'impact de CopD sur la morphogénése du pneumocoque ?

La nouveauté de cette étude repose sur le phénotype du mutant AcopD. En effet, on connait
de nombreuses protéines qui ont un role dans I’élongation (PBP2b/RodA, PBP1a) ou la
septation (PBP2x/FtsW, PBP2a) des cellules du pneumocoque (Briggs et al., 2021). Dans le
cas de mutants ol la délétion de ces protéines entraine une modification de la largeur
cellulaire, cela s'accompagne généralement d'une modification de la longueur cellulaire.
C’est le cas de mutants de déplétion de PBP2x ou encore GpsB, qui présentent des cellules
élargies et allongées (Tsui et al., 2014, Philippe et al., 2014 ; Land et al., 2013 ; Berg et al.,
2013). Par conséquent, il est intéressant de comprendre pourquoi la délétion de copD
affecte uniquement la largeur cellulaire sans avoir d'incidence sur la longueur cellulaire. A

cet égard, plusieurs hypothéses ont été envisagées et sont exposées ci-dessous.

D’une part, une étude chez B. subtilis a montré que le complexe Rod (composé de
RodA/PBP2a, MreBCD et RodZ) renforce la résistance de la cellule a la pression de
turgescence en produisant du peptidoglycane orienté (Dion et al.,, 2019). Orienté par les
filaments de MreB, le complexe Rod a un mouvement circonférentiel autour de la cellule.
Les filaments de MreB orientés perpendiculairement a I’axe longitudinal de la cellule guident
la pression de turgescence vers les poéles de la cellule. Cela conduit a une croissance de la
cellule en longueur plutét qu’en largeur et ainsi réduit le diamétre du sacculus (Garner et al.,
2011 ; van Teeffelen et al., 2011 ; Domingez-Escobar et al., 2011). Au contraire, les PBPs de
classe A n’ont pas de mouvement circonférentiel et inserent le peptidoglycane de maniere
isotropique. La pression de turgescence n’est donc pas contrainte au niveau des poles
cellulaires et s’exerce sur toute la largeur de la cellule. Cela résulte en I'élargissement du
sacculus (Dion et al., 2019) (Figure 49). Le systéme Rod et les PBPs de classe A auraient donc
un effet opposé, ou le complexe Rod évoluant circonférentiellement réduit le diamétre
cellulaire alors que les aPBPs au mouvement isotropique augmente le diameétre cellulaire. De
plus, la surexpression de RodA augmente le diametre cellulaire, mais seulement quand la
synthése de PBP2a est suffisamment forte (Dion et al., 2019). Ainsi, I'équilibre entre ces
deux systémes serait essentiel pour réguler la largeur cellulaire. Chez le pneumocoque, ce
pourrait étre I’équilibre entre les PBPs de classe A et le systéeme d’élongation RodA/PBP2b

qui serait responsable de I’élargissement cellulaire. Ainsi, en I'absence de CopD,
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la persistance de PBPla et PBP2b au septum de division perturberait cet équilibre et

entrainerait un élargissement cellulaire.

D'autre part, des travaux récents ont mis en évidence que la synthese du peptidoglycane
repose sur un mécanisme a deux vitesses. Ce processus implique l'incorporation continue de
peptidoglycane issu de la synthese septale, qui est ensuite dégradé par des hydrolases de la
paroi cellulaire, tout en étant complété par du peptidoglycane issu de la synthése
périphérique (Trouve et al., 2021). PBPla et PBP2b sont deux PBPs impliquées dans
I’élongation cellulaire, participant a la synthése périphérique du peptidoglycane (Land et al.,
2011 ; Perez et al., 2021). En conséquence, la persistance de PBP1a et de PBP2b au site actif
de division et le retard dans leur positionnement aux équateurs pourraient conduire a une
synthése excessive de peptidoglycane périphérique. Ce déséquilibre dans le ratio de
synthése entre le peptidoglycane périphérique et le peptidoglycane septal pourrait entrainer
un décalage dans le processus de septation des cellules filles, entrainant ainsi un

élargissement des cellules.

Finalement, le r6le de CopD est particulierement intéressant, car il régule a la fois une PBP
de classe A et de classe B. Une étude récente a mis en évidence une différence dans le
peptidoglycane produit par les PBPs de classe A par rapport a celui produit par les PBPs de
classe B, le premier étant résistant a I'hydrolase CbpD (Straume et al., 2020). Les PBPs de
classe A pourraient donc étre impliquées dans le remodelage et la réparation du
peptidoglycane, tandis que les PBPs de classe B et les protéines SEDS seraient responsables
de la synthese du peptidoglycane primaire (Straume et al., 2020). Ces observations sont
étayées par des études de la paroi cellulaire des bactéries a Gram positif. Des observations
en microscopie a force atomique ont en effet montré la présence de deux couches de
peptidoglycane, une orientée de maniére aléatoire, du coté intracellulaire et une orientée de
maniére concentrique, du coté extracellulaire (Pasquina-Lemonche et al., 2020). Ces
différences d’architecture de la paroi cellulaire pourraient étre expliquées par les fonctions
distinctes des PBPs de classe A et B. Ainsi, CopD semble agir a la fois sur la synthése primaire

du peptidoglycane et sur son remodelage, en régulant les fonctions de PBP2b et de PBP1a.
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e Quel est I'impact de I'absence de CopD sur la composition et structure du

peptidoglycane ?

Chez B. subtilis, des images de microscopie électronique a transmission ont montré que la
surproduction de PBP2A (homologue a PBP2bspn) dans une souche délétée du gene codant
pour TseB, 'homologue de CopD, entrainait d’'importants défauts de la paroi cellulaire. En
particulier, la couche de peptidoglycane est plus épaisse et plus hétérogene, surtout aux
pobles cellulaires (Delisle et al., 2021). Il serait donc intéressant d’observer I'aspect de la paroi
cellulaire de mutants AcopD chez S. pneumoniae, afin d’évaluer I'impact de I'absence de ce
régulateur sur I'organisation du peptidoglycane. Ces observations en microscopie
électronique pourraient s’"accompagner de I'analyse de la composition du peptidoglycane en

spectrométrie de masse LC-MS/MS, en comparaison avec une souche sauvage.

En conclusion, cette étude contribue a une meilleure compréhension du réle des régulateurs
des synthases du peptidoglycane. Cela permettra, a terme, d’avoir une vision plus globale de
I'ensemble des régulateurs de PBPs, en identifiant les possibles interactions entre ces
derniers. D’autres études permettront également de déterminer s’il existe d’autres
régulateurs de PBPs non identifiés et si les régulateurs déja connus ont des fonctions plus

étendues que celles qui leur sont attribuées.
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Recent advances in bacterial signaling by

serine/threonine protein kinases

Sathya Narayanan Nagarajan, ' Cassandra Lenoir,! and Christophe Grangeasse

It has been nearly three decades since the discovery of the first bacterial serine/
threonine protein kinase (STPK). Since then, a blend of technological advances
has led to the characterization of a multitude of STPKs and phosphorylation
substrates in several bacterial species that finely regulate intricate signaling
cascades. Years of intense research from several laboratories have demon-
strated unexpected roles for serine/threonine phosphorylation, regulating not
only bacterial growth and cell division but also antibiotic persistence, virulence
and infection, metabolism, chromosomal biology, and cellular differentiation.
This review aims to provide an account of the most recent and significant devel-
opments in this up and growing field in microbiology.

Foreword

‘It is not the strongest of the species that survive, not the most intelligent, but the one most
responsive to change.' This statement has been attributed to Charles Darwin, who, in his most
famous book On the Origin of Species, proposed the idea that variation and natural selection
are necessary for a species to evolve and survive [1]. To sustain life, every viable cell needs to
respond and adapt to its ever-changing external milieu. This is particularly true for bacteria in
which post-translational modifications (PTMs) of proteins offer powerful adaptive and regulatory
mechanisms [2]. Amongst them, protein phosphorylation (see Glossary) is the best and
most extensively studied [3,4]. This modification was initially found to be mediated by two-
component systems (TCSs) that involve sensor histidine protein kinases and their response reg-
ulator [5]. The TCS is now acknowledged as a hallmark of the PTMs used by bacteria [5]. It then
took a while to demonstrate the presence of other types of protein kinases in bacterial genomes.
Indeed, it was only in the 1990s that a particular type of tyrosine protein kinase, which shares
some similarities with ATPases, and a serine/threonine protein kinase, whose catalytic domain is
homologous to that of eukaryotic protein kinases, were discovered [6,7]. Since then, both have
been shown to be widespread in bacterial genomes, and a constantly increasing number of studies
have reported their crucial roles in regulating bacterial physiology [3,4,8,9]. This is particularly true
for serine/threonine protein kinases, whose functions were still poorly understood. These en-
zymes are often named eukaryotic-like protein kinases because their catalytic domain com-
prises several conserved motifs that share homology with eukaryotic protein kinases [10,11].
However, given evidence that these protein kinases share a common evolutionary origin with
their eukaryotic counterparts [12], it is more appropriate to name them Hank's type STPKs,
thanks to Steven K. Hanks and coworkers who originally described this family of protein ki-
nases [11]. Several lines of evidence describing the role of STPKSs in bacterial cell growth and
division, antibiotic persistence, virulence, and infection have been consistently published.
This review aims to bring out the most important and recent developments in this field. Recent
highlights on the regulation of bacterial metabolism, chromosome biology, and cell differentia-
tion by STPKSs are also briefly presented in Boxes 1-3.
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Box 1. STPKs and bacterial metabolism

In response to nutrient-limiting conditions, bacteria need to rapidly adapt their metabolic flux for survival. STPKs play a
crucial role in allowing such modifications in metabolic pathways. For instance, mycobacteria require the STPK PknG
and the protein GarA to fine-tune carbon and nitrogen metabolic flux in the host [89]. Briefly, in an unphosphorylated state,
GarA prevents glutamate catabolism by allosterically binding to the a-ketoglutarate dehydrogenase (KDH) complex and
glutamate dehydrogenase (GDH) [90]. Recent work has demonstrated that PknG mediates rapid phosphorylation of GarA
in the presence of exogenous amino acids. Phosphorylation of GarA alleviates the inhibition of KDH and GDH enzymes,
thereby allowing glutamate catabolism [91]. Further, the integral membrane proteins GInH and GInX were shown to be
crucial to sense amino acid availability to activate PknG and modulate GarA phosphorylation and glutamate metabolism
[92]. In Escherichia coli, the STPK YeaG is responsible for displaying metabolic heterogeneity upon nitrogen starvation
to allow cell survival [93]. YeaG transcriptionally represses the two toxin/antitoxin modules, MgsR/MgsA and Dind/YafQ,
and allows expression of the bacterial stress response regulator RpoS [93]. More recently, the quantitative
phosphoproteomic analysis of E. coli showed that the isocitrate lyase AceA is also targeted by YeaG when the carbon
source is shifted from glucose to malate [94].

PrkC of Bacillus subtilis, the archetype STPK regulating bacterial development
and adaptation

Several reports have demonstrated the existence of varying numbers of cytoplasmic and
membrane STPKs with different architectures, all comprising a conserved catalytic domain [4].
Genome-wide analysis of several Gram-positive bacteria reveals the existence of at least one
STPK with an extracellular PASTA domain (Penicillin-binding protein And Serine/Threonine
kinase-Associated) [13]. To date, the study of these membrane STPKSs represents the primary
source of knowledge regarding bacterial phosphosignaling by STPKs. A perfect example illustrat-
ing the functions of PASTA-containing STPKSs is PrkC of Bacillus subtilis which has three PASTA
motifs [14]. A pioneering work showed that PrkC plays a crucial role in spore germination, wherein
binding of peptidoglycan fragments to its extracellular PASTA domain leads to vegetative

Box 2. STPKs and chromosome biology

The maintenance of genomic integrity is an essential aspect of bacterial survival. Environmental bacteria and intracellular
pathogens are often exposed to oxidative or nitrosative stress, causing severe DNA damage. Recent investigations also
highlight the role of STPKSs in regulating several aspects of chromosomal biology.

For instance, extremophilic bacteria, such as Deinococcus radiodurans, have remarkable tolerance to radiation-induced
DNA damage [95]. Recent work has discovered the existence of a DNA-damage-responsive STPK, RgkA [96]. RgkA
has multiple pyrrologuinoline-quinone (PQQ) binding motifs. The binding of the antioxidant PQQ (crucial for DNA repair),
or exposure to gamma irradiations, increases phosphorylation of RgkA and its targets [96]. In recent years, a few targets
of RgkA have been characterized. For instance, RecA involved in DNA repair and homologous recombination is phosphor-
ylated, and phosphorylation modulates its DNA-binding affinity and strand-exchange activities [97]. Of note, the cell
division proteins FtsZ and FtsA are phosphorylated by RgkA, and the phosphorylation levels of these proteins are altered
in response to radiation [98].

Bacillus subtilis also harbors an STPK, YabT, that has a DNA-binding motif required to activate its kinase activity upon DNA
binding. YabT is specifically expressed during sporulation and favors chromosome integrity through RecA phosphorylation
[99]. Loss of RecA phosphorylation by YabT also reduces the resistance to DNA damage during sporulation [99]. In
mycobacteria, antibiotic resistance is primarily acquired through chromosomal mutations [100]. A stable isotope labeling
by amino acid in cell culture (SILAC) based phosphoproteome screen identified phosphorylation of RecA in Mycobacterium
tuberculosis in response to DNA damage [100]. RecA phosphorylation suppresses the emergence of antibiotic resistance
by adversely affecting its coprotease activity, thereby preventing LexA degradation and SOS induction [100]. Moreover,
the chromosome segregation protein ParB is phosphorylated in Mycobacterium. Phosphorylation of ParB affects its DNA-
binding properties and its subcellular localization and interaction with ParA [101].

In Streptomyces, phosphorylation of the replication initiator protein DnaA by the STPK AfsK regulates DNA replication
[102]. While phosphorylation increases the ATPase activity of DnaA, it induces conformational changes which decrease
its binding affinity to the replication origin [102]. Finally, Stk1-mediated phosphorylation of the transcription factor SpoVG
increases its DNA-binding affinity to the promoter of several target genes in Staphylococcus aureus [103]. On the contrary,
in M. tuberculosis, PknB-mediated phosphorylation of the transcriptional regulator Lsr2 negatively modulates its DNA-
binding ability which is required for adaptation under hypoxic conditions [104].
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Glossary

Antibiotic persistence: the
phenomenon in which a bacterial
population, exposed to an antibiotic,
shows a biphasic killing curve, indicating
the existence of two subpopulations —
one that is rapidly cleared by the
antibiotic and a minor population that is
tolerant to the antibiotic and could
survive.

Lipid Il precursor (undecaprenyl-
diphosphate lipid): a universal carrier
of glycan subunits for the synthesis of
bacterial carbohydrate polymers
involved cell wall synthesis, including
peptidoglycan, polysaccharide, and
teichoic acids.

Peptidoglycan: the main component
of the bacteria cell wall that confers
mechanical resistance and maintains the
integrity of the cell shape. It consists of
sugar chains of alternating
N-acetylglucosamine (NAG) and
N-acetylmuraminic acid (NAM) that are
covalently linked to one another by short
peptide chains.

Phagosome maturation: the process
in which the internalized pathogen-
containing vesicle undergoes stepwise
maturation that allows acidification of the
entire vesicle and fusion to the lysosome.
Protein phosphorylation: enzymatic
reactions catalyzed by protein kinases
made reversible through phosphoprotein
phosphatases. The phosphate moiety is
most often transferred utilizing ATP. In
bacteria, phosphorylatable amino acids
are serine, threonine, tyrosine, cysteine,
histidine, aspartic acid, and arginine.
Quiescence: a phenomenon that
reflects the dormant physiological state of
a bacterium that does not grow and has
decreased metabolic activity. Quiescence
could lead to antibiotic tolerance.
Sporulation: the process in which
some bacteria differentiate into
morphologically distinct dormant cells,
called 'spores', in response to nutritional
starvation. Spores are resistant to heat,
chemicals, and radiation.
Two-component systems (TCSs):
regarded as the hallmark of bacterial
signaling, these systems comprise a
membrane-bound histidine protein
kinase and a cytosolic response
regulator. Once activated, the

histidine kinase is autophosphorylated
on a histidine residue. Subsequently, the
phosphate moiety is transferred to an
aspartate residue in the response
regulator.
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Box 3. STPKs and cell differentiation

Cell differentiation in response to stress conditions is a remarkable property of many bacteria. When cells undergo
nutritional starvation, bacteria need to reorient their energy expenditure and maintain a quiescent state. Protein synthesis
is a high-energy-demanding cellular process. A novel mechanism, involving phosphorylation of the elongation factor
EF-Tu, has been shown to downregulate protein synthesis during sporulation in Bacillus subtilis [105]. In this bacterium,
the STPK YabT phosphorylates EF-Tu to impair its GTPase activity, thus preventing its release from ribosomes. This leads
to the inhibition of protein synthesis and drives cells to quiescence [105].

An important bacterial cell differentiation process is sporulation, wherein planktonic cells differentiate into physiologically
dormant spores which remain dormant until the onset of favorable growth conditions. In B. subtilis, YabT phosphorylates
the DNA-initiation control protein YabA [106]. While YabA phosphorylation did not affect replication initiation, it led to an
increase in sporulation efficiency and, at the same time, inhibited biofilm formation [106]. Moreover, the STPK PrkA plays
arole in sporulation in Bacillus [107]. Deletion of prkA led to sporulation defects, and interestingly, transcriptional analysis of
the mutant demonstrated decreased expression of the sporulation-specific transcription factor o* and its downstream
genes [107]. Recently, a new family of atypical protein kinases has been identified in B. subtilis [108]. CotH, an outer-coat
protein, was found to have an atypical protein kinase fold [108]. It phosphorylates the two other outer-coat proteins, CotB
and CotG. Loss of their phosphorylation affects the spore coat structure [109]. In addition, deletion of cotH hampers spore
germination [109]. Another example concerns Streptomyces, a multicellular bacterium with different developmental
stages, including a vegetative hypha, secondary-metabolite-producing hyphae, and sporulating hyphae. In this bacterium,
deletion of pkal leads to the generation of aberrant spores. The finding that the cell-division proteins MreC and PBP2 are
phosphorylated by Pkal suggests that phosphorylation is crucial to regulate septum formation during sporulation [110].
Moreover, recent phosphoproteomic studies identified about 40 STPKs and extensive phosphorylation during cellular
differentiation [111]. Interestingly, the cell-division protein FtsZ is one of the targets, and its phosphorylation regulates
sporulation and production of the antibiotic actinorhodin [111]. Finally, the genome of the cyanobacterium Synechocystis
sp. encodes several STPKSs that are involved in regulating growth and differentiation [112].

growth [15]. Since then, subsequent studies have provided further evidence on the function of
PrkC in other critical aspects of B. subtilis physiology: modulating cell wall synthesis and antibiotic
tolerance (Figure 1). These two processes are regulated through phosphorylation of the response
regulator WalR by its cognate sensor histidine protein kinase WalK [16]. In addition, PrkC and its
cognate phosphatase, PrpC, also mediate reversible phosphorylation of WalR. Consequently,
PrkC/PrpC-mediated signaling augments WalR activity in regulating cell wall synthesis through
transcriptional regulation of the WalR regulon. PrkC/PrpC-mediated regulation seems to be im-
portant for bacterial viability during the stationary phase [16]. In addition, phosphorylation of
WalR by PrkC modulates stochasticity in the transcription of the pGpp synthase sasA, resulting
in development of cells that are antibiotic tolerant - (Figure 1) [17].

Recent work has provided many insights into the mechanistic regulation of PrkC activation. While
the extracellular PASTA domain of PrkC is dispensable for localization and activation during
exponential growth, it plays a vital role during the stationary phase (Figure 1) [18,19]. During the
stationary phase, the binding of peptidoglycan fragments to the extracellular PASTA domain of
PrkC triggers its dimerization/oligomerization, leading to activation of its cytosolic kinase domain.
During exponential growth, direct interaction of PrkC with the cell-division proteins EzrA, DivIVA,
and GpsB mediates its localization to the division site. Importantly, GpsB triggers PrkC autophos-
phorylation and substrate phosphorylation (Figure 1). GpsB itself is a phosphorylation target of
PrkC, and a phosphomimetic variant of GpsB downregulates PrkC's catalytic activity (Figure 1)
[19]. Thus, regulation of PrkC activity seems to be more complex than initially perceived (Figure 1)
[19]. Similarly, deletion of gpsB in Streptococcus pneumoniae affects the localization and catalytic
activity of the PASTA-containing STPK StkP, leading to aberrant cell morphology [20)].

Various other substrates of PrkC have been identified in recent years. For instance, PrkC-
mediated phosphorylation of the lipoteichoic acid synthase Yfnl modulates its catalytic activity
[21]. Moreover, the PrkC of Bacillus anthracis affects biofim formation through phosphorylation
of the chaperone GroEL [22]. PrkC is also able to phosphorylate the glycolytic enzyme enolase,

¢? CellPress

Trends in Microbiology, June 2022, Vol. 30, No.6 555



CellPress%20logo

- ¢? CellPress

Stationary phase

Muropeptides

R

Exponential phase

@

Trends in Microbiology

—{
o

iseA
pdaC

[
I
i :
|

yocH

111

Cell wall synthesis

_T

y

=

L Substrate

phosphorylation

A

SasA expression.

N

Trends in Microbiology

Figure 1. Mechanistic insights into the activation and signaling of the serine/threonine proteinkinase (STPK) of
Bacillus subtilis (PrkC). PrkC activation is regulated differentially depending on its growth phase. During the stationary
phase, the binding of muropeptides (green pentagons) to the penicillin-binding protein and serine/threonine kinase-
associated (PASTA) receptor allows PrkC dimerization and activation (lightning symbol). By contrast, during exponential
growth, PrkC activation requires interaction with the cell division proteins GpsB, DivIVA, EzrA (three stripes indicate
protein—protein interactions). Activation of PrkC results in the phosphorylation of several substrates, including GpsB.
Phosphorylated GpsB is then able to downregulate PrkC activity. The histidine protein kinase WalK phosphorylates the
response regulator WalR (blue trapezoid) on an aspartic amino acid residue (gray arrow). WalR phosphorylation allows
transcriptional activation (green arrows) or repression (pink arrows) of its target genes crucial for stationary growth. In
addition, WalR is also phosphorylated on a threonine residue by PrkC (red arrow). PrkC-mediated phosphorylation of
WalR increases the regulatory effects due to WalK-mediated phosphorylation of WalR. The three red arrows atop the blue
line indicate enhanced upregulation of yocH. The three red crosslines atop the blue line indicate further downregulation of
the genes iseA, pdaC, and the pGpp synthase sasA. The phosphatase PrpC (orange octagon) dephosphorylates the
phosphothreonine on WalR to maintain homeostasis and modulate the formation of persister cells through increased

thereby modulating spore formation and germination and allowing B. anthracis to adapt to
nutrient deprivation [23]. Deletion of PrkC upregulates the expression of the murein hydrolase
BslO and the outer-membrane protein Sap. The latter is required for the localization of BslO at
the division septum. Upregulation of the genes encoding these two proteins leads to the generation
of shorter chains of cells, directly compromising the virulence of B. anthracis [24].

Further studies in other bacterial species have highlighted crosstalk between other STPKs
and TCS signal cascades. In Enterococcus faecalis, the TCS CroS/CroR and the PASTA-
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containing STPK IreK mediate resistance to several 3-lactam antibiotics. IreK-mediated phos-
phorylation of the sensor histidine protein kinase CroS positively modulates gene expression of
the CroS/R regulon in response to antibiotics, thereby allowing antibiotic resistance [25]. In
Staphylococcus aureus, the PASTA-containing STPK PknB (also called Stk1) phosphorylates
the response regulator WalR of the WalRK TCS [26]. Similarly, the PASTA-containing STPK
StkP of S. pneumoniae facilitates regulation of the WalRK regulon by transducing signals
through protein—protein interactions with the transmembrane domain of WalK [27]. Finally, in
Mycobacterium tuberculosis, the PASTA-containing STPK PknB downregulates the activity of
the DevS/DevR and SenX3/RegX3 TCS through phosphorylation of their response regulators
[28,29]. This impacts expression of genes involved in hypoxia and phosphate acquisition required
for intracellular survival.

Pneumococcal and mycobacterial STPKs play a crucial role in regulating cell
division

Recent work has led to crucial developments in the regulation of cell division by STPKs. Over
the last few years, a key question has been to understand how STPKSs are activated and how
they phosphorylate their targets. Elegant studies have demonstrated that the binding of either
muropeptides or lipid-1l precursors to the extracellular PASTA domain could activate
membrane STPKs [15,26,30]. Recent investigations have brought out new information
into this activation mechanism.

In M. tuberculosis, critical residues in the extracellular PASTA domain of the STPK PknB are
critical for lipid Il binding (Figure 2A) [31]. Contrary to the hypothesis that ligand binding
activates PASTA-containing STPKs, mutations that affect lipid Il binding result in hyper-
phosphorylation of PknB and its downstream substrates, thereby disrupting cellular homeostasis
(Figure 2A) [31]. In S. pneumoniae, activation of the PASTA-containing STPK StkP (comprising
four PASTA motifs) is independent of peptidoglycan binding. While the three PASTA motifs
closest to the membrane are interchangeable, their cumulative presence is crucial for StkP activity
[32]. The distal-most PASTA moatif (fourth PASTA motif) is required for StkP localization at the
division septum, and its interaction with the cell division hydrolase LytB ensures the proper
separation of daughter cells (Figure 2B) [32].

There have been many breakthroughs over the last few years in unearthing substrates of STPKs.
In S. pneumoniae, characterizing the phosphorylation of cell division proteins, like DivIVA and
MapZ, has already shown that STPKSs are instrumental in regulating cell division and cell-wall
homeostasis (Figure 2B) [33,34]. Since then, new phosphorylated cell-division proteins have
also been discovered. This includes EloR (also known as Jag/KhpB), which is a novel cell-division
protein that is involved in cell elongation (Figure 2B) [35,36]. Allelic exchange of a phosphoablative
EloR results in cell shortening. In contrast, mutations mimicking constitutive phosphorylation are
not tolerated unless accompanied by additional suppressor mutations of core proteins involved in
cell elongation [37]. Moreover, a direct link between STPK-mediated phosphorylation and peptido-
glycan synthesis has been demonstrated recently. For instance, MacP, a target of StkP, functions as
a cofactor essential for the activity of the class A penicillin-binding protein (PBP), PBP2a (Figure 2B).
A phosphoablative mutant of MacP fails to activate the catalytic activity of PBP2a, thereby affecting
cell division [38]. More recently, a phosphoproteomic analysis of S. pneumoniae identified novel StkP
targets, including the cell division proteins FtsZ, MItG, and GpsB [39]. Moreover, StkP plays a crucial
role in coordinating cell division with competence, a developmental genetic program leading to
genetic transformation. Interestingly, phosphorylation of several cell-division proteins is downregu-
lated upon competence induction [40]. It is thus proposed that StkP, along with the competence
regulator ComM, delays the cell cycle to maintain genome integrity [40].

¢? CellPress

Trends in Microbiology, June 2022, Vol. 30, No.6 557



CellPress%20logo

- ¢? CellPress

(A)

Trends in Microbiology

Mycobacterium tuberculosis

Y

[
‘ 1]

'

Hyper
phosphorylation

'

Death

(B)

' '

Balanced
phosphorylation

l

Survival

PG synthesis
Transcription

Virulence
Protein secretion

Streptococcus pneumoniae

i i/// LYtB

e

DivIVA EloR

S ¢

Cell elongation

558  Trends in Microbiology, June 2022, Vol. 30, No. 6

Ty

MacP MapZ FtsZ
MItG
i l GpsB
PG synthesis Septum 2
regulation positioning .
Trends in Microbiology

(See figure legend at the bottom of the next page.)


CellPress%20logo

Trends in Microbiology

In the case of M. tuberculosis, where there is substantive evidence regarding the role of STPKs in
cell division. The STPKs PknA and PknB are essential for the survival and the modulation of cell
shape, growth, and virulence [41-43]. Despite being independently essential, early studies
have shown that these two STPKs commonly share multiple substrates and that PknB functions
akin to a master regulator activating PknA [44,45]. Therefore, both STPKs were initially thought to
regulate similar pathways. However, new genetic experiments demonstrate that activation of
PknA is independent of PknB [42]. Moreover, their subcellular localizations are distinct, with
PknB localizing to the poles and the septum while PknA primarily localizes along the membrane
[42]. Recent studies using conditional knockouts and phosphoproteomic studies further show
that both STPKs have distinct substrate preferences (Figure 2A) [46]. While depletion of PknA
results in decreased phosphorylation of proteins involved in protein secretion, virulence, and
translation, PknB depletion seems to affect the phosphorylation of proteins involved in peptido-
glycan synthesis and transcriptional control [46]. For instance, upon exposure to nutritional or
osmotic stress, PknB-mediated phosphorylation of a novel peptidoglycan amidase CwiM
modulates peptidoglycan synthesis [47,48]. While phosphorylated CwIM localizes in the cytosol
to augment the activity of MurA [47], unphosphorylated CwIM localizes to the membrane
where it interacts with MurdJ to modulate cell wall synthesis [48]. Moreover, the bifunctional
PBP enzyme PonA1 is phosphorylated by PknB on its cytoplasmic tail [49]. Interestingly, its
phosphorylation increases the elongation rate and affects cell length [49].

Several reports on STPKs harboring an extracellular PASTA domain in other Gram-positive bac-
teria also illustrate their roles in cell division. For instance, deletion of the Listeria monocytogenes
STPK, PrkA, affects growth and cell morphology under nutrient starvation conditions [50].
Moreover, PrkA has been shown to phosphorylate the conserved protein ReoM involved in
cell-wall regulation. Phosphorylation of ReoM modulates the steady-state levels of MurA by neg-
atively regulating ClpCP-mediated proteolytic degradation [51]. In Clostridioides difficile, PrkC
phosphorylates the peptidoglycan hydrolase CwlA [52]. Phosphorylation prevents CwlA export
to the cell wall, thereby interfering with cell-wall hydrolysis, resulting in cell elongation and cell
chaining [52]. In S. aureus, phosphorylation of the conserved Ser/Thr residues within the
activation loop of the STPK Stk1 is necessary to maintain its activity [53]. In addition, Stk1 and
the phosphatase Stp modulate cell-wall synthesis through reversible phosphorylation of the
lipid II: glycine glycyltransferase FemX. FemX catalyzes the interpeptide bridges in the peptidogly-
can (PG) mesh [54]. Interestingly, crosstalk between STPKs and tyrosine protein kinase signaling
pathways is essential to coordinate polysaccharide capsule assembly and cell-wall biosynthesis
[55]. In' S. aureus, the tyrosine protein kinase CapAB positively regulates capsule biosynthesis
through tyrosine phosphorylation of several targets. A recent study shows that the STPK PknB

Figure 2. Role of serine/threonine protein kinases (STPKs) in cell division. (A) Mycobacterium STPKs PknA and
PknB regulate cell division and morphogenesis. The middle panel represents the interaction of lipid Il (in light blue) with the
penicillin-binding protein and serine/threonine kinase-associated (PASTA) domains, which triggers dimerization and
activation of PknB (lightning symbol), resulting in balanced phosphorylation of targets required for normal growth. The left-
side panel shows that hampering lipid Il interaction with PknB leads to hyperphosphorylation of targets and cell death. The
right-side panel represents the regulation of PknA-mediated signaling. Activation of PknA is modulated through
autophosphorylation on its activation loop, independently of PknB. It remains unclear as to which signals control PknA
autophosphorylation and downstream signaling. Their substrate pools (in rectangle box) show minimal overlap.
(B) Activation of StkP from Streptococcus pneumoniae is regulated by the three membrane-proximal PASTA domains
(in dark blue). In contrast, the fourth distal PASTA domain (in light blue) is required to interact with the peptidoglycan
hydrolase LytB (three stripes indicate interaction). Amongst several substrates identified, phosphorylation of DivIVA, EloR,
MapZ, and MacP is required for different stages of cell division. The role of novel StkP substrates, like the cell-division
proteins FtsZ, MItG, and GpsB, is yet to be deciphered.

¢? CellPress

Trends in Microbiology, June 2022, Vol. 30, No. 6 559



CellPress%20logo

¢ CellPress Trends in Microbiology

negatively modulates capsule assembly during exponential growth by phosphorylating CapAB
and the priming glycosyltransferase CapM [55].

Atypical protein kinases and STPKs drive antibiotic persistence

Chronic bacterial infections are hard to eradicate despite prolonged and adequate antibiotic
therapy [56]. Indeed, phenotypic variations amongst bacterial populations allow bacterial cells
to develop into persisters that remain dormant and become reservoirs of reinfections [56]. Several
pathogens utilize STPKs to adapt and evolve in response to antibiotic treatment.

Uropathogenic Escherichia coli (UPEC) encodes four STPKSs, one of which belongs to the type II
toxin/antitoxin (TA) HipBA module. Within this module, HipA is the toxin exhibiting protein kinase ac-
tivity, and HipB is the antitoxin. Binding of HipB to HipA inhibits the kinase activity of the latter
(Figure 3A) [57,58]. In response to antibiotic stress, HipA phosphorylates and inhibits the glutamyl-
tRNA synthetase GltX, leading to the generation of uncharged tRNAs [57,58]. The presence of
uncharged tRNAs on the ribosomes activates RelA to synthesize the alarmone (p)ppGpp, thereby
promoting bacterial persistence [57,58]. Of note, amongst the several HipA variants isolated, the
HipA7 variant induces persistence more efficiently than HipA, whereas HipA is more effective in
inhibiting growth than HipA7. [59]. Comparative phosphoproteomic studies indicate that, while
HipA7 and HipA target GitX, HipA also targets several additional substrates leading to growth arrest
[59]. Consequently, cells expressing HipA induce severe cellular toxicity while cells expressing HipA7
induce increased bacterial persistence [59]. Recently, a novel HipBST three-component TA module
has been identified in E. coli (Figure 3A) [60]. The authors report that the HipA gene is split into two
genes, hipS and hipT, wherein HipS and HipT exhibit sequence similarity with the N terminus and
C terminus of HipA, respectively. HipT has protein kinase activity and functions as a toxin that phos-
phorylates the tryptophanyl-tRNA synthetase TrpS. Induction of HipT leads to growth arrest in a (p)
ppGpp-dependent manner [60]. HipS functions as an antitoxin, with HipB augmenting the antitoxin
activity of HipS in regulating the HipBST TA module [60]. Similarly, in Caulobacter crescentus, the
toxins HipA4 and HipA, phosphorylate the aminoacyl tRNA synthetases GitX and TrpS, respectively.
In addition, the toxin HipA, perturbs the intracellular amino acid balance of tryptophan and glutamine
triggering stringent response, which results in persistence [61,62].

Several Gram-positive bacteria responsible for severe infections in humans depend on STPKs for
antibiotic sensitivity. The pathogenic bacterium E. faecalis is inherently resistant to cephalosporins
and other 3-lactam antibiotics. The PASTA-containing STPK IreK and the phosphatase IreP play
a crucial role in modulating intrinsic resistance to cephalosporins [63]. Recent studies show that
changes in nutrient conditions or antibiotic-induced cell-wall stress modulate the phosphorylation
of both IreK and its substrate IreB [64]. Furthermore, differential phosphorylation on a single
residue, T-218 of IreK, impacts protein kinase activation and cephalosporin resistance, indicating
a possible regulatory mechanism [65]. Another example of an STPK modulating antibiotic
sensitivity is PrkC of C. difficile, which plays a crucial role in maintaining cell-wall homeostasis
and antibiotic resistance [66]. In S. aureus, the STPK Stk1 and the phosphatase Stp work
together to modulate antibiotic resistance. Recent phosphoproteomic studies in S. aureus,
using Stk1 and Stp null mutants, demonstrate that abrogation of phosphorylation levels of several
cellular targets, including the essential translation elongation factor EF-G, results in reduced ATP
levels and growth delay leading to metabolic quiescence in response to stress conditions
[67,68]. The primary determinants of B-lactam resistance in S. aureus are mediated through
the mecA and blaZ genes (involved in the production of Pbp2A and {3-lactamase, respectively).
In arecent study, S. aureus lacking mecA and blaZ still develops spontaneous antibiotic resistance
in the presence of 3-lactam antibiotics. Genomic analysis of these mutants revealed the presence
of spontaneous loss of function point mutations in the phosphatase Stp. Hyperphosphorylation
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resulting from the loss of Stp function results in resistance to nafcillin and other 3-lactam antibiotics
[69]. Further, methicilin-resistant S. aureus (MRSA) becomes susceptible to the 3-lactam antibi-
otics ceftriaxone and cefotaxime upon deletion of Stk1 [70]. Interestingly, a combination therapy
involving ceftriaxone and cefotaxime along with a novel small molecule (a quinazoline compound
named Inh2-B1) efficiently inhibits the growth of an MRSA strain. The small molecule Inh2-B1
binds directly to the ATP-binding pocket of the Stk1 kinase domain, thereby inhibiting its catalytic
activity [70]. These studies demonstrate the regulatory potential of STPK-mediated phosphoryla-
tion to drive antibiotic resistance, which makes them attractive targets to be evaluated for antibiotic
treatment.

Intracellular pathogens exemplify the role of STPKs in virulence and infection
The M. tuberculosis STPK PknG was the first example of a nonmembrane STPK found to be se-
creted into the host cytosol. It prevents phagolysosome fusion, allowing bacteria to survive in the
host [71]. Since then, many investigations have made advancements in delineating the
mechanistic insights into how PknG modulates virulence of M. tuberculosis and, more specifi-
cally, how the bacterium secretes PknG and why it prevents phagolysosome fusion. The
SecA2 secretion system of M. tuberculosis has been recently shown to be necessary for the
secretion of PknG, and the phosphatase SapM, into the host. These two proteins block the
exchange and recruitment of the late endosomal marker Rab7 into the phagosomal membrane
(Figure 3B) [72]. Additionally, PknG interacts with the host endosomal marker Rab7L1 in the
Golgi complex [73]. Through a direct interaction, PknG thus prevents the conversion of
Rab7L1-GDP into the GTP-bound isoform, which blocks the recruitment of Rab7 and lysosomal
markers into the phagosome membrane. PknG thus prevents phagosome maturation and
phagolysosome fusion.

M. tuberculosis occasionally escapes the phagosome and enters the cytosol. A recent
study demonstrates that cytosolic M. tuberculosis induces autophagy in a PknG-dependent
manner [74]. In the host, the PISK-AKT-mTOR signaling cascade blocks autophagy induction
(Figure 3B) [74]. PknG competitively binds with the AKT protein kinase and blocks its activation,
resulting in the downregulation of mTOR signaling. This results in autophagosome formation,
which recaptures cytosolic M. tuberculosis. Moreover, PknG binds to an endosomal marker

Figure 3. Role of serine/threonine protein kinases (STPKSs) in antibiotic persistence and infection. (A) Atypical
protein kinases drive antibiotic persistence. The HipBA type Il toxin/antitoxin (TA) module (blue) in Escherichia coli
comprises the antitoxin HipB and the toxin protein kinase HipA. HipB forms a complex with HipA and inhibits its activity.
Degradation of HipB allows HipA to phosphorylate and inhibit the glutamyl-tRNA synthetase GitX. Inhibition of GItX
generates uncharged tRNAs (pink). The presence of uncharged tRNA in the ribosomes stalls protein synthesis and
activates RelA (violet) to synthesize the alarmone ppGpp, resulting in bacterial persistence. The three-component HipBST
type Il TA module (green) is a split variant of the HipBA TA system. HipT functions as a protein kinase that phosphorylates
the tryptophanyl tRNA synthetase TrpS. Similar to GItX, phosphorylation inhibits TrpS activity to allow bacterial
persistence. Both the antitoxins HipB and HipS allow inhibition of HipT toxin. (B,C) Secretory PknG of Mycobacterium
promotes cell survival in the host. (B) M. tuberculosis is engulfed within the phagosome by a host macrophage through
phagocytosis. It secretes PknG (red dots) into the phagosomal lumen and the cytosol. PknG prevents the exchange of
Rab5 (blue inverted triangle) with Rab7 (orange triangle) endosomal markers, thereby blocking phagosomal maturation
and lysosome fusion (red stop lines indicate a block in the pathway), allowing bacterial survival. The right-side panel
represents autophagy. Mycobacterium tuberculosis (M.tb) occasionally escapes from the phagosome into the cytosol. In
the cytosol, PknG blocks the activation of host AKT protein kinase (red stop ling). AKT and its partner PI3K activate mTOR
signal cascade to block autophagy (black stop line). However, PknG-mediated inactivation of AKT ceases mTOR signaling
and allows autophagy (the red arrows on the black stop line represents PknG favoring autophagy). This leads to
autophagosome formation, which engulfs cytosolic M.tb. PknG blocks autophagosome fusion with lysosome by inhibiting
the activities of Rab14 GTPase and its activator Tbc14. (C) The unconventional ability of PknG to ubiquitinate transcription
factors TRAF2 and TAK1 leads to their proteasomal degradation. The catalytic domain of PknG functions akin to a
ubiquitin ligase and marks TRAF2 and TAK1 for proteasomal degradation, thereby preventing its nuclear translocation.
PknG hence plays a vital role in downregulating the NFkB signaling pathway and blocks the inflammatory response.
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Rab14 and its activator protein TBC14, thereby interfering with autophagosome maturation [74].
This process facilitates M. tuberculosis to re-establish a replicating niche within the macrophage
for its survival. In addition, PknG plays a vital role in maintaining intracellular redox balance and
metabolic adaptation during hypoxia and oxidative stress conditions [75,76]. PknG, in associa-
tion with the ribosomal protein L13 and the nudix hydrolase RenU, allows NADH hydrolysis
and mitigates oxidative stress [75]. PknG also mediates persistence and drug tolerance through
phosphorylation of GarA in response to hypoxia [76].

In addition to its protein kinase activity, an unusual role for PknG in proteasomal degradation has
been identified recently (Figure 3C) [77]. The N-terminal lobe of the PknG protein kinase domain
has a [3-grasp fold similar to that found in the ubiquitin-like proteins [77]. Consequently, the kinase
domain of PknG was shown to have bifunctional roles that mimic both E1 and E3 ubiquitin
enzymes [77]. Further, PknG interacts with the (host) E2 ubiquitin-conjugating enzyme UbcH7
through its kinase domain. PknG thus transfers activated ubiquitin to the conjugating enzyme
UbcH7 and later functions as the ubiquitin ligase E3 in transferring ubiquitin to the target host
proteins, tumor necrosis factor receptor-associated factor 2 (TRAF2) and TGF-[3-activated kinase
1 (TAK1) [77]. Ubiquitination of these enzymes results in their degradation, resulting in downreg-
ulation of the NF-kB pathway [77].

Several other intracellular bacteria also use STPKs for virulence and infection of the host.
Legionella pneumophilia utilizes the Dot/lcm type IV secretion system to secrete around 300 dif-
ferent virulence effectors into the host cytosol [78]. Amongst them, four STPKs (LegK1, LegK2,
LegK4, and LegK7) have emerged to play critical roles in interfering with the host immune
response and the cellular trafficking machinery. LegK1 activates the NF-kB signal cascade by
phosphorylating the protein kinase inhibitors, IkB and p100, leading to proteasomal degradation
[79]. This results in the release of active transcription factors p50/RelA and p52/RelB that trans-
locate to the nucleus and activate NF-«B signaling, leading to an inflammatory cytokine response
[79]. In another study, LegK2 interacts directly with the actin nucleation effector ARP2/3 complex
[80]. By phosphorylating ARPC1B/APRS subunits of the ARP2/3 complex, LegK2 impacts global
cytoskeleton remodeling. Interestingly, phosphorylation of the host cytoskeleton machinery
prevents phagolysosome fusion [80]. Another example of an STPK modulating host signaling is
the secretory protein kinase LegK7 [81]. The authors discovered that the host protein MOB1A
is a substrate of LegK7 [81]. The MOB1A protein kinase belongs to the canonical Hippo pathway
[82]. LegK7-mediated activation of MOB1A allows phosphorylation of its downstream transcrip-
tional coregulators, YAP1 and TAZ, leading to their proteasomal degradation. This results in
differential gene expression that allows bacterial survival within macrophages [81]. Finally, the
STPK LegK4 has been shown to interfere with the host translation machinery by phosphorylating
the Hsp70 chaperone. Phosphorylation affects its ATPase activity, resulting in reduced protein-
folding efficiency, thereby affecting protein synthesis [83].

The Coxiella burneti STPK CstK is secreted by a type IV secretion system into the host cytosol to
affect the biogenesis of the Coxiella-containing vacuole [84]. CstK interacts with TBC1D5, which
is a Rab7 GTPase-activating protein. The interaction probably regulates phagosome maturation
and bacterial survival within the host [84]. Likewise, the two STPKs PpkA and SiaB of Pseudomo-
nas aeruginosa are required for infection [85-87]. PpkA mediates phosphorylation of the protein
Fhat, which, in turn, facilitates the secretion of several virulence factors through a type VI secre-
tion system [85]. Conversely, the STPK SiaB, together with phosphatase SiaA, controls the phos-
phorylation of SiaC [86,87]. Dephosphorylated SiaC forms a complex with the diguanylate
cyclase SiaD, allowing the synthesis of cyclic-di-GMP. Cyclic-di-GMP modulates biofilm
formation, which enables chronic infections within the host [86,87]. Finally, the StkP of
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S. pneumoniae phosphorylates the response regulator ComE, which plays a crucial role in
modulating intracellular survival of the pathogen. Phosphorylation of ComE influences global tran-
scriptional regulation under acidic stress and favors resistance to cell-wall-damaging antibiotics [38].

Concluding remarks and future challenges

Recent years have withessed groundbreaking advances that have deepened our understanding
of the role of STPKSs in regulating various facets of bacterial physiology. Regulatory insights into
the extracellular stimuli of PASTA receptor-containing STPKs have not only paved the way
toward the understanding of their mechanistic function but have also shown how bacteria across
different species have evolved their use to cater for their specific requisites. Some of the most
debated questions in the field of bacterial phosphorylation are thus beginning to be unraveled,
notably regarding how STPKs are secreted into the host and how a given STPK governs its
own signaling cascade while ensuring coordination with other STPK-regulated cellular pro-
cesses. Importantly, these studies have also highlighted that some STPKs have novel regulatory
roles beyond their kinase activity. lllustrating this, PknG from M. tuberculosis, which also functions
as a ubiquitinating enzyme marking host proteins for proteasomal degradation, opens unex-
pected avenues toward the function of STPKs. Importantly, the finding that STPK-mediated
phosphorylation also contributes to persistence in the host and modulates antibiotic resistance,
positions bacterial STPKs as potential and attractive targets for therapeutics. Armed with this
knowledge, an exciting and promising road calls us to travel toward deciphering the multiple
regulatory facets of serine/threonine phosphorylation in bacteria (see Outstanding questions).
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Outstanding questions

What is the in vivo stoichiometry of
phosphorylated versus nonphospho-
rylated forms of a protein?

How does the stoichiometry of
phosphorylation correlate towards a
biological effect?

What is the level of redundancy
between STPKs inside a single cell?

What are the activation signals for
cytoplasmic and other membrane
STPKs?

Is there a temporal regulation in STPK
activity, and does it alternate during
the cell cycle?

To what extent are STPKs counteracted
by phosphatase activity, and which
signals balance the phosphorylation
homeostasis?

Could single-cell analyses reveal het-
erogeneity in the activation status of
STPKs within a bacterial population?
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