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Figure 1. Facteurs de stress et leurs conséquences sur I'enveloppe bactérienne. Les stress sont représentés dans les
colonnes de gauche et leurs effets respectifs, dans la colonne de droite. a. Les stress environnementaux tels que les
chocs thermiques, la variation de pH, les stress oxydatif et le stress nutritionnels impactent majoritairement la
biosynthése et le repliement des protéines. Les chocs osmotiques et thermiques influent quant a eux sur la tension
et la fluidité membranaire. b. Les composés toxiques, tels que les métaux causent des stress oxydatifs. Les détergents
déstabilisent les membranes de |'enveloppe bactérienne, et les antibiotiques ciblent de nombreux processus
cellulaire ; entre autres, la réplication de I’ADN, la transcription des ARNs, la traduction de protéines et la synthése de
la paroi bactérienne. c. Les stress de I'enveloppe peuvent également étre causés par des facteurs intrinseéques a la
bactérie. Par exemple, certaines mutations, ou la surexpression de protéines, ou bien les défauts de traduction

Stress traductionnels

Défauts de repliement des protéines

Surexpression
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Défauts de sécrétions
Perturbation des membranes

Mutations

Perturbation de la biosynthése

impactent la formation et I'intégrité de I'enveloppe. D’apres Mitchell et Silhavy 2019.



Introduction bibliographique

La vision traditionnelle et les connaissances scientifiques divisent fondamentalement le monde du
vivant en deux groupes. D’une part, les organismes eucaryotes, généralement visibles a I'ceil nu, sont
représentés par les végétaux, les animaux et les champignons. Ces organismes sont majoritairement
mono- et pluricellulaires. Leurs cellules mesurent 10 a 100 um en moyenne, sont capables de
différenciation et possedent de nombreux organelles. Entre autres, elles possédent un noyau, une
paroi, un cytosquelette, des mitochondries, un réticulum endoplasmique et un appareil de Golgi
(Koonin 2010). Pour ces raisons, les eucaryotes sont considérés comme des « organismes supérieurs »
(Salton 1994). D’autre part, les organismes procaryotes (archées et bactéries) sont quant a eux
majoritairement unicellulaires et leurs cellules se distinguent par leur taille de I'ordre du micrométre,
c’est pourquoi ils sont appelés micro-organismes. Leur structure est en apparence simple : elles ne
possedent ni de vrai noyau, ni d’organelles, a I'exception des thylakoides chez les cyanobactéries
(Koonin 2010). L'existence des micro-organismes a été révélée grace aux premiers microscopes il y a
prés de trois cents ans. En 1674, Antoni van Leeuwenhoek confectionne des lentilles de microscope
permettant d’atteindre un grossissement jusqu’alors inégalé, estimé entre x 250 et x 500 (Haidar
2016). Grace a son invention, il observe des organismes microscopiques contenus dans des fluides
biologiques, tels que le sang, la salive, I'eau et le liquide séminal. Antoni van Leeuwenhoek réalise entre
autres les premiéres descriptions de globules rouges, de spermatozoides, de protozoaires ciliés et de
bactéries. Il fait part de ses observations a I'académie de sciences Royal Society of London (Rupert Hall
1989). Celles-ci constituent les prémices de I’étude du microcosme biologique, et notamment de la
bactériologie. Lors de ses analyses en microscopie, Van Leeuwenhoek avait clairement distingué que
certaines bactéries possédaient des formes particulieres. Certaines apparaissaient comme des
microorganismes sphériques, appelées coques ou cocci. D’autres étaient de forme cylindrique a poles
hémisphériques ; celles dont I'axe est droit sont appelées bacilles, tandis que celles dont I'axe est
incurvé sont appelées vibrions, alors que celles qui possédent un axe hélicoidal sont les spirochétes ou
les tréponemes. Van Leeuwenhoek avait suspecté que la diversité des morphologies des bactéries
observées indiquait qu’elles possédaient une structure de surface rigide permettant le maintien de
leur forme, sans que celle-ci ne pusse jamais étre observée a I'époque. Malgré |'observation liminaire
d’une telle diversité, les scientifiques qui lui ont succédé ont longtemps considéré les bactéries comme
des sortes de sacs inertes, estimant que leur taille était incompatible avec une possible différenciation

morphologique ou structurale (Salton 1994).

Il aura fallu attendre les progrés en microscopie électronique pour observer |'« enveloppe
bactérienne », la structure responsable de la forme des bactéries. L'enveloppe bactérienne est définie
comme une structure multicouche protégeant le cytoplasme: elle est composée de la ou des
membranes, ainsi que d’une paroi majoritairement constituée de la couche rigide de peptidoglycane
(PG). L'enveloppe assure diverses fonctions : elle est indispensable au maintien de la forme de la
bactérie et de I'homéostasie cellulaire, aux fonctions d’échange avec le milieu extérieur, et a la
protection de la cellule face a son environnement hostile (Fig. 1). Elle est indispensable a la survie de

la bactérie, qui doit faire face a de multiples stress environnementaux tels que les chocs osmotiques



Tableau 1. Epaisseur du peptidoglycane des bactéries a Gram-positif mesurée par différents auteurs.

Espéce bactérienne Mesure Méthode Référence
30-40 nm Cryo-EM  Graham & Beveridge 1994
19+4.3 nm Cryo-TEM  Matias & Beveridge 2005
Bacillus subtilis
53+13 nm AFM Hayhurst et al. 2008

34 + 10 nm (hydraté)

- - AFM Pasquina-Lemonche et al. 2020
9 + 1 nm (déshydraté)

33.6 x4 nm Cryo-TEM Matias & Beveridge 2006

Staphylococcus aureus 36 t 5.3 nm (hydraté)

AFM Pasquina-Lemonche et al. 2020
17 + 2 nm (déshydraté)

Streptococcus Wheeler et al. 2011
7- AFM
pneumoniae 9 nm Saar Dover et al. 2015

30.3+5.7 nm (CW)

33.1+4.0 nm (CW,
substituted freezing)

Corynebac:terlum Cryo-EM  Marienfield et al. 1997
glutamicum 15.2 + 4.1 nm (PG)
18.5 + 3.1 nm (PG,
substituted freezing)
Mycobacterium
thermoresistible, phlei, 23.5+ 2.7 nm Cryo-EM  Paul & Beveridge 1992

fortuitum et aurum

* la variabilité des mesures s’explique soit par la précision des techniques utilisées, soit par la méthode de
préparation de I'’échantillon. CW : épaisseur de la paroi (PG + acides téichoiques) ; PG : épaisseur de la paroi
dépourvue d’acides teichoiques (PG)

Tableau 2. Epaisseur du peptidoglycane des bactéries a Gram-négatif mesurée par différents auteurs.

Espéce bactérienne Mesure Méthode Référence

2.5nm SANS Labischinski et al. 1991

3.0 nm (saccule
déshydraté)

AFM Yao et al. 1999
Escherichia coli i
6.0 nm (saccule hydraté)

6.35nm +£0.53 nm Cryo-TEM  Matias et al. 2003
2,0nm 0.3 nm AFM Turner et al. 2013
Pseudomonas 3.0nm AFM Yao et al. 1999

aeruginosa 2.41 nm +0.54 nm Cryo-TEM  Matias et al. 2003



ou thermiques, les changement de pH, ou la présence de molécules toxiques et d’antibiotiques
(Mueller et Levin 2020) (Fig. 1). Historiquement, la coloration de Gram a constitué la premiére

technique permettant de mettre en évidence la diversité des enveloppes.

I) L'enveloppe bactérienne

1) Coloration de Gram

La technique développée par le biologiste danois Hans Christian Gram en 1884 a mis en évidence
la diversité de la composition des parois dans le regne bactérien. Cette technique consiste a observer
au microscope des bactéries fixées sur une lame de verre ayant subi des étapes successives de
coloration. La lame de verre contenant les bactéries fixées est d’abord colorée au cristal violet, ou
violet de gentiane, qui colore le cytoplasme de toutes les bactéries en violet (Tripathi et Sapra 2023).
Ensuite, la lame est traitée avec le lugol iodo-iodure, un agent de fixation formant un complexe avec
le cristal violet qui prévient I’élimination précoce de la coloration lors de I’étape suivante. Un
décolorant composé des solvants acétone et éthanol est ensuite appliqué a la lame de verre. Lors de
cette étape, Gram a remarqué que certaines bactéries retenaient efficacement la coloration violette :
ce sont les bactéries a coloration Gram-positif ; d’autres étaient transparentes, ce sont les bactéries a
coloration Gram-négatif (Tripathi et Sapra 2023). Enfin une contre-coloration a la safranine de couleur
rose, colore les bactéries a Gram-négatif, en rose, tandis que la couleur violette, plus foncée, des
bactéries a Gram-positif n’est pas affectée. Il faut également noter que le temps de décoloration est
crucial, puisqu’une exposition prolongée au solvant décolore I'ensemble des bactéries fixées sur la

lame de verre, y compris les bactéries a Gram-positif.

A l'issu de la coloration, les bactéries apparaissent de couleur différente a cause de |'épaisseur de
leur paroi. Par exemple, une bactérie possédant une paroi épaisse (30 a 50 nm), comme Bacillus
subtilis, retient plus efficacement la coloration au cristal violet (Tableau 1). Celle-ci apparaitra comme
positive a la coloration de Gram. En revanche, une bactérie possédant une fine couche de PG (3 a 6
nm), comme Escherichia coli, retient moins efficacement le cristal violet, et est négative a la coloration
de Gram (Tableau 1 et 2).

2) Les trois structures archétypales des enveloppes bactériennes

a. L'enveloppe des bactéries a Gram-positif

L'enveloppe caractéristique des bactéries a Gram-positif est composée d’'une seule membrane
cytoplasmique (M) et d’une épaisse couche de PG (Tableau 1, Fig. 2). En plus du PG, la paroi des
bactéries a Gram-positif est composée de polymeres anioniques de surface, comme les acides
téichoiques et les protéines de surface (Vollmer 2008) (Fig. 2). Les bactéries possédant cette
architecture d’enveloppe sont majoritairement positives a coloration de Gram. C’est pourquoi
I’enveloppe des bactéries monodermes est devenue archétypale de I’enveloppe des ‘bactéries a Gram-
positif’ (Fig. 2). Les bactéries a Gram-positif en forme de bacilles ont été associées a Bacillus subtilis,

une bactérie monoderme, dont I'enveloppe est représentative de la majorité des Firmicutes (Fig. 2 et
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7). Les agents pathogénes Staphylococcus aureus ou Streptococcus pneumoniae sont représentatifs

des bactéries monoderme en forme de coque.

Les acides téichoiques

Les acides téichoiques (AT) sont des polymeres anioniques de surface encastrés dans la couche de
PG, composés de GlcNac, de ribitol et de rhamnose (Trudelle et al. 2022) (Fig. 2). |l existe deux sortes
d’ATs : les ATs de la paroi, attachés au PG de maniéere covalente, et les ATs ancrés a la membrane,
appelés acides lipotéichoiques (Silhavy et al. 2010). Ces derniers représentent 60 % de la masse totale
de la paroi bactérienne et contribuent dans certains cas a son épaisseur (Silhavy et al. 2010). Par
exemple, chez Bacillus subtilis, la paroi est moins épaisse lorsque la couche d’ATs est enlevée, alors
que chez Staphylococcus aureus, I'épaisseur de la paroi reste identique avec ou sans les ATs (Matias et
Beveridge 2005, 2006) (Tableau 1).

Les protéines de surface

Les protéines de surface des bactéries a Gram-positif peuvent étre séparées en trois catégories :
celles qui sont attachées par des liaisons ioniques ou hydrophobes, celles qui s’attachent par leur
extrémité N-terminale (lipoprotéines) et celles qui s’attachent covalemment aux peptides-tige du PG
par leur motif C-terminal LPxTG via des enzymes appelées sortes (Dramsi et al. 2008) (voir chapitre
‘Sortases’ p.59). Ces protéines de surface sont majoritairement impliquées dans I'adhésion de la
bactérie a la cellule hote, dans la colonisation des surfaces, et a I'évasion au systeme immunitaire
(FISCHETTI 2019). Parmi ces protéines, on peut citer la protéine Sfb de Streptococcus pyogenes qui
s’attache a la fibronectine (Molinari et al. 1997). Des enzymes constituent également des protéines de
surface, comme la protéine Hyall de Streptococcus pneumoniae qui permet la dégradation de la

matrice extracellulaire de I'organisme hote (Suits et al. 2014).

b. L'enveloppe des bactéries a Gram-négatif

Certaines bactéries posseédent deux membranes, et sont donc appelées didermes. Dans ce cas,
leur enveloppe est composée d’une MI, d’'une couche de PG de faible épaisseur, et d’'une membrane
supplémentaire composée de lipopolysaccharides (LPS) entourant le PG, appelée membrane externe
(ME) (Fig. 2, Tableau 2). Pour cette raison, les bactéries a Gram-négatif sont également appelées
‘bactéries didermes a lipopolysaccharides’. Les deux membranes délimitent un espace
intermembranaire appelé périplasme, qui assure la compartimentalisation de la bactérie (Fig. 2).
Escherichia coli est la bactérie archétypale des bactéries a Gram-négatif, représentative des

Protéobactéries, phylum du clade des Gracilicutes (Fig. 2 et 7).
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Figure 3. Structure des lipides et du lipopolysaccharide (LPS) présents dans la membrane externe
(ME) des bactéries didermes a LPS. a. Structure des trois types de phospholipides de la ME d’E.coli.
Cette derniére est composée de 75 % de phosphatidyléthanolamine, 20 % de phosphatidylglycérol et
5 % de cardiolipine. Les lipides majoritaires sont formés de 16 et 18 carbones, bien que la composition
puisse changer en fonction des stress subis par l'enveloppe. b. Le LPS est formé d’une partie
hydrophobe, le lipide A (en noir) et d’'une partie saccharidique composée du core-oligosaccharide et
de I'antigene O (en orange et en vert clair, respectivement). Les modifications possibles de la structure
du LPS sont indiquées par une autre couleur. Larchitecture de I'antigene O, la partie la plus variable du
LPS, n’est pas représentée. Le feuillet externe de la ME est constitué d’'un enchainement de molécules
de LPS. Ces molécules sont stabilisées et encore plus densément empaquetées grace a la présence de
cations bivalents Mg?* entre les molécules de LPS. Les chélateurs de cations bivalents, comme I'EDTA,
déstabilisent la barriere formée par le LPS a la surface de la cellule. D'aprés Lundstedt et al. 2021.



c. L'enveloppe des Mycobactéries

Les Mycobactéries, comme Mycobacterium tuberculosis, sont également des organismes
didermes, mais la composition de leur ME differe de celle des bactéries a Gram-négatif. Les
Mycobactéries possedent une MI, un complexe de PG-arabinogalactanes et une ME particuliere
d’acides mycoliques, appelée mycomembrane (Fig. 2). La coloration de Gram n’est pas pertinente pour
ce groupe de bactéries, car leur enveloppe comporte a la fois les caractéristiques de bactéries a Gram-
positif (une épaisse couche de PG retenant efficacement la coloration de Gram) et les caractéristiques
de bactéries a Gram-négatif (une ME). Bien que les Mycobactéries soient des micro-organismes
didermes, celles-ci sont positives a la coloration de Gram (Daffé et Marrakchi 2019). Ainsi, un résultat
positif a la coloration de Gram ne signifie pas toujours que les bactéries possédent une enveloppe de

type ‘monoderme’.

La classification des bactéries par la coloration de Gram possede donc des limites ne permettant
pas de déterminer précisément |'architecture de I'enveloppe. C'est pourquoi il est plus correct
d’utiliser les termes « monoderme », « diderme » ou « didermes a lipopolysaccharides » pour décrire
I’'enveloppe bactérienne. Néanmoins, la classification de Gram reste largement utilisée dans la
littérature. C'est pourquoi, dans ce manuscrit, les bactéries didermes a lipopolysaccharides (LPS) et

monodermes seront respectivement nommées bactéries a Gram-négatif et bactéries a Gram-positif.

3) Les composants de I'enveloppe bactérienne

Plus récemment, la composition des enveloppes bactérienne a été déterminée grace aux progres
de microscopie électronique et a la spectrométrie de masse (Anderson et al. 2020; Khursigara et al.
2018) (Fig. 2). En outre, les méthodes de cytologie en microscopie électronique ont permis de mettre
en évidence les structures superficielles, ou externes de la cellule. Les techniques de microscopie a
balayage (MEB) ou la microscopie a force atomique (AFM) permettent une visualisation
tridimensionnelle de la cellule bactérienne et de ses structures cellulaires (Reigoto et al. 2021; Sheng
et al. 2023). Tandis que d’autres méthodes, comme les coupes cytologiques, les cryofractures ou la
microscopie électronique a transmission (MET), permettent d'analyser les éléments intracellulaires de
la bactérie (Taylor 2008; Winey et al. 2014). La spectrométrie de masse a permis d’analyser la

composition de chaque composant de I'enveloppe.

a. La membrane cytoplasmique (Ml)

La membrane cytoplasmique est une bicouche lipidique fluide qui délimite le cytoplasme du milieu
extérieur. Les membranes cytoplasmiques des cellules eucaryotes et des bactéries sont
majoritairement composées de glycérophospholipides d’une longueur de 16 a 18 atomes de carbone,
a I'exception de la membrane monocouche des archées, composée jusqu’a 40 atomes de carbone
(Caforio et Driessen 2017; Tourte et al. 2020). Les propriétés biochimiques des glycérophospholipides
leur permettent de s’assembler spontanément sans apport d’énergie en une bicouche amphiphile :
une partie hydrophobe au coeur de la bicouche et deux parties hydrophiles de part et d’autre de la

bicouche. Par leurs propriétés chimiques, les glycérophospholipides forment une barriére stable
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Figure 4. Structure et organisation du PG d’E. coli. Le PG est un polymere de chaines de glycanes (en
noir, en haut et en bas). Elles sont composées de disaccharides de N-acétylglucosamine (GIcNAc), en
noir, et d’acide-N-acétylmuramique (MurNAc), en noir et bleu, reliés par des liaisons B(1-4). La chaine
de glycanes est terminée par un résidu non-réducteur 1,6-anhydroMurNac représenté dans la partie
supérieure droite. Les chaines de glycanes sont couplées entre elles par de courts peptides-tiges (en
rouge et en vert) reliés au résidu D-lactoyle en C3 du MurNAc, en bleu. Lensemble disaccharide-
peptide-tige forme le muropeptide. Les peptides-tiges néosynthétisés sont constitués de 5 acides
aminés : L-Ala!, D-iGlu?, m-DAP3, D-Ala*, D-Ala°, tandis que les autres peptides-tige peuvent étre
constitués de 4 (en vert) ou 3 acides aminés (non représenté) en fonction du stade d’assemblage de la
paroi. Ici, le groupe carbonyle du D-Ala* du tétrapeptide-tige vert est couplé au groupe g-amine de la
chaine latérale du m-DAP? du pentapeptide-tige rouge (liaison D-Ala*>mDAP3, ou 4->3). Ce type de
liaison est effectué par les PBPs, ou D,D-transpeptidases. Les atomes impliqués dans la liaison
peptidique sont indiqués en gras. Les acides-aminés d’'un méme peptide-tige sont reliés par des liaisons
peptidiques, excepté le D-iGlu? et le mDAP3, qui sont reliés par une liaison isopeptidique établie entre
le carbonyle du Cy de la chaine latérale du D-iGlu? et I'amine-a. du mDAP3. Ala, alanine. Glu, acide
glutamique. mDAP, acide meso-diaminopimélique. D’aprés Jean et al. 2018.



permettant de séparer deux compartiments aqueux (Alberts et al. 2002). Les glycérophospholipides
ne sont pas les composants uniques des membranes biologiques. Celles-ci contiennent également des
sphingolipides, stérols, ainsi que de nombreuses protéines qui modulent sa rigidité, sa perméabilité et
lui conférent une fonction d’échanges et de communication avec le milieu extérieur (Watson 2015).
Par exemple, la Ml d’E. coli est composée de 75 % de phosphatidyléthanolamine (PE), de 20 % de
phospholipides phosphatidylglycérol anioniques (PGL) et de 5 % de cardiolipine (CL) (Rowlett et al.
2017) (Fig. 3). Cette composition est relativement constante au cours de différentes conditions de
culture d’E. coli (Rowlett et al. 2017). Chez B. subtilis, la M| est composée de ~64 % de PGL, de 31 % de
PE, de 3 a 6% CL, et de 1.1 a 2.5% de lysyl-phosphatidylglycérol (Bernat et al. 2016) (Fig. 3). La
membrane cytoplasmique est le site majeur d'activité métabolique de la cellule bactérienne. Elle
assure la respiration des bactéries aérobies comme le font les mitochondries dans les cellules
eucaryotes (Saier Jr. et Bogdanov 2013). Elle est le site d'activités enzymatiques permettant le passage
et I'absorption sélective des substrats nutritifs pour la bactérie, présents dans le milieu de croissance.
A travers la membrane cytoplasmique, sont excrétées, en outre, les enzymes responsables de la

synthese des constituants de la paroi.

La membrane cytoplasmique est peu résistante aux forces exercées perpendiculairement a sa
surface, du fait de sa composition et des forces de van der Walls qui la maintiennent. Par conséquent,
la membrane est susceptible de rompre et d’entrainer la lyse de la cellule sous I'effet de pression
osmotique (Gebicki et James 1960). Pour faire face a cette contrainte, une couche rigide de PG entoure
la MI. En condition hyposmotique, la cellule gonfle et la Ml s’étend jusqu’a rencontrer la couche de
PG. La pression est alors transférée a cette couche de PG, plus rigide, qui circonscrit I'expansion
physique de la membrane. En revanche, les bactéries dépourvues de PG doivent étre maintenues dans

un milieu isotonique afin d’éviter la lyse de la cellule (Sun et al. 2014).

b. Le peptidoglycane (PG), le composant majoritaire de la paroi bactérienne

Dans la littérature, des termes synonymes font référence au PG : muréine, mucopeptide et
mucocomplexe. En microscopie électronique, le PG apparait comme une structure dense aux électrons
adjacente a la MlI. Le PG est une macromolécule continue de 10'° Da en forme de filet de péche qui
entoure et protége la cellule bactérienne (Vollmer, Blanot, et al. 2008). Le PG est composé de chaines
de glycanes reliées entre elles par des peptides-tiges de 5 acides-aminés (Fig. 4). Les chaines de
glycanes sont composées d’une alternance de sucres N-acétylglucosamine (NAG ou GInNac) et acide
N-acétylmuramique (NAM ou MurNAc) qui forment un polymére glucidique (Fig. 4). Le groupement D-
lactyl en Cs du MurNac est relié a un oligopeptide de cing acides-aminés de composition variable selon
I’espece bactérienne considérée. Chez E. coli, cet oligopeptide, appelé peptide-tige, est constitué de
cing acides aminés qui s’enchainent suivant cet ordre depuis le C3 du MurNac : L-Ala?, D-Glu?, mDAP?,
D-Ala*, D-Ala® (Vollmer et Seligman 2010). L’ensemble formé par le disaccharide GlcNac-MurNac-
peptide-tige est appelé le muropeptide (Fig. 4). Cette structure en apparence simple permet un
assemblage d’une incroyable complexité, semblable a une structure en filet de péche, a la fois rigide,

mais flexible d{ au fait que deux peptides tiges adjacents peuvent se lier de maniéere covalente par



I'action d’enzymes appelées transpeptidases (Fig. 4). Ce pontage covalent créée un réseau complexe

de chaines de glycanes et de peptides : le peptido-glycane.

Le PG est un composant retrouvé chez la grande majorité des bactéries. Des études précédentes
suggéraient que les parasites intracellulaires comme Mycoplasma, Planctomycetes et Chlamydia, ainsi
que les bactéries L-formes étaient dépourvues de paroi cellulaire (Joseleau-Petit et al. 2007; Rogers
1970). Cependant, des études plus récentes ont montré que bien que ces bactéries ne possédaient pas
de saccule classique, elles portaient néanmoins un PG résiduel permettant la constriction de
I’enveloppe, nécessaire a leur division (Liechti et al. 2014, 2016; Pilhofer et al. 2013; van Teeseling et
al. 2015). En effet, la division cellulaire est indissociable de la synthése de PG septal, puisqu’il est
indispensable pour la constriction de I'enveloppe. Cette couche de PG résiduel ne remplit toutefois
plus son role de protecteur contre les chocs osmotiques. Une preuve initiale de la présence de PG chez
les Chlamydia, a été apportée le fait que ces bactéries étaient sensibles aux B-lactames, des
antibiotiques inhibant la synthése de PG (Tamura et Manire 1968). De plus, chez cette bactérie, des
enzymes de synthese du peptide-tige sont exprimées et fonctionnellement actives, comme MurC ou
DapF (homologue a Murl) (Hesse et al. 2003; Liechti et al. 2018). Enfin, la croissance de Chlamydia en
présence de sondes dipeptidiques fluorescentes s’incorporant spécifiquement dans le PG, a mis en
évidence la présence de disques de PG au niveau du septum. Ces disques de PG permettent la
constriction des membranes et la division cellulaire (Liechti 2021; Liechti et al. 2014). De méme,
I'analyse de génomes de Planctomycetes couplée aux études biochimiques et aux visualisations en
cryo-EM ont permis de démontrer la présence d’une fine couche de PG chez ces bactéries (Jeske et al.

2015; van Teeseling et al. 2015). Ainsi le PG semble étre un composant incontournable des bactéries.

L'action lytique du lysozyme ou l'inhibition de synthése du PG des bactéries a Gram-négatif aboutit
a la formation de sphéroplastes, tandis que chez les bactéries a Gram-positif ces formes de bactéries
dépourvues de paroi s’appellent les protoplastes (Nishida 2020). Les sphéroplastes bénéficient de la
persistance de la ME afin de mieux résister aux variations de pression osmotique (Sun et al. 2014),
contrairement a la bicouche lipidique de la Ml des protoplastes. Par ailleurs, la génération de bactéries
dépourvues de paroi permet d’augmenter leur volume jusqu’a 15 um afin d’effectuer des
microinjections de substances variées, dont des chromosomes bactériens entiers qui ne peuvent pas
étre transférées par transformation, transduction ou conjugaison (Nishida 2020, 2023; Takahashi et al.
2020; Takahashi et Nishida 2022). Les formes de bactéries déficientes en paroi sont appelées formes L
et peuvent étre produite de maniére dirigée en inhibant le géne murE, impliqué dans la synthese du

précurseur de PG, et en additionnant le milieu de Mg?* (Leaver et al. 2009).

c. La membrane externe (ME), uniguement présente chez les bactéries didermes
Les avancées technologiques en microscopie ont permis de visualiser en 1964 la ME chez la
bactérie a Gram négatif Veillonella parvula (Bladen et Mergenhagen 1964). Les analyses chimiques ont
démontré par la suite que la ME ne possédait pas la méme composition que la membrane
cytoplasmique tant au niveau lipidique qu’au niveau protéique (Horne et al. 2020) (Fig. 2). En effet, la
membrane cytoplasmique est traversée par des protéines de fonction variées, alors que la ME

comporte uniquement des lipoprotéines et des protéines en tonneau-f (Paulowski et al. 2020). Trois



types de membranes externes de composition moléculaire différente ont été décrites dans la
littérature. Premiérement, les membranes symétriques constituées d’une bicouche lipidique sont
relativement rares et retrouvées chez la bactérie extrémophile Deinococcus radiodurans et la
Myxobactérie Sorangium cellulosum (3-proteobactérie) (Keck et al. 2011; von Kiigelgen et al. 2022;
Rands et al. 2019). Dans ce cas, les deux feuillets de la ME sont composés d’un feuillet externe et d’un
feuillet interne de glycérophospholipides, comme dans une membrane plasmique « classique ».
Deuxiemement, les membranes asymétriques constituées d’un feuillet interne de phospholipides et
d’un feuillet externe de lipopolysaccharides (LPS) (Paulowski et al. 2020) (Fig. 2 et 3). Ce type de
membrane est largement répandu et archétypal de la ME des bactéries a Gram-négatif, comme E. coli.
Cette membrane omniprésente chez les Gracilicutes (comme les Protéobactéries, les Planctomycetes,
les Bacteroidetes et les Spirochetes (Witwinowski et al. 2022). Dans le cas de la ME a LPS, le feuillet
interne de la ME est constitué des glycérophospholipides comme les phosphatidyléthanolamines, les
phosphatidylglycérols et les cardiolipines (Fig. 3.a), tandis que le feuillet externe est exclusivement
constitué de LPS (Kamio et Nikaido 1976) (Fig. 3.b). Le LPS est composé du lipide A, suivi d’un noyau
saccharidique et d’un oligosaccharide répété, I'antigene-O (Saini et Wood 2020). Le phylum des
Firmicutes, I'un des plus grands phyla bactériens, regroupe une majorité de bactéries monodermes.
Néanmoins, au moins trois groupes de Firmicutes appelés Négativicutes (Veillonella parvula),
Halanaerobiales et Limnochordia possedent une enveloppe caractéristique des didermes a
lipopolysaccharides. D’ailleurs, tout comme les autres bactéries a Gram-négatif, ces Firmicutes
didermes possédent un systeme d’attachement de la membrane externe au PG, garantissant I'intégrité
de I’enveloppe. En particulier, ces Firmicutes possedent une porine OmpM, un équivalent fonctionnel
d’'OmpA et de Lpp, qui attache la ME au PG via un domaine spécialisé SLH (S-Layer Homology)
(Witwinowski et al. 2022) (Fig. 6). Par ailleurs, les études récentes suggéerent que la ME a LPS a été
ancestralement présente chez toutes les Firmicutes, mais a été perdu par la suite dans les plusieurs
groupes (Antunes et al. 2016; Megrian et al. 2020; Taib et al. 2020). Ainsi, seuls les représentants de
trois groupes de Firmicutes, notamment les Negativicutes, les Halanaerobiales et les Limnochordia
possédent une ME a LPS (Witwinowski et al. 2022). Enfin, il existe un troisieme type de ME, retrouvé
chez les Corynebactéries (un groupe d’Actinobactéries) chez lesquelles la ME est composée d’acides
mycoliques (Rahlwes et al. 2019), il en va de méme pour Mycobacterium (Daffé et Marrakchi 2019;
Marrakchi et al. 2014) (Fig. 2). Ce sont des lipides ramifiés d’une longueur allant jusqu’a 100 atomes
de carbones. La forte teneur en acides mycoliques du feuillet interne de la ME des Mycobacteriaceae
lui a donné le nom de mycomembrane (Chiaradia et al. 2017). En plus des acides mycoliques, cette ME
est aussi composée de tréhaloses et de dimycolates. Par ailleurs, la structure de I'enveloppe de
Mycobacterium tuberculosis est formée d’un complexe PG-arabinogalactanes-acides mycoliques
(feuillet interne) et d’un feuillet externe composées de lipides, lipoglycanes et de protéines (Vincent
et al. 2018) (Fig. 2). Les premiers forment une plateforme sur laquelle est solidement attaché le PG.
Les acides mycoliques sont quant a eux attachés au peptide-tige du PG par des liaisons esters (Daffé
et Marrakchi 2019).



La membrane a lipopolysaccharides (LPS)

Les lipopolysaccharides sont les composants majoritaires du feuillet externe de la ME des
bactéries 8 Gram-négatif. Le LPS est abondant, puisqu’environ 2 x 10° molécules de LPS recouvrent la
surface de la ME chez E. coli (Minabe et al. 1994) (Fig. 3). Le LPS est composé de trois domaines
structuraux : le lipide A, le core oligosaccharide et I'antigeéne-0O (Fig. 3). Le lipide A est un disaccharide
phosphorylé de glucosamine portant de multiples acides gras. Sa nature hydrophobe permet I'ancrage
ala ME (Fig. 2). ll est relié au core oligosaccharide, lui-méme relié a plusieurs unités oligosaccharidiques
appelées antigene-0, la partie la plus variable du LPS, d’'une longueur de 2 a 8 saccharides (Wang et al.
2010) (Fig. 3). Le LPS est considéré comme un motif moléculaire associé aux pathogenes (PAMP). Il a
initialement été désigné comme « endotoxine », a cause des lésions spécifiques que peut produire
I'antigeéne-0 chez I'h6te infecté au moment de la lyse des bactéries (Sassi et al. 2010; Wang et al. 2010).
Seules quelques bactéries a Gram-négatif sont capables de survivre en absence de LPS : Neisseria
meningitidis, Moraxella catarrhalis et Acinetobacter baumannii (Kang et al. 2021; Simpson et al. 2021).
Lorsque le transport de LPS a la ME est impacté, la bactérie est plus sensible aux antibiotiques et aux
détergents, puisque la proportion en lipides du feuillet externe augmente sensiblement, ce qui les rend

plus vulnérables a la présence de détergents (Lundstedt et al. 2021).

Les propriétés du LPS contribuent a I'intégrité structurale de la ME, et fait de celle-ci une barriére
tres sélective. Premierement, la nature amphiphile du LPS permet d’établir une barriere perméable
protégeant la cellule bactérienne des molécules du milieu extérieur (Carpenter et al. 2016; Nikaido
2003). En effet, le lipide A confére un caractére hydrophobe au LPS, ce qui empéche le passage de
molécules hydrophiles a travers la ME, tandis que le core oligosaccharide et I'antigéne-0, hydrophiles,
empéchent la pénétration de molécules hydrophobes (Carpenter et al. 2016; Nikaido 2003).
Deuxiémement, le LPS est une structure tres dense car les acides gras du le lipide A comportent entre
4 et 7 insaturations, ce qui empéche la fluidité de la membrane (Nikaido 2003). De plus, la cohésion
des molécules de LPS est améliorée par les interactions polyioniques établies entre les groupements
phosphate du lipide A et du core oligosaccharide, et des cations magnésium (Raetz et Whitfield 2002).
De fait, l'interaction de ces deux molécules, 'une chargée négativement et |'autre chargée

positivement améliore significativement la répulsion de molécules par la ME.

La présence de LPS modifie également les propriétés mécaniques et biochimiques de la ME des
bactéries a Gram-négatif en modifiant sa résistance aux contraintes physiques et en modulant la
diffusion de diverses molécules. Le LPS confére une charge négative a la surface de la bactérie, ce qui
modifie notamment I’équilibre de Gibbs-Donnan (diffusibilité des ions a travers la membrane). Cet
équilibre est atteint lorsque les flux électriques et diffusifs de part et d’autre de la membrane se
compensent (Stock et al. 1977). Contrairement a la membrane cytoplasmique, la membrane a LPS est
capable de supporter des forces perpendiculaires a sa surface. Cela permet notamment de contenir la
pression osmotique du cytoplasme (Deghelt et al. 2023; Rojas et al. 2018). Par ailleurs, la diffusibilité
des composants au sein de la ME est limitée par rapport a celle de la membrane cytoplasmique, plus
fluide (Hsu et al. 2017; Muhlradt et al. 1974).



En conclusion, La ME fonctionne comme une barriere semi-perméable. Elle est la premiére
barriere physique rencontrée par les composés extérieurs comme les peptides antimicrobiens
cationiques produits par de nombreux organismes, y compris les bactéries a Gram-positif (Nikaido et
Vaara 1985).

4) Les membranes des bactéries didermes délimitent le périplasme

La membrane cytoplasmique et la ME délimitent ensemble un compartiment aqueux appelé
périplasme. Chez E. coli, le périplasme mesure environ de 25 nm de largeur (Mandela et al. 2022) (Fig.
2). Du point de vue biochimique, le périplasme ménage un compartiment séparé du cytoplasme et
dépourvu d’ATP, dans lequel peuvent toutefois se dérouler des réactions enzymatiques. Cette
compartimentalisation cellulaire permet I'isolement et la séquestration de certaines enzymes lytiques
comme les RNAses ou la phosphatase alcaline qui constituent « la premiére ligne de défense » de la
cellule (Miller et Salama 2018; Silhavy et al. 2010). Pour ces raisons, le périplasme est considéré comme
précurseur des structures lysosomales eucaryotes (De Duve et Wattiaux 1966). Le périplasme est
également un compartiment aux propriétés physico-chimiques particuliéres. Les observations de
diffusion de molécules fluorescentes dans le périplasme d’E. coli par FRAP ont montré que le
périplasme est un milieu aqueux présentant une viscosité légerement plus importante que le
cytoplasme (Mullineaux et al. 2006). Pour cette raison, le périplasme est qualifié de « gel-like matrix ».
Du point de vue physico-chimique, le pH du périplasme est équivalent a celui du milieu extérieur (Wilks
et Slonczewski 2007). De méme, le potentiel redox du périplasme approche ceux du milieu extérieur,
donc « oxydant », contrairement a celui du cytoplasme qui est « réducteur ». Selon plusieurs études,
le périplasme serait un environnement osmorégulé, bien que la pression osmotique exercée par le
cytoplasme soit supérieure a la pression osmotique du milieu extérieur (Erickson 2017; Wilks et
Slonczewski 2007). Le fait que la pression osmotique autour du PG et de la membrane cytoplasmique

soit localement équilibrée faciliterait entre autres I'invagination du septum lors de la division cellulaire.

5) Un pseudo-périplasme entre la Ml et le PG des bactéries monodermes ?

Les techniques de cryo-TEM ont révélé deux couches de paroi de densité différentes chez B.
subtilis et S. aureus (Matias et Beveridge 2005, 2006) : la Inner Wall Zone (IWZ) de faible densité et |a
Outer Wall Zone (OWZ) de densité plus importante (Fig. 2). La OWZ serait la couche dense composée
du PG et des acides téichoiques, tandis que la IWZ, de densité plus faible, serait un pseudo-périplasme.
Erickson et ses collegues ont proposé que les acides téichoiques permettraient la mise en place d’une
sorte de périplasme chez les bactéries a Gram-positif. La thése de ces auteurs est qu’un pseudo-
périplasme serait essentiel pour la synthése et le remodelage du PG chez les bactéries a Gram-positif.
En effet, il pourrait assurer un espacement adéquat entre la Ml et le PG pour permettre le bon
fonctionnement d’enzymes de synthése du PG, comme c’est le cas chez les bactéries a Gram-négatif
(Erickson 2021). De plus, les acides téichoiques permettraient de maintenir la pression osmotique dans

ce compartiment situé proche de la membrane cytoplasmique. Oku et collegues ont en effet montré
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Figure 5. Origine et évolution de la membrane externe (ME) selon Gupta, Cavalier-Smith et Tocheva. A
gauche, selon de Gupta, l'acquisition de la ME aurait été favorisée par la pression de sélection induite par les
antibiotiques présents dans I'environnement (Gupta 2011). Au centre, Tocheva propose que la didermie
aurait été acquise par un phénomene d’internalisation de la spore d’une bactérie monoderme (Tocheva et al.
2016). Cavalier-Smith propose quant a lui que les bactéries monodermes sont issues des bactéries didermes
ayant perdu leur ME. La perte de la ME serait un évenement accidentel survenu aprés la mutation dans la
machinerie de synthese de PG, qui aurait permis |I'épaississement de la paroi et la disparition des systémes
d’attachement de la paroi (Cavalier-Smith 2006). Le PG est en rose, la ME est en violet, et la membrane
cytoplasmique, en noir.



que les défauts de croissance observés chez un mutant de S. aureus dépourvu d’acides téichoiques

pouvaient étre corrigés dans un milieu de plus haute osmolarité (Oku et al. 2009).

6) Origines de la didermie et de la monodermie

La structure de l'enveloppe du dernier ancétre commun des bactéries (LBCA, last bacterial
common ancestor) était-elle diderme ou monoderme ? La transition entre ces deux types d’enveloppe
bactérienne, transformation majeure au sein du régne bactérien, demeure une question fondamentale
non résolue dans le domaine de I'évolution (Taib et al. 2020). Deux principales hypotheses s'affrontent
: la premiére suggere une transition de bactérie monoderme a diderme, caractérisée par I'acquisition
d'une membrane externe (ME) et la réduction de I'épaisseur de la paroi bactérienne (Léonard et al.
2022) ; la seconde favorise l'idée d'une transition de bactérie diderme a monoderme, marquée par la

perte de la ME et I'épaississement de la paroi bactérienne d'un ancétre diderme (Léonard et al. 2022).

Certains évolutionnistes privilégient le scénario selon lequel les bactéries monodermes seraient
les ancétres des bactéries didermes (Errington 2013; Léonard et al. 2022; Tocheva et al. 2011) (Fig. 5).
Selon ce modele, la didermie aurait été acquise par le biais d'un événement d'endosymbiose
impliquant une bactérie monoderme (Lake 2009). Tocheva et ses colléegues présentent des preuves en
faveur de cette hypothese basées sur I'observation de la bactérie diderme Acetomonas longum en
cryo-tomographie électronique (ECT). D'une part, A. longum est capable de former des spores dans
son périplasme, bien que la sporulation soit normalement considérée comme une caractéristique des
monodermes (Tocheva et al. 2016) (Fig. 5). D'autre part, les spores de cette bactérie peuvent étre
internalisées, et en conséquence, la membrane cytoplasmique de la bactérie-mere est invaginée, puis
inversée lors de l'internalisation de la spore. Ainsi, la membrane cytoplasmique de la bactérie-meére
devient la membrane externe (ME) de la spore. Selon les auteurs, ce phénomeéne pourrait préfigurer
I'apparition de la didermie chez les ancétres bactériens monodermes (Tocheva et al. 2016) (Fig. 5).
Cependant, les événements exacts ayant conduit a l'apparition des bactéries didermes a
lipopolysaccharides (LPS) demeurent encore inconnus. Par ailleurs, Gupta suggere que l'acquisition de
la didermie aurait pu étre favorisée par la pression de sélection induite par I'exposition des bactéries
aux antibiotiques (Gupta 2011) (Fig. 2). En effet, pour empécher les molécules toxiques d'atteindre le
PG et le cytoplasme, les bactéries auraient évolué une barriere hydrophobe supplémentaire, la ME,
imperméable a de nombreux antibiotiques (Blair et al. 2015; Miller 2016) (Fig. 5). Cependant, cette
hypothése intéressante est contestée par d'autres études, qui suggérent que les bactéries didermes
sont apparues bien avant les bactéries monodermes (Cavalier-Smith 2006; Griffiths et al. 2007; Valas
et Bourne 2011; Witwinowski et al. 2022).

L'hypothese inverse, de la transition de la didermie a la monodermie, est notamment confortée
par des preuves phylogénétiques. Ainsi, I'analyse phylogénétique récente révele que la majorité des
phyla bactériens sont principalement composés de bactéries didermes, tandis que les bactéries
monodermes ne forment pas un groupe monophylétique (Megrian et al. 2020). Par exemple, parmi
les deux grands clades qui réunissent toutes les bactéries, les Terrabactéries et les Gracilicutes, le

dernier clade ne comporte que les bactéries didermes, tandis que les Terrabactéries incluent mono-
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Figure 6. Représentation des quatre systemes d’attachement de la membrane externe (ME) au
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vert, la lipoprotéine Pal, ancrée a la ME, comme Lpp par son extrémité N-terminale lipidée, interagit de fagcon
non covalente avec le PG grace a son domaine OmpA-like. Le domaine OmpA-like est également présent chez
OmpA, en violet, dont le tonneau-P est inséré dans la ME. OmpA et Pal sont présentes chez la plupart des
Gracilicutes. En bleu, OmpM interagit quant a elle avec le PG de fagon non covalente grace a son domaine SLH
(S-layer homology). OmpM est présente chez certaines Terrabacteria, monodermes et diderme. OmpM
constituerait un systeme ancestral d’attachement de la ME. b. Représentation des domaines des protéines. SS,
séquence signal. D’aprés Witwinowski et al. 2022.



et didermes (Witwinowski et al. 2022) (Fig. 7). En particulier, parmi les Firmicutes qui font partie des
Terrabactéries, on trouve au moins trois groupes indépendants composés de bactéries didermes a LPS,
tels que Négativicutes, Halanaerobiales et Limnochordia, tandis que les autres groupes de Firmicutes
n’incluent que les monodermes. Ces analyses suggerent donc que la membrane externe est un
caractere ancestral de Firmicutes qui a été perdu a plusieurs reprises au cours de |'évolution, donnant
lieu aux quelques groupes de bactéries monodermes (Coleman et al. 2021; Taib et al. 2020;
Witwinowski et al. 2022).

Des preuves plus solides en faveur de la primauté de la didermie provient de I'étude
phylogénétique récente de Coleman et colléegues (Coleman et al. 2021). Sur la base d’analyse de 11 272
familles de genes intégrant des séquences issues de métagénomiques, les auteurs ont conclu que le
dernier ancétre commun des bactéries (LBCA) se situe entre les deux clades majeurs, les Terrabactéries
et les Gracilicutes (Fig. 7). D’aprés cette étude, le LBCA était une bactérie diderme, dotée d’'une ME a
LPS et possédant une panoplie de systemes présents chez les didermes actuelles, tels que les flagelles,
les pili de type IV, la machine de division associée a FtsZ, etc (Coleman et al. 2021). L’apparition de
groupes monodermes dans le clade de Terrabactéries, est donc survenue a plusieurs reprises au cours
d’évolution. Cependant, les modeles soutenant I'apparition plus tardive de monodermie ne
permettent pas actuellement d'expliquer les mécanismes de transition ayant conduit a
I'épaississement de la paroi bactérienne. Néanmoins, ces travaux récents remettent
fondamentalement en question la vision de I'évolution des bactéries qui prévalait il y a seulement dix

ans.

La didermie est intrinsequement liée aux mécanismes d’attachement de la ME a la couche de PG,
indispensable au maintien de l'intégrité de I'enveloppe. Ainsi, I'analyse phylogénétique récente a
démontré que la scission du régne bactérien en deux clades, les Terrabactéries et les Gracilicutes,
coincide avec la présence dans ces clades de deux systemes d’attachement majeurs de la ME,
respectivement les porines OmpM et OmpA (Witwinowski et al. 2022) (Fig. 7). La protéine OmpA
posséde un domaine de liaison OmpA-like au PG, tandis que la protéine en tonneau- OmpM possede
un domaine de liaison au PG, appelé S-Layer Homology (SLH) (Fig. 6). OmpM joue un réle majeur dans
le maintien de la stabilité de la ME chez les Terrabacteria grace a son interaction avec le PG cadavériné
contenant des polyamines. La cadavérine (pentaméthylénediamine NH,(CH;)sNH>) se lie covalemment
au groupe a-carboxyle du résidu MurNac par I'un de ses deux groupes aminés, ce qui est observé chez
Selenomonas ruminantium, Veillonella alcalescens, Veillonella parvula et Anaerovibrio lipolyticus
(Kojima et al. 2010). V. parvula, une bactérie diderme a LPS, posséde 4 copies du gene ompM
(Witwinowski et al. 2022). Witwinowski et ses collaborateurs montrent que la perte de ce systeme
d'ancrage de la ME par la délétion des quatre copies d'ompM n'est pas létale pour la bactérie. La
délétion des genes ompM1-3 entraine un gonflement important de la ME, ainsi que des défauts de
croissance marqués et une sensibilité accrue au SDS, a I'EDTA et a la vancomycine. En revanche, la
délétion des génes ompM4 et ompA ne cause aucun phénotype particulier (Witwinowski et al. 2022).
La non-létalité de la perte d'OmpM suggére que plusieurs ancétres bactériens didermes ont pu perdre
indépendamment les genes ompM, expliquant ainsi I'apparition du caractéere monoderme dans divers
phyla. L'absence d'un systeme alternatif d'ancrage de la ME chez les Terrabactéries aurait ainsi favorisé

la perte de la ME, marquant I'émergence des bactéries monodermes (Witwinowski et al. 2022). Un
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phénotype similaire a été observé chez la bactérie Deinococcus radiodurans, qui possede une protéine
abondante de la ME appelée SIpA. SIpA est composée d'un tonneau-B, d'un domaine coiled-coil et d'un
domaine SLH, homologue a OmpM et également retrouvée chez les bactéries du genre
Deinococcus/Thermus ainsi que chez les cyanobactéries (von Kugelgen et al. 2022; Witwinowski et al.
2022). La porine OmpA représente un homologue fonctionnel d’OmpM chez les Gracillicutes. OmpA
possede un domaine en tonneau-B et un domaine de liaison au PG (appelé OmpA-like). Méme si les
liens phylogénétiques entre OmpM et OmpA semblent assez évidents, il n’est pas possible
actuellement de tracer leur évolution (Witwinowski et al. 2022). Ainsi, OmpM et OmpA
représenteraient les deux systémes d'ancrage ancestraux des bactéries didermes (Mandela et al. 2022;
Witwinowski et al. 2022). Enfin, les systemes d'ancrage de la ME couramment étudiés, tels que les
lipoprotéines Pal et Lpp, ne seraient apparus que plus récemment chez les Gracilicutes. Bien que Pal
soit retrouvée dans plusieurs groupes de Gracilicutes, Lpp n’est présente que chez un sous-groupe de
y-protéobactéries et une &-protéobactérie (Witwinowski et al. 2022) (Fig. 8). L'apparition de ces deux
lipoprotéines a été rendue possible par l'acquisition préalable du systeme LOL d'adressage de
lipoprotéines. La présence chez les protéobactéries de trois systemes paralléles d’accrochage de la ME

au PG, OmpA, Pal et Lpp, montre I'importance de cette fonction pour la survie des bactéries.

7) Systémes de transport de protéines a travers I’'enveloppe

Chez les bactéries a Gram négatif, la majorité des protéines de la ME sont des lipoprotéines ou
des porines (OMPs en tonneau-B) (Konovalova et Silhavy 2015; Shearer et al. 2019; Solan et al. 2021).
Les précurseurs de ces protéines sont synthétisés dans le cytoplasme. Deux obstacles s’opposent a
I'adressage de ces protéines a la ME. Ces protéines hydrophobes doivent d’abord traverser la
membrane cytoplasmique. Elles doivent ensuite traverser I'environnement aqueux du périplasme.
Pour cela, les systemes spécialisés de I'adressage a la ME, comme BAM et Lol interviennent pour
transporter des porines en tonneau-p et lipoprotéines, respectivement (Fig. 10). En outre, divers
systemes spécialisés assurent |'adressage des composants de la ME (LPS et protéines) ou la

translocation des molécules a I'extérieur de la bactérie.

a. Passage atravers la Ml : deux systemes majeurs, Sec et Tat

Les systémes Sec (general secretion pathway) et Tat (twin-arginine translocation) sont deux
systemes indépendants permettant la translocation de protéines a travers la membrane
cytoplasmique (Berks, Palmer, et Sargent 2005; Osborne, Rapoport, et van den Berg 2005) (Fig. 9.B).
Ces translocons sont partagés par les réegnes bactériens, eucaryotes (réticulum endoplasmique, Sec ;
membrane des thylakoides, Sec et Tat) et archéens. Les protéines sont synthétisées dans le cytoplasme
sous forme de précurseur contenant une séquence signal en N-terminal. La séquence signal est
reconnue par les systéemes Sec ou Tat situés a la membrane cytoplasmique. Chacun des deux systémes
posséde des particularités : alors que le systeme SecYEG prend en charge des protéines non repliées,
qui se replient ensuite dans leur structure native c6té trans de la membrane cytoplasmique, le systeme

Tat quant a lui transporte des protéines déja repliées possédant souvent des cofacteurs au sein de leur
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structure tertiaire (Frain et al. 2019) (Fig. 9.B). Bien que les séquences signal reconnues par ces deux

systemes soient assez similaires, le mécanisme de translocation des protéines est trés différent.

Le systéme Sec est constitué de trois protéines formant un récepteur et un translocon dans la
membrane cytoplasmique (SecY, E et G) et d’une ATPase appelée SecA (Lycklama a Nijeholt et Driessen
2012) (Fig. 9.B). Deux mécanismes de translocations par le systeme Sec sont décrits : un mécanisme
co-traductionnel et un mécanisme post-traductionnel. Dans le cas d’une translocation post-
traductionnelle, la protéine-substrat est intégralement synthétisée sur le ribosome dans le
cytoplasme, puis est menée au translocon Sec par la chaperonne SecB chargée de maintenir la protéine
néosynthétisée dans une conformation compatible avec sa translocation (ltskanov et Park 2019) (Fig.
9.B.). Dans le cas de la co-translocation, le complexe SRP (signal recognition particule) s’attache
directement a la séquence signal, des les premieres étapes de synthése du peptide par le ribosome. Le
systéeme ternaire ribosome-protéine-SRP est ensuite dirigé au translocon Sec. La séquence signal est
reconnue puis transférée au systeme Sec, avec I'aide des protéines récepteur FtsY ou SRP (Hwang Fu
et al. 2017) (Fig. 9.B).

Le systéme Tat est constitué des protéines TatA, B et C, chez E. coli et Tat A et C chez S. aureus et
B. subtilis (Lee et al. 2006). Contrairement au systeme Sec ATP-dépendant, le fonctionnement du
systeme Tat dépend exclusivement de la force proton motrice (PMF) (Hamsanathan et Musser 2018)
(Fig. 9.B). L'expression de tatA excede de 25 fois I'expression de tatB et de 50 fois |'expression de tatC
(Jack et al. 2001). En conséquence, TatA qui forme le canal du translocon, est la plus abondamment
exprimée. Le complexe TatBC forme quant a lui un récepteur reconnaissant le substrat du translocon.
TatC, la protéine la plus conservée, est formée de 6 hélices transmembranaires. Elle est la premiere
protéine interagissant avec le substrat de Tat via son peptide-signal. A |a suite de la reconnaissance, le
domaine H du peptide-signal interagit avec TatB (Zhang et al. 2014). Le domaine C du peptide-signal
et ensuite reconnu et son site de clivage est clivé par une signal-peptidase (Ramasamy et al. 2013).
Certaines archées et bactéries a Gram-positif possedent de multiples copies de ces génes. B. subtilis
par exemple, possedent deux opérons tatAdCd et tatAyCy codant pour des systémes Tat spécifiques
d’un substrat : les préprotéines PhoD et YwbN respectivement (Jongbloed et al. 2004). Les substrats
du systeme Tat sont impliqués dans des fonctions tant variées que cruciales pour la survie de la
bactérie. Par exemple, ces protéines sont impliquées dans la biogenese de I'enveloppe, I'acquisition
de métaux, la virulence, la détoxification et le métabolisme anaérobie (Liu et al. 2020). Par ailleurs,
I'amidase AmiC qui est impliquée dans la modification du PG septal chez E. coli est transloquée dans
le périplasme par le systéme Tat (Bernhardt et De Boer 2003). Toutefois, le nombre de substrats
transportés par Tat varie selon la bactérie considérée. Par exemple, Streptomyces coelicor posséde 129
substrats potentiels de Tat (prédits in silico), dont 43 ont été confirmés expérimentalement (Li et al.
2005; Widdick et al. 2006), alors que P. aeruginosa possede 44 substrats putatifs du systéme Tat dont
34 ont été validés expérimentalement (Gimenez et al. 2018). Le systeme d’adressage Tat serait
nécessaire lorsque le repliement complet de la protéine est indispensable avant sa translocation a
travers la membrane. C'est notamment le cas de protéines portant des cofacteurs dans leur structure
tertiaire. Par exemple la glucose-fructose oxidoreductase de la bactérie a Gram-négatif Zymomonas
mobilis, fixe le NADP avant d’étre transloquée par le systeme Tat (Halbig et al. 1999). Halbig et ses

collaborateurs ont montré par une expérience de pulse-chase que la protéine mutée ayant un défaut
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substrats des systémes Tat et Sec. Les peptides signal possédent une région-n, polaire chargée
positivement. La région-n est plus longue chez les substrats du systeme Tat. La région-h est hydrophobe
et non chargée. La courte région-c polaire constitue le site de clivage de la signal-peptidase de type I.
B. Systémes de translocation de protéines SecYEG et Tat chez E. coli. Le ribosome (en jaune) synthétise
la protéine, puis celle-ci est acheminée aux translocons SecYEG ou Tat. Le systeme SecYEG prend en
charge des protéines non repliées. La translocation peut étre co-traductionnelle a, ou post-
traductionnelle b. Translocation des protéines repliées contenant ou non un ligand (étoile jaune), par
le translocon Tat. Une signal-peptidase clive la séquence signale. D’apres Natale et al. 2008.



de fixation du NADP a présenté une cinétique d’export significativement diminuée (Halbig et al. 1999).
Ces contraintes excluent irrémédiablement I'utilisation du systeme Sec pour la translocation de telles

protéines a travers la membrane cytoplasmique.

Peptide Signal

La fonction et la structure du peptide signal reconnu par le systéeme Sec sont bien conservées.
Typiquement, il s’agit d’'une séquence d’une vingtaine d’acides aminés constituée d’une région N,
chargée positivement, d’une région H, hydrophobe, et d’'une région C-terminal polaire, appelée région
C (Fig. 9.A). Or, selon la protéine exportée, la longueur du peptide signal peut atteindre jusqu’a une
guarantaine de résidus. Ce peptide-signal est clivé par la peptide-signal peptidase |, LepB (Kaushik et
al. 2022).

Le peptide-signal des lipoprotéines est similaire a celui des substrats du systeme Sec. |l possede
les domaines N, H et C. La différence majeure réside en la présence d’un motif Leu-Ala/Ser-Gly/Ala-
Cys en position -3 et +1 appelé lipobox (Sankaran et Wu 1994). Dans la structure mature de la
lipoprotéine, la cystéine +1 est modifiée par I'ajout d’un diacylglycéryl a la préprolipoprotéine avant le

clivage du peptide-signal par la signal-peptidase Il, LspA (Sankaran et Wu 1994).

La séquence signal des substrats de Tat possede également les régions N, H et C, mais différe
sensiblement (Fig. 9.A). Comme le nom du systeme l'indique, la séquence signal Tat possede deux
arginines bien conservées, reconnues par le translocon. Ces arginines sont importantes pour la
reconnaissance du substrat, puisque la modification de celles-ci diminue significativement I'efficacité
de la sécrétion des substrats de Tat (Halbig et al. 1999). Cependant, il a été montré qu’un substrat
naturel du systeme Tat portait un motif lysine-arginine (Molik et al. 2001). Les séquences signal Tat
sont en moyenne plus grandes que les séquences Sec car la région N est généralement plus longue
(Fig. 9.A). Tout comme le peptide-signal de Sec, I'enzyme responsable du clivage du peptide-signal Tat
est la signal-peptidase |, LepB (Kaushik et al. 2022). Les substrats Tat lipoprotéines quant a eux, portent
une lipobox a la fin du peptide signal avec une cystéine en position +1. Ces peptides signal sont clivés

par la signal-peptidase Il, LspA.

a. Exportation des protéines a la ME
Contrairement a la membrane cytoplasmique, la ME est uniquement constituée de protéines de
type lipoprotéines ou de protéines en tonneau-f (Fig. 2). L’adressage et |'assemblage de ces protéines
dans la ME requiert des systemes spécialisés : le systeme Lol pour I'adressage de lipoprotéines, et le

systeme BAM pour |'adressage et le repliement des protéines en tonneau-B (Fig. 10).

Cas des lipoprotéines
Le systeme Lol (Localization of lipoprotein) permet le tri et I'adressage des lipoprotéines dans la
ME (Fig. 10). Le précurseur de lipoprotéine possede un peptide signal spécial avec le résidu de cystéine

comme premier acide aminé de la lipoprotéine mature. Le précurseur est inséré dans la membrane

14



LPS Assemblage des protéines en tonneaux-f
et des lipoprotéines a la ME

Lpt pathway Bam pathway LOI pathway

ATP

ADP-+P,

Precursor OM or periplasmic protein

Figure 10. Machineries cellulaires responsables de la biogenése de la membrane externe (ME). Les
lipopolysaccharides (LPS) de ME sont synthétisés et assemblés dans la MI par MsbA, puis sont exportés
dans le feuillet externe de la ME par le systeme Lpt. Les précurseurs de tonneaux-B et de lipoprotéines
sont synthétisés dans le cytoplasme avec une séquence signal N-terminale, qui les dirige vers le
systeme Sec pour la translocation a travers la MI. La chaperone SurA délivre le tonneau-p a la
machinerie BAM, chargée de l'assemblage des tonneaux-p dans la ME. Dans le cas des lipoprotéines,
la séquence signale est clivée et les acides gras sont attachés a la cystéine N-terminale. LolA est chargée
du transport de la lipoprotéine a la ME, et LolB est chargée de son insertion dans le feuillet interne.
D’apres Silhavy et al. 2010.
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cytoplasmique par le systéeme SecYEG et acheminé vers le transporteur ABC (ou transporteur a
cassettes liant I'ATP), LoICDE (Fig. 10) (Cole et al. 2021; Nickerson et al. 2018). Lors de ce passage, la
préprolipoprotéine subit une premiére lipidation par I'addition de deux acides gras au groupement
sulfhydryle de la cystéine par la diacylglycéryle transférase Lgt. Le peptide signal est ensuite coupé par
la signal peptidase LspA et une troisieme chaine d’acide gras est ajoutée a la cystéine par la N-
acyltransférase Lnt. La chaperonne périplasmique LolA récupere la lipoprotéine mature du complexe
LolCDE et la transporte a travers le périplasme jusque dans la ME, ou la lipoprotéine est insérée avec
I'assistance de la protéine LolB (Fig. 10). Les lipoprotéines ne sont pas considérées comme des
protéines transmembranaires a part entiére car aucun acide-aminé de la lipoprotéine ne traverse le
feuillet lipidique de la membrane. En effet, seule la partie lipidée couplée a la cystéine est ancrée dans
la ME. Le systéme Lol n’est présent que chez les Gracilicutes, une division des bactéries incluant les
Protéobactéries, les Planctobactéries, les Sphingobactéries et les Spirochétes. Ce systéeme semble étre
absent chez les Terrabactéries (a I’exception de Deinococcus), bien que cette division inclue plusieurs
groupes de bactéries didermes a LPS (Witwinowski et al. 2022). La présence du systeme Lol chez les
Gracilicutes coincide avec la présence exclusive de la lipoprotéine Pal dans cette division (Pal est absent

chez les Terrabactéries).

Rondelet et Condemine ont décrit pour la premiére fois un cas particulier de protéines adressée a
la ME (Rondelet et Condemine 2012). Les auteurs ont montré que PnlH, un homologue de pectine
lyase, était ancrée a la ME grace a une séquence d’adressage présentant des similarités avec la
séquence signale tat (Ferrandez et Condemine 2008, Rondelet et Condemine 2012). Ce exempleillustre
I'existence d’un troisieme type de protéines adressées a la ME, ne possédant pas d’acylation N-
terminale comme les lipoprotéines, ni de tonneau-p transmembranaire, comme les OMPs (Rondelet
et Condemine 2012).

Cas des OMPs

Aprés la translocation des précurseurs d’OMPs a travers la Ml par le systeme Sec, ceux-ci sont pris
en charge dans le périplasme par les protéines chaperonnes SurA et Skp qui le délivrent a la machinerie
BAM a la ME (Fig. 10). Le systéme BAM (B-barrel Assembly Machinery) est un complexe de 203 kDa
chargé de faciliter I'insertion et le repliement d’OMPs dans la ME (Ricci et Silhavy 2019). SurA est la
chaperonne majeure dans |'adressage des OMPs a le ME, puisque la délétion de SurA fait chuter la
densité en OMPs de la ME (Sklar et al. 2007), mais pas la délétion de Skp. Cependant, il a été montré
que la chaperonne Skp et la protéase DegP jouent également un rdle dans I'adressage des OMPs.
L'importance de leur role est notamment amplifiée en absence de SurA. Noinaj et ses collaborateurs
proposent que Skp/DegP forment une voie d’adressage paralléle dont I'activation dépend de I'état de
stress de la bactérie (Noinaj et al. 2017). Une fois le complexe chaperonne-précurseur d’OMP arrivé a
la ME, celui-ci est pris en charge par le complexe BAM (Fig. 10). Il est composé d’une protéine-coeur
hautement conservée BamA, et de 4 lipoprotéines additionnelles BamB, C, D, E (Noinaj et al. 2017).
Les premiéres structures de BAM ont été obtenues chez E. coli en 2016 (Gu et al. 2016; Han et al.
2016). Plus récemment, les études de cryo-EM ont fourni la preuve d’une interaction directe entre
BamA et son substrat durant la biogenese de I’'OMP a la ME (Tomasek et al. 2020). BamA et BamD sont
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des protéines essentielles a la viabilité de la bactérie et sont indispensables au fonctionnement de
BAM (Sandoval et al. 2011). Les composants BamC, D et E sont considérés comme des régulateurs
(Kumar et Konovalova 2023) (Fig. 10). BamB est un régulateur de BamA tandis que BamC et E
serviraient de régulateurs de BamD. Il semble donc que chacun des composants BCDE joue un réle
dans I'assemblage de complexes spécifiques. Par exemple, Kumar et ses collaborateurs ont montré
gue BamE assemblait spécifiquement la lipoprotéine RcsF et ses partenaires OMPs lors de la mise en
place de la réponse Rcs (Kumar et Konovalova 2023). La provenance de la source d’énergie nécessaire
au fonctionnement de BAM n’est pas encore déterminée. En effet, le périplasme ne contient pas de
source d’énergie sous forme d’ATP (Noinaj et al. 2017). L’hydrolyse de I’ATP ne serait pas utilisable
comme une source d’énergie au niveau de la ME. Gessmann et ses collaborateurs ont montré que le
complexe BAM agissait lui-méme comme un catalyseur en abaissant I'énergie d’activation nécessaire
a l'insertion de protéines dans la ME imposée par les phospholipides. En conséquence, cela rend
possible I'insertion des OMPs dans la ME malgré I'absence de source d’énergie sous forme d’ATP
(Gessmann et al. 2014).

8) Biogeneése de la ME

La ME est asymétrique. Le feuillet de la ME en contact avec le milieu extérieur est composé de
LPS, alors que le feuillet interne est composé de phospholipides. La biogenése de la ME est un
processus complexe et hautement coordonné prenant place dans le cytoplasme et dans la membrane
cytoplasmique (Lundstedt et al. 2021). La mise en place de la ME nécessite donc le transport et

I'assemblage a travers I’enveloppe bactérienne.

a. Biosynthese et adressage du LPS a la ME

Le LPS (voir sa composition §1.3) est assemblé dans cytoplasme et la face interne de la Ml, avant
d’étre transloqué a la face externe de la Ml, puis d’étre transporté a la ME. Sa synthése par la voie
« Raetz » est en fait un processus complexe coordonné spatialement et temporellement qui a été
extensivement étudiée chez E. coli et Salmonella (Raetz et al. 2009; Sperandeo et al. 2017). Elle est
initiée par I'assemblage du lipide A (Ulaganathan et al. 2007), puis le core-oligosaccharide est ajouté
sur le lipide A par la glycosyltransférase Waa (Fig. 10). Le lipide A + core-oligosaccharide du LPS est
ensuite retourné a la face périplasmique de la Ml par MsbA (Fig. 10). Les unités d’antigenes-O
synthétisées dans le cytoplasme sont assemblées dans le périplasme sur la molécule de lipide A + core-
oligosaccharide par Waal (Ruan et al. 2012). Une fois que le LPS est entierement assemblé, celui-ci
peut étre transporté a la ME. L’adressage du LPS a la ME est effectué par le systeme Lpt, constitué des
protéines LptA, B, C, D E, F et G (Ruiz et al. 2009) (Fig. 10). Le complexe LptB,FG extrait le LPS de la MI.
LptB est une ATPase cytoplasmique et LptFG sont deux protéines transmembranaires (Sperandeo et
al. 2017). Le LPS complet est ensuite transporté a travers le périplasme jusque dans la ME par la
protéine LptA. Le complexe LptD/E de la ME se charge de l'insertion du LPS dans le feuillet externe de
la ME (Fig. 10).
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Des simulations informatiques suggérent qu’une augmentation du ratio phospholipides/LPS
augmente la fluidité de la membrane et donc sa sensibilité aux stress (Shearer et al. 2019). La ME ferait

donc 'objet d’une homéostasie entre la quantité de LPS et de lipides.

b. Adressage des lipides a la ME

Bien que les études scientifiques soient parvenues a déchiffrer le mécanisme d’adressage du LPS
et des lipides a la ME, la chronologie des événements permettant d’assembler une membrane
asymétrique reste un mystére. Deux modeles tentent d’illustrer les scénarii envisageables. Le premier
propose qu’une membrane symeétrique serait initialement assemblée, puis convertie en une
membrane a LPS. Le second modeéle suggére que I'assemblage du feuillet de LPS est coordonné avec
I"'assemblage du feuillet lipidique. Durant les prémices de I’étude du transport des phospholipides chez
les bactéries a Gram-négatif en 1977, Osborn et Jones ont proposé un modele d’échanges de lipides
s’effectuant aux zones de contact étroit entre la ME et la membrane cytoplasmique. Leur expérience
chez S. typhimurium montre I'établissement d’'un mécanisme de transport bidirectionnel des
phospholipides entre les deux membranes. Notamment, I'incorporation de matériel a la ME médiée
par des vésicules de phospholipides, pouvait étre dirigés a la membrane cytoplasmique, modifiés, puis
redirigés a la ME afin d’équilibrer la composition des membranes (Jones et Osborn 1977). Malinverni
et Silhavy ont mis en évidence un systeme de transport ABC de phospholipides appelé Mla servant a
prévenir 'accumulation de phospholipides dans le feuillet externe de la ME (Malinverni et Silhavy
2009). Le role principal de ce systeme est de maintenir I'asymétrie de la ME. Il est composé de 6
protéines MlaA a F une a une située dans chaque compartiment cellulaire. Ce systéme est conservé
chez les bactéries a Gram-négatif, suggérant qu’il joue un réle primordial dans la biogenese de la ME
(Kamischke et al. 2019). Alors que Malinverni et ses collaborateurs proposent un modele de transport
des phospholipides depuis la ME jusqu’a la membrane cytoplasmique, Kamischke et ses collaborateurs
montrent que les phospholipides néosynthétisés s’accumulent a la membrane cytoplasmique dans le
mutant mla d’A. baumanii, ce qui est en faveur d’'un transport des lipides de la membrane interne
jusque dans la ME (Kamischke et al. 2019). Ces deux éléments suggerent donc qu’un transfert bilatéral

est mis en place entre les deux membranes.

Dans le cas d’un transfert de lipides de la ME a la membrane interne, MlaA transférerait un
phospholipide a la protéine périplasmique MlaC. Une approche de pontage aux UVs a révélé que ces
deux protéines interagissaient (Ercan et al. 2019). La résolution de la structure de MlaC par
cristallographie aux rayons-X a montré qu’elle possédait une poche hydrophobe dans laquelle était lié
un phospholipide, avec lequel MIaA interagit avec une grande affinité (Ekiert et al. 2017; Ercan et al.
2019). Le phospholipide est ensuite déchargé au complexe ABC-transporteur MIaFEDB dans la

membrane interne (Thong et al. 2016).

Dans le cas d’un transfert de phospholipides de la membrane interne jusque dans la ME, appelé
transport antérograde, deux modeles ont été proposés. Le premier consiste en le transport passif par
hémifusion, consistant en I'échange de matériel lipidique par des points de contact étroits entre les
deux membranes. La seconde impliquerait des systemes protéiques établissant un pont entre les deux

membranes (qui serait analogue au systéme Lpt) ou I'implication de chaperonnes solubles permettant
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Mitchell et Silhavy 2019.



le passage de lipides d’'une membrane a I'autre (Lundstedt et al. 2021). Un autre modele proposé était
I’établissement d’un flux vésiculaire, mais cette idée a été délaissée du fait que la taille de ces vésicules

ne permettrait pas le passage a travers les pores du PG (Demchick et Koch 1996; Kulp et Kuehn 2010).

Le systéeme Mla serait donc responsable de la réparation des problémes de I'asymétrie des
membranes lors de I'accumulation des phospholipides a la ME ou a la membrane cytoplasmique. Ces
problémes sont concomitants au défaut de synthése du LPS, ou a la déstabilisation du LPS a la suite de

I"utilisation d’un chélateur d’ions bivalents comme I'EDTA (Leive 1965; Sutterlin et al. 2016).

9) Chaperonnes périplasmique et homéostasie du périplasme

Les protéines périplasmiques sont impliquées dans de nombreuses fonctions comme le transport
de molécules, la motilité, la communication entre le milieu extérieur et la cellule. Le périplasme est un
compartiment plus sensible aux variations physico-chimiques que le cytoplasme (Kim et al. 2021). De
fait, le mauvais repliement des protéines y est plus fréquent et un contrdle qualité robuste y est
indispensable. Il est médié par des protéines chaperonnes chargées de reconnaitre, replier, désagréger
ou dégrader les protéines présentant un défaut de repliement afin de veiller a ’homéostasie dans le

périplasme.

Chez E. coli, les protéines cytoplasmiques Hsp (heat shock protein) Hsp70, Hsp40, GroEL/GroES
assistent le repliement correct des protéines nouvellement synthétisées (Saibil 2013). D’autres
chaperonnes sont impliquées dans la réponse spécifique aux stress dans le périplasme. La différence
majeure est que I’ATP, la source d’énergie utilisée par les protéines cytoplasmiques, est absente dans
le périplasme. De plus, les protéines périplasmiques forment des ponts disulfures grace a I'action de
disulfure isomérases périplasmiques comme DsbA et DsbC (Bardwell et al. 1991; Shevchik, Condemine
et al. 1994). La protéine Spy répond aux stress de I'enveloppe, DegP répond aux stress thermiques
HdeA et B répond aux stress acides et UgpB répond aux stress causés par les détergents comme les
sels biliaires (Ades et al. 2003). Les détergents endommagent les membranes et favorisent I'agrégation
de protéines (Urdaneta et Casadesus 2017). La surexpression d’UgpB confere une résistance aux sels
biliaires en prévenant I'agrégation de protéines (Lee et al. 2020). DegP est une protéase/chaperonne
essentielle a la croissance d’E. coli a haute température (Lipinska et al. 1989). DegP est une chaperonne
a basse température, mais devient une peptidase a haute température (heat shock protein) (Spiess et
al. 1999). Chez E. coli, la mutation degP est |éthale a 42°C (Skérko-Glonek et al. 1995). DegP est
hautement conservée chez les bactéries a Gram-négatif (Pallen et Wren 1997) Elle est impliquée dans
la biogenése d’'OMPs partiellement repliées (Krojer et al. 2008) En condition de stress acide, les liaisons
hydrogene et les ponts salins nécessaires au repliement des protéines ne s'établissent pas
correctement. Les chaperonnes HdeA et HdeB sont fonctionnelles a pH 1-3 et pH 4-5 respectivement
(Dahl et al. 2015). Ces protéines sont utilisées lorsque la bactérie traverse un environnement acide
comme I'estomac de I’'héte afin de maintenir I'intégrité des protéines périplasmiques (Mates et al.
2007).
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10) La synthése et I'expression de ces protéines chaperonnes sont régulées par les

systemes de détection de stress

L’homéostasie cellulaire dépend en partie de I'intégrité de I’enveloppe. Les bactéries, et donc en
premier lieu leur enveloppe, sont exposées aux multiples stress environnementaux. Pour faire face aux
dommages causés par ces stress, les bactéries ont développé des systemes spécifiques dédiés a
répondre aux stress de I'enveloppe. Ceux-ci sont généralement activés par 'interaction d’un senseur
et d’un régulateur, initiée par le stress subi par I'’enveloppe bactérienne (Mitchell et Silhavy 2019).
Parmi les stress rencontrés par la cellule, on peut citer par exemple la variation des conditions
environnementales (température, pH, osmolarité, stress oxydant, milieu oligotrophe), ou bien a la
présence de composés toxiques comme les métaux, les antibiotiques, les détergents ou sels biliaires,
mais encore les stress intrinseques comme I'accumulation de métabolites intermédiaires toxiques ou
des especes réactives de I'oxygeéne (Mitchell et Silhavy 2019) (Fig. 1). De plus, les mutations ou les
défauts de traduction qui causent le mauvais assemblage des protéines au sein de la cellule, leur
mauvais repliement (notamment les OMPs) ou une production déséquilibrée de protéines provoquent
également les réactions de stress. Si ces protéines sont adressées a la membrane plasmique, elles sont
susceptibles de modifier sa perméabilité et ainsi nuire a I'établissement d’un gradient de protons,
source d’énergie dans la cellule (Chao et Vogel 2016; Grabowicz et al. 2016). L’apparition de stress
dans le milieu extérieur est généralement soudain, les cellules doivent adopter une réponse rapide

pour maintenir notamment I'intégrité de I'’enveloppe.

a. Laréponse ot

La réponse G concerne principalement les stress de la ME. Le facteur of est lié & une protéine de
la M, le facteur anti-sigma RseA (Fig 11.a.). Cette interaction empéche I'association de of avec I'ARN
polymérase (RNAP) et donc la transcription des génes cibles. Le facteur de stress de I'enveloppe ¢ est
activé par I'accumulation d’OMPs mal repliées dans le périplasme et par la production de formes
altérées de LPS (Lima et al. 2013; Walsh et al. 2003). La protéase DegS se lie aux OMPs de la ME mal
repliées (Fig 11.a.). DegsS clive alors le domaine périplasmique de RseA, ce qui permet a la protéase de
la membrane interne RseP d'effectuer un second clivage de RseA dans le domaine transmembranaire,
libérant of, ce qui lui permet de s'associer a la RNAP et d'activer son régulon (Fig 11.a.). Les génes
transcrits a partir de promoteurs dépendant de of activent les voies de repliement des OMPs et les
facteurs de contréle de la qualité et diminuent la traduction de nouvelles OMPs, comme les
chaperones Skp, SurA, FkpA et DsbC, ainsi que la protéase DegP (Bury-Moné et al. 2009; Rhodius et al.
2005; Sklar et al. 2007; Stull et al. 2018).

b. Laréponse CpxAR (Conjugative plasmid expression)
La réponse Cpx est induite par des signaux comprenant un stress de repliement des protéines de
la membrane interne et des signaux dépendant de la lipoprotéine NIpE. La réponse Cpx est impliquée
dans le maintien de l'intégrité de la paroi bactérienne (Surmann et al. 2016). C'est un systeme a deux

composants constitué du senseur histidine kinase CpxA et d’un régulateur CpxR (Fig. 11.b). La protéine
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périplasmique CpxP inhibe le systeme Cpx chez les cellules dans un état normal, en interagissant avec
le domaine périplasmique du senseur CpxA (Raivio 2014). La surexpression de CpxP diminue I'activité
de la réponse Cpx. La détection des stress induit des modifications structurelles du domaine capteur
de CpxA, ce qui entraine I'autophosphorylation du domaine histidine kinase situé dans le cytoplasme
(Fig. 11.b). CpxA phosphoryle ensuite CpxR, le régulateur de la réponse, en I'activant pour la régulation
transcriptionnelle. L'un des genes activés code pour CpxP, qui inhibe I'activation de CpxA et fonctionne
dans une boucle de rétroaction négative. La réponse Cpx augmente également |'expression des
protéines modifiant le PG, des génes liés a I'efflux et des génes liés a I'noméostasie des métaux et de
I'oxydoréduction. Le systéme Cpx régule notamment I'expression des protéines chaperonnes FkpA et
DegP (Bury-Moné et al. 2009). Surmann et ses collaborateurs ont montré que les protéines impliquées
dans la réticulation du PG la L,D-transpeptidase YcbB (LdtD), D,D-carboxypeptidase DacC (une PBP), les
amidases AmiA et Slt étaient respectivement 4.69, 3.13, 2.9 et 4.21 fois plus exprimées lors de
I'activation du systeme Cpx (Bernal-Cabas et al. 2015; Surmann et al. 2016). Plus frappant encore, la
L,D-transpeptidase YcfS (LdtC) est 28.7 fois plus exprimée lors de la réponse Cpx. Comme la L,D-
transpeptidase YcfS est impliquée dans le couplage de Lpp au PG, le nombre de molécules Lpp
attachées au PG augmente lors de |'activation de la réponse Cpx, ce qui en conséquence, augmente la
stabilité de la paroi (Surmann et al. 2016). Delhaye et ses collaborateurs ont montré que I'activation
aberrante de la réponse Cpx par la mutation de cpxA engendrait des phénotypes cellulaires particuliers
attribués a la surexpression de LdtD, comme des défauts de division cellulaire et une taille irréguliere

des cellules bactériennes (Delhaye et al. 2016; Pogliano et al. 1998).

c. Réponse Rcs (regulator of capsule synthesis)

La réponse Rcs est induite par les défauts de synthese de PG (Laubacher et Ades 2008), les défauts
d’adressage de lipoprotéines (Shiba et al. 2012) et I'altération de I'intégrité du LPS (Konovalova et al.
2016) (Fig. 11.c). RcsF est une lipoprotéine-senseur de 11 kDa insérée a la ME par son extrémité N-
terminale, et dont le domaine C-terminal périplasmique sert a la transduction du signal. RcsF interagit
avec le régulateur IgaA, localisé a la Ml (Fig. 11.c). En condition normale, IgaA réprime I'histidine kinase
RcsC ou la phosphotransférase RcsD, empéchant ainsi la phosphorylation du régulateur RcsB (Fig
11.c.). En présence de signaux de stress, RcsF interagit avec IgaA, levant ainsi l'inhibition de RcsC et
RcsD. ResC s'autophosphoryle et phosphoryle ResD, qui a son tour phosphoryle ResB, I'activant pour la
régulation transcriptionnelle. RcsB, seul ou en tant que dimere avec d'autres régulateurs de réponse
tels que RcsA, régule la transcription du régulon Rcs. Par exemple, I'expression des genes impliqués
dans la production de capsule et la formation de biofilms est augmentée, tandis que I'expression des
régulateurs de la motilité flagellaire est diminuée (Jozwick et al. 2019). Bien que la majorité des
lipoprotéines soient périplasmiques et insérées dans le feuillet interne de la MI, RcsF est en partie
exposée a la surface de la bactérie (Wall et al. 2018). Cela expliquerait comment une lipoprotéine
pouvait détecter l'intégrité du LPS. Des expériences de cross-linking suggerent que RcsF serait

également encastrée dans le lumen d’OMPs (Konovalova et al. 2014).
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Figure 12. A. Structure chimique des B-lactamines. Le cycle B-lactame, en bleu, formé de quatre chainons, mime la
liaison dipeptide D-Ala*-D-Ala® (fleche rouge) du peptide-tige reconnue par les PBPs. Les B-lactames agissent comme des
inhibiteurs compétitifs des PBPs en liant leur sérine catalytique. Le noyau lactame des pénicillines est relié a un cycle
thiazolidine a cing liaisons (péname). La chaine latérale, R, différencie les différentes pénicillines. Chez les
céphalosporines, le noyau lactame est lié a un cycle dihydrothiazine a six liaisons (céphame). Un péneéme est un type de
B-lactame avec un hétérocycle insaturé a cinqg liaisons contenant un atome de soufre fusionné au cycle B-lactame. Les
carbapénémes sont apparentés aux pénemes, mais ont un atome de carbone a la place de I'atome de soufre. Le
doripéneme et le tébipéneme sont des carbapénemes, tandis que le ceftobiprole est une céphalosporine (Chaudhry et
al. 2019). B. Certaines B-lactamines inhibent les L,D-transpeptidases (Ldt) en se liant a leur cystéine catalytique (Edoo et
al. 2017). Lacylation des Ldts est réversible. La ceftriaxone et la céphalotine sont des céphalosporines, tandis que
I'imipeneme est une carbapénéme.



d. Réponse BaeSR (bacterial adaptative response)

Bae est un systéme a deux composants dont BaeS est le senseur et BaeR, le régulateur (Nishino et
al. 2005) (Fig 11.d.). La réponse Bae est induite par I'exposition des bactéries aux molécules toxiques
comme I'éthanol, le zinc et I'indole (Bury-Moné et al. 2009; Wang et Fierke 2013). La réponse est
également activée en condition hyperosmotique (Lin et al. 2014). La détection de stress induit
I"autophosphorylation de BaeS, qui transfére son groupement phosphate a BaeR, et I'active (Fig. 11.d).
BaeSR active I'expression de chaperonnes périplasmiques et de pompes a efflux. Par exemple, la
chaperonne Spy (spheroplast protein Y) de 16 kDa est massivement exprimée en réponse a la
formation de sphéroplastes (Raffa et Raivio 2002) et lors de la disruption de I’enveloppe bactérienne
par 'utilisation d’EDTA (déstabilise le LPS par chélation des cations Mg?*) ou du lysozyme (dégradation
du PG) (Hagenmaier et al. 1997). Des homologues de Spy sont présents chez de nombreuses

protéobactéries et cyanobactéries (Quan et al. 2011).

e. Réponse Psp (phage shock protein)

La réponse Psp est activée lors de dommages importants de la Ml (Fig 11.e.). Le systeme Psp a été
identifié comme une réponse a l'infection d’E. coli par des phages, durant laquelle la protéine de 25
kDa PspA était surexprimée (Brissette et al. 1990). Le promoteur de la transcription PspF est inhibé
dans des conditions non inductrices par une interaction physique avec PspA (Fig. 11.e). Dans des
conditions d'activation, les protéines de la MI PspB et PspC interagissent avec PspA, ce qui libére PspF.
PspF est une protéine qui interagit avec I’ARN polymérase contenant o" (le facteur sigma de régulation
de l'azote), ce qui augmente la transcription des genes psp. En plus de séquestrer PspF, PspA est
retrouvé dans la MI, ou son oligomérisation en 36 sous-unités permettrait de prévenir la fuite de
protons a travers la membrane. Le mutant pspA possede des phénotypes symptomatiques d’une PMF
altérée, comme une translocation de protéines plus lente a travers la Ml, et un taux de survie réduit
en phase stationnaire a pH élevé (Kleerebezem et al. 1996; Weiner et Model 1994). PspA est codée
par I'opéron pspABCDE, dont |'expression est contr6lée par la protéine régulatrice PspF. Les protéines
PspBC forment un complexe a la Ml et forment une cascade de transduction du signal entre la Ml et le
cytoplasme. Plus largement, il détecte des défauts de perméabilité de la Ml (Flores-Kim et Darwin
2016). En effet, I'activation de la réponse Psp résulte de la perte de la force proton motrice (PMF)

associée a I'altération de l'intégrité de la Ml (Brissette et al. 1990).

Les sécrétines sont capables d’induire la réponse Psp car elles forment des pores constitutivement
ouverts, comme les porines (Disconzi et al. 2014). Par exemple, en absence de la pilotine-chaperonne
PulsS, la sécrétine PulD s’assemble dans la MI, causant une fuite de protons induisant la réponse Psp
chez Klebsiella pneumoniae (Guilvout et al. 2006). Zhang et collaborateurs ont toutefois montré que la
surexpression de la protéine d’échafaudage OutB chez un mutant de la pilotine OutS permettait de

diminuer la réponse Psp, malgré la localisation aberrante de la sécrétine a la Ml (Zhang et al. 2022).

21



1 7[ [[ [[
[

T

! I

7

| |

Figure 13. Modeles d’organisation du PG dans les parois bactériennes. A gauche, « en couche, ou
layered » : les chalnes de glycane sont paralléles a la surface de la cellule, au milieu, « en échafaudage,
ou scaffold » : les chaines de glycane sont perpendiculaires a la surface de la cellule, a droite, « en
couches désorganisées ou disorganised layered » : les chaines de glycane sont orientées aléatoirement
les unes par rapport aux autres. Les disaccharides composant la chaine de glycane sont représentés en
vert et les peptides-tiges sont représentés en bleu. D’apres Gan et al. 2008.



Il) Structure du saccule, ou I’architecture du PG

Le PG est le constituant majoritaire de la paroi bactérienne. C'est un polymere de disaccharides
d’acide N-acétylmuramique (MurNac ou NAM) et de N-acétylglucosamine (GlcNac ou NAG), reliés
entre eux par une liaison osidique de type B-1,4. La succession de disaccharides forme des chaines de
glycanes (Vollmer, Blanot, et al. 2008) (Fig. 4). Les MurNac sont reliés a de courts peptides de cinq
acides-aminés (L-Alal, D-Glu?, mDAP3, D-Ala*, D-Ala® chez E. coli) qui sont attachés au groupe D-lactate,
lui-méme attaché en position C3 par une liaison éther. Les peptides-tiges de chaines de glycanes
adjacentes sont attachées entre eux pour créer un réseau de PG en forme de sac entourant la cellule,
appelée saccule. Le saccule est considéré comme un exosquelette qui conféere une forme a la cellule
bactérienne et la protége de la lyse dans un milieu hypertonique. Toutefois, le PG possede une
structure permettant de détendre et d’étirer le PG afin d’assurer la souplesse et I'élasticité de la paroi
bactérienne au cours de la vie de la cellule. Les modélisations moléculaires suggerent que les chaines
de glycanes qui composent le PG sont rigides alors que les peptides-tiges conféreraient la flexibilité de
la structure (de Pedro et Cava 2015). De plus, 'agencement de courtes chaines de glycanes favoriserait
également la flexibilité et une meilleure tolérance a la déformation de la structure du PG. Les
techniques actuelles ne permettent pas de déterminer I'architecture exacte du saccule (Vollmer et
Seligman 2010). Néanmoins, quelques modeles de la structure tridimensionnelle du PG ont été

proposés (Pokhrel et al. 2022; Vollmer et Seligman 2010).

1) Modeles d’organisation du PG, structure tridimensionnelle

Les observations des saccules par cryo-TEM ou par AFM et la mesure de ses parameétres
mécaniques ont permis de proposer trois modeéles d’organisation tridimensionnelle du PG.
Premiérement, le modele le plus accepté par la communauté scientifique est une organisation du PG
« en couches » ou « layered » (Fig. 13). Ce modeéle propose que les chaines de glycanes sont paralléles
a la membrane plasmique. En 2008, Gan et ses collégues ont proposé un modele basé sur des
observations des saccules de C. crescentus en cryo-EM dans lequel les chaines de glycanes seraient
assemblées parallelement a la membrane cytoplasmique (Gan et al. 2008). Les chaines de glycanes
devraient adopter une conformation hélicoidale droite, avec un pas de 3 ou 4 disaccharides par tour
(Gumbart et al. 2014). Dans ce modele, les peptides-tiges pointeraient alternativement dans 3 a 4
directions différentes. La moitié de ceux-ci seraient dans le plan de la chaine de glycanes, tandis que
les autres seraient orthogonaux et disponibles pour la réticulation « en couches » superposées avec
des chaines de glycanes voisines. Le second modeéle est étayé par des simulations informatiques, mais
n'a jamais été vérifié expérimentalement. Deuxiemement, un modéle appelé « échafaudage » ou
« scaffold », propose que les chaines glycanes sont perpendiculaires a la membrane plasmique (Fig.
13). Ce modele est incompatible avec I'épaisseur du PG des bactéries a Gram-négatif (3 a 6 nm),
puisque la taille moyenne des chaines de glycanes est de 21 résidus, soit ~22 nm (Gan et al. 2008).
Enfin, le modeéle alternatif « désorganisé » ou « disorganized » propose que les chaines glycanes
seraient agencées de maniere beaucoup plus hétérogene que les deux modeles précédents.
L’observation du PG d’E. coli par AFM, a montré que les chaines de glycanes d’'un mutant sphérique

mreB sont plus courtes et plus désorganisées (Turner et al. 2018). Chez la souche sauvage en revanche,
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Figure 14. Peptidoglycane de Bacillus subtilis observé en AFM. A. Des structures ‘coiled-coil’ de 50 nm
de largeur formées par des fibres de 25 nm de largeur, sont observables dans le saccule de B. subtilis.
Ces observations ont suggéré que le PG de certaines bactéries a Gram + pouvait posséder une structure
d’ordre supérieur en cables enroulés autour de I'axe long de la bactérie. D’apres Hayhurst et al. 2008.



les chaines de glycanes sont paralleles a la membrane cytoplasmique, plus organisées car alignées les
unes aux autres. Ces observations suggérent que les contraintes qu’exerce la pression osmotique du

cytoplasme sur le PG pourrait étre responsable de sa structure telle qu’observée en microscopie.

Le PG des bactéries a Gram-négatif, mono- ou multicouche ?

Le caractére multicouche du PG des bactéries a Gram-positif est généralement bien admis, en
raison de son épaisseur allant jusqu’a 50 nm (Tableau 1). Cette affirmation est néanmoins moins sire
concernant le PG des bactéries a Gram-négatif n’excédant généralement pas les 6 nm (Tableau 2). Les
observations du PG d’E. coli par SANS ont suggéré que celui-ci était principalement une monocouche
d’une épaisseur de 2.5 nm (Labischinski et al. 1991). Néanmoins, la présence de régions de PG plus
épais 6 nm), représentant 25 % de la surface totale de la bactérie, est compatible avec I'agencement
locale du PG en trois couches. Un argument appuyant cette théorie est que les peptides-tiges de
chaines glycanes peuvent s’associer en trimeres ou en tétrameéres (Fig. 18.B). Gan et ses collaborateurs
sont plus pessimistes vis-a-vis de cette théorie, puisqu’ils ont observé que le PG de Caulobacter
crescentus était d’une épaisseur uniforme (4 nm), ce qui est compatible avec I'hypothese d’une
monocouche de PG. Les auteurs proposent que les observations de Labischinski étaient faussées par
I'agrégation de saccules (Gan et al. 2008). Il est néanmoins tout a fait possible que chaque espéece
bactérienne posséde une architecture ou une épaisseur de PG qui lui est propre (Vollmer, Blanot, et
al. 2008). En effet, I'épaisseur du PG d’E. coli et de P. aeruginosa varie sensiblement (3 a 7 nm, contre
2.5 3 3 nm pour P. aeruginosa), alors méme que la composition chimique de PG est similaire (Quintela

et al. 1995), et qu’elles soient toutes deux des y-protéobactéries.

Les bactéries a Gram-positif possedent-elles un PG « coiled-coil » ?

Chez les bactéries a Gram-positif, la couche d’acides téichoiques apparait lisse et réguliére par
AFM ; elle empéche de visualiser le PG sous-jacent (Andre et al. 2010). C’'est pourquoi seul le PG des
mutants dépourvus d’acides téichoiques peut étre étudié. Ainsi, les observation du PG de B. subtilis
(Hayhurst et al. 2008) et de Lactococcus lactis (Andre et al. 2010) par AFM ont révélé que des chaines
de glycanes étaient organisées en structures particulieres ‘coiled-coil’ (Fig. 14.A). Ces structures
seraient formées par des fibres de 25 nm de largeur qui s’enroulent en cables de 50 nm de largeur
parallelement a I'axe court de la cellule, avec une périodicité de 25 nm. L’enroulement des cables de
PG autour de la circonférence de la cellule serait di au mouvement circonférentiel des filaments MreB
qui guident le mouvement de I'élongasome (Dion et al. 2019; Dominguez-Escobar et al. 2011;
Pasquina-Lemonche et al. 2020). Toutes les bactéries a Gram-positif ne possederaient pas de telles
structures, puisqu’une taille minimale de chaines glycanes est requise pour les former. En effet, les
chaines de glycanes de 6 unités disaccharidiques de S. aureus seraient incompatibles avec cette
structure coiled-coil. Tandis que I’étonnante longueur des chaines de glycanes de B. subtilis (5000

unités disaccharidiques ~5 um) serait compatible avec cet arrangement (Hayhurst et al. 2008).

A l'heure actuelle, les techniques de microscopie ne possédent pas une résolution suffisante pour

observer les chaines de glycanes ou des peptides-tiges. L'observation de cellules vivantes est encore
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Figure 15. Régulation de la synthése de PG. Les premieres étapes de la synthése du PG se déroulent dans le
cytoplasme, et aboutissent a la synthése du lipide Il, ancré dans la face interne de la M. Le lipide Il est ensuite
retourné du coté périplasmique de la Ml par la flipase MurJ. Le lipide Il est ensuite additionné aux chaines de
glycanes du PG existant par des glycosyltransférases. Puis, les chaines de PG sont réticulées par des D,D-
transpeptidases (DD-TPases). D’apres Egan et al. 2020.



limitée a leur surface externe, mais I’AFM permet désormais d’accéder a la structure interne des

saccules isolés (Pasquina-Lemonche et al. 2020).

2) Propriétés mécaniques et topographie du saccule

Les propriétés mécaniques du réseau macromoléculaire que constitue le saccule sont encore mal
comprises. C'est la conséquence de la complexité et la variabilité de sa structure tant au niveau de sa
composition qu’au niveau de son organisation (orientation des chaines de glycane et des peptides-
tiges). Les propriétés mécaniques du PG, telles que son élasticité et sa déformabilité sont influencées

par I'épaisseur de la couche de PG, sa composition, sa densité et son degré de réticulation.

a. Elasticité

Les nouvelles techniques d’analyse ont permis d’étudier le comportement mécanique du PG.
L’AFM (microscopie a force atomique) est une technique qui repose sur la détection d’une surface a
I'aide d’une pointe pyramidale en nitrure de silicium montée sur un levier flexible. La déviation du
levier est mesurée lorsque la pointe parcourt I'échantillon. L'apex de la pointe, d’une taille
nanométrique, permet de déterminer la topographie d’un objet d’une taille aussi petite que 100 nm.
L’analyse de la déviation par laser permet de déterminer le trajet exact de la pointe et de mesurer la
force d’interaction entre la pointe et I’échantillon. Dans le domaine de la microbiologie, cette
technique est utilisée pour déterminer la topologie de la surface bactérienne ou encore pour mesurer
les forces d’adhésions entre la pointe et I'échantillon afin de quantifier I’élasticité de la surface
cellulaire. C'est grace a cette technique que le module d’élasticité du PG (ou module de Young) a pu
étre déterminé. Celui-ci traduit les contraintes mécaniques nécessaires pour étendre la longueur
initiale d’'un matériau a 100 %. Yao et ses collaborateurs ont alors démontré que le module de Young
d’E. coli était de 25 MPa. Lors de son expérience, la bactérie a pu étre étirée de 1,8 sa taille initiale le
long de I'axe longitudinal (Yao et al. 1999). Les auteurs ont également noté que I'élasticité de la

structure variait en fonction du pourcentage d’hydratation du PG.

b. Taille des pores

Le PG est une structure dont la densité est localement interrompue par la présence de pores.
L'alternance de chaines de glycanes et de peptides-tiges confére au PG une structure moléculaire
analogue a celle d’un filet de péche. La taille des pores peut étre déterminée par I'étude de la
diffusibilité des molécules marquées a la fluorescéine a travers de la couche de PG. Pour cela Demchick
et Koch ont utilisé des molécules de dextran de taille variable marquées a la fluorescéine(Demchick et
Koch 1996). Les auteurs ont ainsi pu déterminer que chez E. coli et B. subtilis, a taille des pores était
respectivement de 2,06 et 2,12 nm. Du fait de I'élasticité du PG, il a été supposé que des molécules
d’un poids moléculaire atteignant 22 a 24 kDa pouvaient traverser un PG détendu, alors que des
molécules de poids moléculaire allant jusqu’a 50 kDa pouvaient passer les pores d’un PG étiré (Vollmer,

Blanot, et al. 2008). Une autre étude a montré qu’en conditions de choc osmotique, des molécules de
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Figure 16. Modéles temporels et spatiaux de l'organisation des complexes de synthése du PG. A. Chez
les bacilles, le PG latéral est synthétisé par des complexes de synthese appelés élongasomes (cercles
verts) associés aux filaments de |'actine MreB (ligne verte en pointillés). La formation de I'anneau FtsZ
(avec d'autres protéines de division cellulaire précoce, ligne bleue en pointillés) redirige les complexes
d'élongation vers le milieu de la cellule, ce qui entraine une élongation préseptale au milieu de la
cellule. La constriction commence une fois que les complexes d'élongation ont été remplacés par les
complexes de synthése spécifiques de la division cellulaire (cercles bleus), appelés divisomes associés
a FtsZ. B. Composition de I'élongasome, du divisome et du complexe intermédiaire pour les différents
modes de croissance. D’apres Vollmer et al. 2008. C. Chez les bactéries ovoides comme, Streptococcus
pneumoniae, I'élongasome et le divisome sont situés sur le plan médian de la cellule et fonctionnent
simultanément des le début du cycle cellulaire. D’apres Trouve et al. 2021.



100 kDa pouvaient traverser le PG d’E. coli (Vazquez-Laslop et al. 2001), ce qui correspondrait a une
taille de pore de 3,1 nm (Vollmer et Holtje 2004). Plus récemment, des pores encore plus grands de 13
nm de diametre ont été détectés par AFM aux poéles de la bactérie a Gram-négatif Pseudomonas
aeruginosa. Cette taille de pore serait compatible avec les événements de remodelage local que subit
le PG afin de laisser passer des systémes multiprotéiques comme les systémes de sécrétion ou les pili.
La visualisation de la structure du PG de B. subtilis et de S. aureus par AFM a récemment permis
d’identifier des pores dont le diamétre mesure jusqu’a 60 nm (Pasquina-Lemonche et al. 2020). Cette
méme étude montre que la zone correspondant a la face interne du PG est plus dense que la face
externe du PG, ce qui provoque une diminution du diameétre du pore a mesure qu’il progresse dans la
face interne. De plus, la répartition des pores n’est pas homogéene a la surface de la cellule. En effet, le
PG septal est plus dense que le PG latéral (Pasquina-Lemonche et al. 2020). Cela se visualise par une
démarcation franche au niveau du PG septal, témoignant de la densification des meches de PG. Ces
meches denses et circulaires correspondent au PG naissant au septum. En conséquence, la
densification du PG diminue visiblement le nombre de pores a la surface de celui-ci. Les contraintes
importantes que subit le PG en raison de la courbure prise localement par les chaines de glycanes
pourraient expliquer la nécessité de densifier et de renforcer le PG dans cette zone spécifique afin

d’éviter la lyse de la cellule.

3) Synthese du PG

La synthése et I'assemblage du PG est un processus complexe qui implique 11 enzymes. Les
premieres étapes de ce processus se déroulent dans le cytoplasme (Fig. 15). Elles aboutissent a la
synthése d’un précurseur de PG : le disaccharide GlcNac-MurNac-pentapeptide appelé lipide Il. Apres
sa synthese dans le cytoplasme, le lipide Il est transloqué a travers la Ml dans le périplasme, ou il est
assemblé au PG existant, permettant |’élongation de la paroi bactérienne. Le mécanisme de synthese
du PG est partagé par les bactéries a Gram-négatif et les bactéries a Gram-positif. La majorité des
enzymes essentielles a la synthése du PG sont connues depuis longtemps, mais la compréhension de

la complexité des mécanismes moléculaire sous-jacents reste encore limitée (Egan et al. 2020).

a. Premiére étape : Synthése du lipide Il

La premiére étape consiste en la synthése d’UDP-MurNac dans le cytoplasme a partir d’un
précurseur d’UDP-GlcNac par I'action des enzymes MurA et MurB (Fig. 15). Les trois premiers acides
aminés composant le peptide-tige (L-Ala?, D-Glu?, mDAP3) sont ensuite additionnés au groupement D-
lactate en C3 du MurNac par les ligases MurC, MurD et MurE (Fig. 15). Le dipeptide D-Ala, D-Ala est
synthétisé par la D-alanine-D-alanine ligase (Ddl), puis additionné au tripeptide existant par la
ligase MurF pour former un pentapeptide (L-Ala?, D-Glu?, mDAP3, D-Ala*, D-Ala®) (Fig. 15). L’étape
suivante consiste en la formation du lipide | : le MurNac-pentapeptide-tige est transféré par MraY a
sur un lipide de 55 carbones (undécaprényl-phosphate) ancré a la Ml. Le lipide Il est ensuite formé par
la transférase MurG, qui réalise I'addition du GlcNac au lipide I, pour former un GlcNac-MurNac-

pentapeptide ancré a la membrane par le lipide undécaprényl-phosphate (Fig. 15). Finalement, le lipide
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Il est retourné par la flippase MurJ et FtsW de I'autre c6té de la MI, dans le périplasme (Gram-négatif)
ou le milieu extérieur (Gram-positif). Ici, le lipide Il est pris en charge par des transglycosylases chargées
d’incorporer le disaccharide-pentapeptide a la chaine de glycanes existant par transglycosylation (Fig.
15). Présent en faible nombre de copies par cellules, le lipide undécaprényl-phosphate est ensuite
recyclé par la phosphatase BacA et retourné dans la face cytosolique de la membrane afin de reprendre

le cycle de synthese.

b. Les complexes protéiques impliqués dans la synthése du PG et la division
bactérienne : I’élongasome et le divisome

L’élongasome et le divisome sont les complexes protéiques responsables de la synthese de PG
pendant I’élongation et la division cellulaire respectivement (Szwedziak et Loéwe 2013) (Fig. 16). Chez
les bacilles, ces systémes n’occupent pas spatialement la méme région que le divisome, et leurs
fonctionnements sont temporellement distincts. En effet, le divisome est présent au niveau du site de
division (Fig. 16). Il est responsable de la constriction de la ME et de la MlI, et de la synthése du PG lors
de la division cellulaire. Son action permet la mise en place de deux nouveaux poéles cellulaires.
L’élongasome est présent a plusieurs endroits de la cellule le long des filaments de MreB (Fig. 16). Chez
les bactéries sphériques en revanche, I'élongation et la division cellulaire ont lieu dans région
restreinte en forme d’anneau au milieu de la cellule (Trouve et al. 2021). La dynamique de la
machinerie de division/insertion de PG est différente de celle des bactéries en forme de bacille. En
effet, la synthese du PG septal est initiée dés le début du cycle cellulaire par le divisome et que le PG
latéral est constamment remodelé le long du cycle cellulaire, de sorte qu’il soit constitué d’'une
alternance de PG septal synthétisé par le divisome et de PG latéral synthétisé par I'élongasome (Trouve
et al. 2021). Ainsi, chez les bactéries sphériques, le fonctionnement de I'élongasome et du divisome

n’est ni spatialement, ni temporellement distinct (Trouve et al. 2021) (Fig. 16).

Le divisome et I'élongasome partagent une plateforme protéique similaire composée des
protéines SEDS (shape, elongation, division and sporulation) interagissant avec le complexe de
synthése du lipide Il (Szwedziak et Lowe 2013). Les bacilles modeéles E. coli et B. subtilis, possedent tous
les deux les protéines SEDS RodA et FtsW, essentielles pour la croissance du saccule durant I’élongation
et la division (Fig. 16). Toutefois, les protéines composant le divisome et I'élongasome ne sont pas
exactement les mémes. Par exemple, le divisome est composé des PBP1lb et PBP3, alors que
I’élongasome est composé de PBP1A et PBP2 (Fig. 16). De plus, une des différences majeures entre les
deux systémes réside dans la nature des structures associées a la membrane cytoplasmique : MreB,
homologue bactérien de l'actine pour I'élongasome, et FtsZ, homologue de la tubuline pour le
divisome (Barton, et al. 2021; Margolin 2005) (Fig. 16). Chez la majorité des bactéries a Gram-négatif
et a Gram-positif, les complexes d’élongasome sont situés le long du PG latéral, ce qui permet
I'insertion simultanée de PG a différents sites du PG. En revanche, chez les Mycobactéries,
I’élongasome, comme le divisome, est situé aux pdles de la bactérie (Kieser et Rubin 2014). Par ailleurs,
les mycobactéries ont une division asymétrique, tandis que les bactéries a Gram-négatif et a Gram-

positif ont une division symétrique. En conséquence, les cellules filles issues d’une Mycobactérie ne
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posseédent pas exactement la méme composition en couplages 3-=>3 et 4->3 apres division (Kieser et
Rubin 2014).

c. Chez les bactéries a Gram-négatif, la synthese de la paroi n’est pas indispensable
a I'expansion de la surface bactérienne.

La croissance de I'enveloppe bactérienne est généralement attribuée a I'insertion de PG a la paroi
durant la phase de croissance, du fait de la capacité PG a supporter des contraintes mécaniques.
Cependant, Oldewurtel et ses collegues ont montré que la croissance de I'enveloppe est indépendante
de linsertion du PG dans la paroi bactérienne (Oldewurtel et al. 2023). Pour cela, les chercheurs ont
utilisé la D-cyclosérine, un homologue de la D-Alanine, interférant avec la conversion enzymatique de
la L-alanine en D-alanine. La D-cyclosérine empéche, de fait, la formation du peptide-tige, et donc, la
synthése du PG. Les résultats montrent que I'enveloppe des cellules continue de croitre a un rythme
normal corrélé a la biomasse disponible pour la croissance bactérienne, et ce, malgré 'arrét total de
I'insertion du PG dans la paroi. L'absence de paroi méne cependant a la lyse de la cellule. De plus, les
auteurs montrent que l'action de la D,D-endopeptidase MepS accélére I'élongation de I'enveloppe
bactérienne. Ces résultats montrent que les forces exercées sur I'enveloppe peuvent guider

I’expansion cellulaire.

4) Méthodes d’analyse de la composition du PG

Les techniques d’analyse du PG en spectrométrie de masse permettent de déterminer la
composition moléculaire du PG et son degré de réticulation, la longueur des chaines de glycanes, ainsi
que la composition des peptides-tiges (Schaub et al. 2016). La technique d’identification des
muropeptides par spectrométrie de masse, développée par Glauner en 1988, est encore aujourd’hui
largement utilisée pour déterminer la composition du PG d’une espece bactérienne (Glauner 1988). La
premiere étape consiste en la purification des saccules de PG a partir de cellules bactériennes. Tout
d’abord, les membranes et les protéines sont solubilisées par ébullition dans du SDS, puis les protéines
contaminantes et le SDS sont éliminés par des lavages successifs. S’en suit |la digestion des saccules par
des muramidases digérant le PG en unités appelées muropeptides. Ces derniers sont séparés par HPLC
en phase inverse, puis analysés par spectrométrie de masse MALDI-TOF ou par spectrométrie de masse
en tandem (Bern et al. 2017). Bien que fonctionnelle, cette méthode posséde quelques inconvénients
majeurs. L'identification et I'assignement des ions produits de MS a la structure du muropeptide
correspondant est manuelle et, par conséquent, subjective et coliteuse en temps. L’analyse manuelle
nécessite d’une part I'intervention de personnel qualifiée, et d’autre part, elle peut étre biaisée par la
détection préférentielle de composés connus, identifiés précédemment et/ou majoritaires, au
détriment d’éventuels nouveaux composants minoritaires. En conséquence, cela limite I'appréciation
de la diversité du PG (Anderson et al. 2020). Plus récemment, certains groupes de recherche ont
automatisé l'identification des ions produits par MS a haute résolution grace a l'utilisation de logiciels
d’extraction d’éléments capables de prendre en charge des données complexes (par exemple le

programme Byonic, un logiciel d’identification de peptides (Bern et al. 2012; van der Aart et al. 2018;
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Anderson et al. 2020; Bern et al. 2017; Patel et al. 2021). Ces approches, qualifiées de
« peptidoglycomics », permettent I'analyse haut-débit et automatisée (a I'exception de la
détermination manuelle des couplages 3->3 et 4->3) de la composition du PG par MS/MS. Plus précise,
cette approche permet la comparaison fine de la composition du PG in vivo. A titre d’exemple,
I'utilisation de matériel approprié (une séparation nano-LC combinée a un spectrométre de haute
précision) permet I'analyse en moins d’une heure de quantité de PG issu d’un faible nombre de cellules
(10* cellules) (Bern et al. 2017). Cette nouvelle approche a permis d’étendre la connaissance de la
diversité de composition du PG chez les bactéries a Gram-positif Enterococcus faecalis, Clostridium
difficile (Bern et al. 2017), chez les Mycobactéries (Rimal et al. 2022). Elle a également révélé des
modifications du peptide-tige jamais encore détectées par les études antérieures chez la bactérie a
Gram-négatif Pseudomonas aeruginosa (Anderson et al. 2020) avec notamment la découverte de
peptides-tige ayant une composition non-canonique, possédant par exemple des arginines, glycines et

sérines en 4° et 5° position du peptide-tige (Anderson et al. 2020).

5) Diversité des chaines de glycanes

a. Longueur des chaines de glycanes

Les chafnes de glycanes sont constituées d’une répétition stricte de disaccharides GlcNac-MurNac
(Vollmer, Blanot, et al. 2008). Elles sont reliées entre elles par des ponts interpeptidiques covalents,
qui assurent ensemble la cohésion des chaines de glycanes en une structure d’ordre supérieur appelée
saccule. Ce chapitre expose la structure et la composition de la chaine de glycane, ainsi que ses
variations connues. On estime qu’Escherichia coli posséde 3,5 x 10° muropeptides (unité
disaccharidique peptide-tige) par cellule (Wientjes et al. 1991). Un disaccharide mesure environ 1.03
nm (Carlstrom 1957). Les premiers concepts de la paroi en 1960 proposaient que des chaines de
glycanes, composées d’une répétition infinie de disaccharides, s’étendaient tout le long de la cellule
(Rogers 1970). Or, les méthodes actuelles permettre d’isoler les chaines de glycanes par digestion du
PG par des amidases qui libérent le peptide-tige de la chaine de glycane. La chaine de glycane est
ensuite séparée en fonction de son poids moléculaire par chromatographie échangeuse de cation, puis
par chromatographie d’exclusion. L’analyse conséquente des chaines de glycanes par HPLC-MS montre
gue non seulement celles-ci sont de longueur finie, mais qu’en plus, leur longueur est variable selon
les especes bactériennes. Chez les bactéries a Gram-positif, une grande variabilité de la taille des
chafnes de glycanes peut étre observée. L'étude par HPLC chez S. pneumoniae et chez S. aureus, révele
une longueur moyenne des chaines de glycanes de 50 et 6 unités disaccharidiques respectivement
(Turner et al. 2010). L’étude du PG de Bacillus subtilis par HPLC-MS a mis en évidence la présence de
chafnes de glycanes composées de 500 unités disaccharidiques (Hayhurst et al. 2008). L'étude du PG
par AFM a quant a elle mesuré des chaines de glycanes composées de 5000 unités disaccharidiques.
Ce qui correspondrait a une chaine mesurant jusqu’a 5 um de longueur, soit une longueur supérieure
a la cellule elle-méme (Hayhurst et al. 2008). Cette différence de résultats pourrait s’expliquer par la
technique employée : les méthodes de séparation par HPLC limitent généralement I'identification de
longs polyméres de disaccharides (Harz, Burgdorf, et HOltje 1990). Les mémes auteurs ont montré que

69.3 % des chaines de glycanes d’E. coli possédaient entre 1 et 30 unités disaccharidiques, tandis que
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30.7 % des chaines étaient constituées de plus de 30 unités disaccharidiques. Plus précisément, la
plupart des glycanes appartenant aux 69.7 % possédaient 5 a 10 unités disaccharidiques. La longueur
moyenne des chaines de glycanes serait donc de 21 unités disaccharidiques. Remis en perspectives des
dimensions du saccule d'E. coli (0,6 um de largeur et 1,5 um de longueur), cela signifie que les brins de
glycanes les plus courts ne représentent que 1/300° de la périphérie le long de I'axe court d’E. coli (Harz
et al. 1990). Plus récemment, il a été révélé par AFM combinée a la chromatographie d’exclusion, que

les chaines de glycanes d’E. coli pouvaient mesurer jusqu’a 200 nm (Turner et al. 2018).

b. Modifications des saccharides de la chaine de glycanes

Les saccharides de la chaine de glycanes subissent une maturation chimique facultative au cours
de la vie de la bactérie. Les impliquent majoritairement le C1, C2 et C6 des GlcNac et des MurNac et
consistent en I'ajout ou la suppression d’un groupe fonctionnel, comme des groupements acétyl, mais
également des polymeéres comme les acides téichoiques (Fig. 17). Chez les bactéries a Gram-positif
notamment, des polymeres de surface constituant la paroi, comme les acides téichoiques, sont greffés
sur les chaines de glycanes. Les modifications peuvent survenir durant les étapes de synthése du
précurseur de muropeptide (lipide 1) dans le cytoplasme, ou apres polymérisation du précurseur a la
chaine de glycane dans le périplasme (Vollmer, Blanot, et al. 2008). La maturation des saccharides
influence et module I'affinité et la reconnaissance des chaines de glycanes par les enzymes de
modification, comme les muramidases (Vollmer, Joris, et al. 2008) ou encore la sensibilité du PG aux
enzymes lytiques comme le lysozyme (Amano et al. 1977) et les autolysines (Bonnet et al. 2017). Cette
maturation post-synthése du PG impacte donc la virulence de la bactérie car elle lui permet de résister

plus efficacement au systeme immunitaire de I’hote.

1,6-anhydroMurNac (anhMurNAc)

Les chaines de glycanes des bactéries a Gram-négatif se terminent généralement par un résidu
non-réducteur particulier, appelé 1,6-anhMurNac (Fig. 17). C'est un dérivé de MurNac dans lequel le
C1 et le C6 sont reliés par une liaison éther (Harz et al. 1990; Quintela et al. 1995; Vollmer et Bertsche
2008). Du c6té des bactéries a Gram-positif, S. aureus ne posséde pas cette modification, tandis que
B. subtilis en possede une faible quantité (0.4 % du PG total) (Atrih et al. 1996).

N-désacétylation

Cette modification consiste en la désacétylation de I'amine en C2 des résidus GlcNac et MurNac
du PG (Fig. 17). L'identification de sucres GlcNac non-acétylés a eu lieu en 1971 chez Bacillus cereus
(Araki et al. 1971), puis plus tard, en 1984 pour le MurNac chez Bacillus anthracis (Zipperle et al. 1984).
Le pourcentage de modification du PG varie fortement entre les espéces. Chez B. anthracis, 88 % des
GlcNac et 34 % des MurNac sont N-désacétylés, tandis que 40 a 80 % des GlcNac et 10 % des MurNac
sont N-désacétylés chez S. pneumoniae (Ohno et al. 1982; Zipperle et al. 1984). Cette modification est

opérée par des N-désacétylases comme PgdA chez S. pneumoniae ou encore PdaA chez B. subtilis. Ces
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enzymes ont fait I'objet d’études structure-fonction approfondies du fait de leur importance dans
I'apparition de formes de bactéries résistantes aux muramidases (Blair et al. 2005; Fukushima et al.
2005; Taylor et al. 2006). En effet, la N-désacétylation des chaines de glycanes rend le PG insensible a
I’hydrolyse par le lysozyme car les groupements acétyles sont indispensables a la reconnaissance du
PG par I'enzyme (Blake et al. 1965; Vocadlo et al. 2001). De fait, les modifications de la chaine de
glycane affectent la virulence d’un pathogene en empéchant I'action du systeme immunitaire. Chez le
S. pneumoniae, PgdA chargée de la N-désacétylation du PG in vivo, contribue a la virulence de la
bactérie en la protégeant contre I'action du lysozyme sécrété par I’hote (Vollmer et Tomasz 2000). Ces
observations sont corroborées par I'étude effectuée chez Listeria monocytogenes, dont le mutant
pgdA présente une sensibilité accrue au lysozyme (Boneca et al. 2007). Amano et ses collaborateurs
ont montré que la N-acétylation du PG in vitro par I'anhydride acétique restaurait la capacité de

dégradation du PG par le lysozyme.

Outre la protection du PG contre les enzymes lytiques du systéme immunitaire de I'héte, la
modification du PG peut le protéger contre les hydrolases bactériennes, appelées autolysines (Amano
et al. 1977; Vollmer 2008; Vollmer, Joris, et al. 2008). Ces enzymes sont chargées de cliver les diverses
liaisons existantes au sein du PG, dans les chaines de glycanes comme dans les peptides-tiges. Il existe
plusieurs classes d’autolysines de spécificités enzymatiques variées ciblant I'entiere diversité des
liaisons au sein du PG (Mueller et Levin 2020). Les autolysines spécifiques des chaines de glycanes sont
appelées muramidases ou glucosaminidases. Le degré d’acétylation du PG influe sur leur affinité au
substrat. De plus, la O-acétylation du MurNac médiée par Adr (attenuator of drug resistance)
(Criséstomo et al. 2006) protége le PG septal lors de la division cellulaire contre I'action de I'autolysine
LytA (Bonnet et al. 2017). Récemment, il a été montré que la N-désacétylation du GlcNac permettait
la localisation correcte du Systéme de sécrétion de type IV Dot/lcm chez L. pneumophila (Boamah et
al. 2023), ce qui suggere que ces modifications pourraient jouer un réle encore sous-estimé dans la

diversité des processus physiologiques de la bactérie.

O-acétylation

L'O-acétylation consiste en |'acétylation de I’alcool primaire en C6 des GlcNac et MurNac (Fig. 17).
Cette modification est largement répandue chez les bactéries a Gram-positif, et également présente
chez quelques bactéries a Gram-négatif comme Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, H.
pylori, Proteus mirabilis. La O-acétylation differe significativement de la N-acétylation dans la mesure
ou la liaison ester du groupement acétate lié en O est plus faible que la liaison amide de I'acétate lié
en N (Vollmer 2008). De fait, les groupements acétyles liés en C6-OH sont tres souvent perdus en
conditions acides. C'est notamment le cas lors du traitement des fragments de PG pour analyse en
HPLC (Vollmer 2008). Pour cette raison, les modifications O-acétylées ne sont pas observables dans les
conditions classiques d’analyse de muropeptides, mais doivent suivre un protocole spécial pour
préserver ces groupements facilement éliminables (Bera et al. 2006). La O-acétylation a été mise en
évidence sur les résidus MurNac et GlcNac chez Lactobacillus plantarum (Bernard et al. 2011). La
proportion de résidus O-acétylés varie en fonction des espéces bactériennes et les conditions de

culture. lls représentent 24.7 % des résidus de PG chez Bacillus cereus, contre 69.4 % chez Bacillus
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megaterium (Weadge et Clarke 2007). Chez E. faecium, la proportion de résidus O-acétylés est de 46.3
% en milieu de phase exponentielle, contre 57.1 % en phase stationnaire (Pfeffer et al. 2006). Cette
modification est effectuée par des acétyltransférases membranaires telles qu’OatA (O-acétyle
transférase) et Adr. L'inactivation des génes oatA et adr résulte en la perte de la O-acétylation du PG
chez S. aureus et S. pneumoniae respectivement (Bera et al. 2006; Criséstomo et al. 2006). Elle se
déroulerait dans le périplasme aprées la polymérisation du lipide Il au PG et avant la transpeptidation

des peptides-tiges (Vollmer, Blanot, et al. 2008).

Tout comme la N-désacétylation, I’O-acétylation confére aux bactéries une résistance a I'action
lytique des autolysines et du lysozyme. Chez S. aureus, la O-acétylation du PG ainsi que les acides
téichoiques et le haut degré de réticulation des peptides-tiges contribuent a la résistance contre
I'activité hydrolytique du lysozyme et a la virulence de la bactérie (Bera et al. 2006). A la différence de
la N-désacétylation, I'O-acétylation est fonctionnellement reliée a la réticulation du PG. En effet, le
traitement de cellules a la pénicilline (inhibant les PBPs) réduit significativement le taux de O-
acétylation chez N. gonorrhoeae, S. aureus et P. mirabilis (Dougherty 1985; Sidow et al. 1990). Par
ailleurs, d’autres expériences ont montré que l'inhibition de PBP2 méne a des résultats similaires
(Dougherty 1983). Le modele proposé par Bonnet et ses colléegues suggérent que I'O-acétylation par
OatA ou Adr de la chaine de glycane préalablement a la transpeptidation est essentielle a la
structuration du PG. A titre d’illustration, le mutant adr est plus sensible au clivage du peptide-tige par
I'autolysine LytA (Bonnet et al. 2017). D’apres leur modéle, I'action en concert de I’'O-acétylation et de
la transpeptidation permettraient la formation d’'un PG robuste capable de résister a I'action LytA.
Ainsi, les cellules délétées du gene adr présentent des défauts de la structure de la paroi cellulaire. De
plus, ces mutants comportent des anomalies dans le processus de septation, qui sont corrélées a une
localisation aberrante de FtsZ (analogue de la tubuline qui forme I'anneau contractile au site de
division) (Bonnet et al. 2017). Par ailleurs, une étude récente a mis en évidence la différence de
composition du PG en fonction de son état de maturation ou de son age. En effet, la région latérale
vieillissante du PG est enrichie en N-désacétylation chez M. smegmatis et appauvrie en O-
acétylation/N-glycolylation par rapport aux régions aux péles néosynthétisées (Rimal et al. 2022). Ce
qui suggere que les N-désacétylations et O-acétylations, modifications apportées aprées la synthése du

PG, pourraient étre des marqueurs régulant la maturation de la paroi bactérienne.

d-lactame muramique

La formation du d-lactame muramique est une modification spécifique des glycanes des bactéries
sporulantes (Vollmer 2008) (Fig. 17). La sporulation se produit pour quelques cellules au sein d'une
population bactérienne sous |'effet de carences nutritives stoppant tout métabolisme (dormance) ;
elle débute a un pole de la cellule par une invagination de la membrane cytoplasmique formant un
septum séparant une partie du chromosome du reste de la cellule. La pré-spore s'entoure ensuite de
différentes couches concentriques, le cortex et les enveloppes (Popham et Bernhards 2015). Les
bactéries sporulantes sont pour la plupart des bactéries a Gram-positif comme B. anthracis, a
I’exception de la bactérie Sporomusa ovata qui est une Négativicute (Poehlein et al. 2013). Les especes

du genre Bacillus ou Clostridium sporogenes possedent une modification du MurNac caractérisée par
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la formation d’une liaison amide intramoléculaire entre le groupe carboxyle du goupe lactyle en
position C3 et le groupe amine en position C2. Chez B. subtilis, ces résidus sont distribués
régulierement tous les deux résidus de MurNac. En conséquence, 50 % de MurNac sont modifiés dans
toute la cellule (Atrih et al. 1996; Popham et al. 1996; Wickus et al. 1972) tandis que chez Micrococcus
lysodeikticus, ces modifications correspondent a 3-4 % des MurNac totaux (Hoshino et al. 1972). La
formation de ce type de modification nécessite premiérement, que le groupe lactyl du MurNac soit
dépourvu de peptide-tige, deuxiemement, que le MurNac soit désacétylé (Fukushima et al. 2002). Chez
B. subtilis, les enzymes CwID et PdaA réalisent respectivement le clivage du peptide-tige et la
désacétylation du MurNac (Sekiguchi et al. 1995). Le mutant de ces deux enzymes peut produire des
spores intactes, mais incapables de germer en cellules viables (Popham et al. 1996). Les modifications
O-lactames ne sont pas nécessaires pour la sporulation, mais servent de marqueurs voués a la
reconnaissance du PG par des hydrolases spécifiques dégradant le cortex avant la germination de la

spore.

N-glycolylation

La N-glycolylation en C2 du MurNac a été décrite pour la premiere fois chez M. smegmatis (Adam
et al. 1969) (Fig. 17). La présence d’acide N-glycolylmuramique est une caractéristique propre aux
bactéries possédant des acides mycoliques comme les Mycobactéries, a I'exception du genre
Corynebacterium qui possede des MurNac classiques (Azuma et al. 1970; Sutcliffe 1998). L’acide N-
glycolylmuramique est, de fait, utilisé comme marqueur taxonomique pour l'identification et la
classification des bactéries du genre apparenté aux Actinomycetales (Uchida et Aida 1979).
Contrairement aux modifications décrites précédemment, la N-glycolylation s’effectue dans le
cytoplasme. Elle est introduite au niveau du lipide |, le précurseur cytoplasmique UDP-MurNac-

pentapeptide, et non sur une chaine de glycane périplasmique polymérisée.

Attachement de polymeres anioniques de surface

Les polymeéres anioniques sont des macromolécules chargées négativement constituant la paroi
bactérienne, tels que les acides téichoiques, les polysaccharides capsulaires et les arabinogalactanes.
lls sont attachés de maniére covalente aux chaines de glycanes par le C6 des résidus GlcNac ou MurNac
(Fig. 17). Dans le cas du MurNac, un groupement phosphate est attaché en C6 (MurNac-6-phosphate),
puis surmonté d’une unité-linker - de structure et composition inconnue - destinée a porter la protéine
de surface. Ce résidu particulier de PG a été identifié pour la premiere fois en 1967 chez les bactéries
a Gram-positif Dipiococcus pneumoniae, Streptococcus, S. aureus, Mycobacterium butyricum,
Micrococcus leisodeikticus, mais pas chez les bactéries a Gram-négatif E. coli et Moraxella catarrhalis
(anciennement Neisseria catarrhalis) (Liu et Gotschlich 1967). Plus tard, un GlcNac portant des
polyméres anioniques a été identifié par Deng et ses collaborateurs chez les Streptocoques de groupe
B (comme Streptococcus agalactiae) (Deng et al. 2000). La structure du GlcNac modifié varie
substantiellement : il s’agit d’'un GlcNac dont le C6 est directement relié a I'unité-linker, surmonté d’un

groupement diphosphate rattaché au polymere de surface (Vollmer 2008).
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6) Diversité des peptides-tiges

Les peptides-tiges sont des peptides de cing acides-aminés rattachés au groupement D-lactate en
C3 du MurNac par une liaison amide (Vollmer et Bertsche 2008). |Is permettent la cohésion des chaines
de glycanes entre elles, puisque deux peptides-tiges adjacents peuvent se coupler de maniére
covalente (mécanisme enzymatique décrit plus loin). L’analyse par HPLC du PG des bactéries a Gram-
négatif Aeromonas sp., Acinetobacter acetoaceticus, Agrobacterium tumefaciens, Enterobacter
cloacae, Proteus morganii, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, Vibrio parahaemolyticus,
Yersinia enterocolitica et Escherichia coli a montré que la composition du peptide-tige était similaire
chez toutes ces bactéries L-Ala?, D-iGlu?, mDAP?, D-Ala* D-Ala® (Quintela et al. 1995). Plus récemment,
la composition du PG de P. aeruginosa a été confirmée par rpHPLC-MS (Hugonneau-Beaufet et al.

2023). Cela laisse penser que le peptide-tige est bien conservé chez les bactéries a Gram-négatif.

En revanche, I'analyse du peptide-tige chez des bactéries a Gram-positif montre des variations
sensibles de sa composition. Le peptide tige est composé de L-Ala?, D-iGlu?, L-Lys?, D-Ala*, D-Ala® chez
S. aureus, mais chez certaines autres bactéries 8 Gram-positif, D-iGlu? est amidé en D-iGIn2. La plupart
de ces acides aminés du peptide-tige sont reliés entre eux par une liaison peptidique entre la fonction
carboxyle de résidu n et la fonction amine portée par le carbone alpha de résidu n+1. La seule
exception est le2™ résidu D-iGlu pour lequel c’est la fonction carboxyle du carbone & -et non a- de la

chaine latérale qui est impliquée dans la liaison.

L'utilisation de techniques d’analyse du PG automatisées et plus sensibles a permis de mettre en
évidence la grande diversité de la composition du peptide-tige, tant au niveau interspécifique qu’au
niveau intraspécifique. Bien que les techniques basées sur I'analyse manuelle du PG restent robustes
pour déterminer la composition majoritaire du peptide-tige, ces approches montrent bien que le
peptide-tige n’a pas une composition unique. La variation de la composition du peptide-tige peut étre
liée d’une part a la spécificité des ligases Mur responsable de leur synthese (Barreteau et al. 2008), et
d’autre part, a sa modification tout au long du cycle cellulaire par I'action de carboxypeptidases ou
d’endopeptidases qui éliminent les résidus du peptide-tige en position 4 ou 5. Les acides-aminés en
position 4 ou 5 peuvent étre échangés par des résidus glycine, D-tryptophane, D-méthionine ou encore
D-aspartate par une réaction réalisée par des L,D-transpeptidases (Caparrds et al. 1992; Dramsi et al.
2008; Glauner 1988). Il a également été montré que les L,D-transpeptidases étaient capables
d’incorporer des acides aminés non canoniques dans le PG. Cette propriété a été utilisée pour
visualiser I'action de ces enzymes grace a des acides-aminés fluorescents dans le PG (Pidgeon et al.
2019).

a. Diversité interspécifique
En premiére position du peptide-tige, la L-alanine (L-Ala) est retrouvée chez la plupart des espéces
bactériennes, y compris les bactéries archétypales E. coli ou B. subtilis. || peut cependant étre substitué
par d’autres résidus : une glycine chez Mycobacterium leprae et Brevibacterium imperiale ou par une
L-serine chez Butyribacterium rettgeri (Vollmer, Blanot, et al. 2008). En deuxiéme position, le D-

isoglutamate (D-iGlu) présente chez bactéries a Gram-négatif, est substitué par la D-isoglutamine (D-
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iGIn) chez les bactéries a Gram-positif et les Mycobactéries. Par ailleurs, le threo-3-hydroxyglutamate
peut étre retrouvé chez Microbacterium lacticum; il résulte d’une réaction de modification
postérieure a la synthese du peptide-tige. C'est en troisieme position du peptide-tige que I'on retrouve
la plus grande diversité de résidus identifiés. Par exemple, le mDAP n’est pas exclusivement retrouvé
chez les bactéries a Gram-négatif, mais également chez les Bacilli (Gram-positif) et les Mycobactéries.
La L-lysine (L-Lys) est néanmoins largement représentée chez la plupart des bactéries a Gram-positif.
La L-ornithine (L-Orn) est retrouvée chez les Spirochetes, tandis que le L-2,4-diaminobutyrate et la L-
homoserine sont présentes chez les Corynébactéries. Le L-glutamate (L-Glu) ou la L-alanine (L-Ala) sont
respectivement retrouvés en troisieme position de peptides-tiges chez Arthrobacter et Erysipelothrix
rhusiopathiae. Enfin, la D-alanine (D-Ala) occupe la quatrieme position des peptides-tiges de toutes les
bactéries. En cinquiéme position, on retrouve également 'ubiquitaire D-Ala. Mais on peut également
retrouver la D-serine (D-Ser) chez Enterococcus gallinarum ou le D-lactate (D-Lac) chez Lactobacillus
casei ou les Entérocoques. La modification du peptide-tige en D-Lac confere a la bactérie la résistance
aux antibiotiques de type glycopeptides comme la vancomycine. En effet, cette derniére se fixe a
I’extrémité terminale D-Ala*-D-Ala’® du peptide-tige. La modification en cinquiéme position D-Ala en D-
Lac permet de diminuer I'affinité de la vancomycine pour le peptide-tige, ce qui en conséquence

augmente la survie des bactéries en présence de cet antibiotique (Schneider et Sahl 2010).

b. Diversité intraspécifique

Au sein d'une méme cellule bactérienne, les peptides-tiges peuvent posséder une composition
différente. En effet, la vision d’un peptide-tige de composition unique a été balayée par I'utilisation de
nouvelles techniques d’analyse du PG, plus sensibles et automatisées qui ont révélé une grande
diversité de la composition des peptides-tiges chez les bactéries (Bern et al. 2017). De telles analyses
ont été menées chez des bactéries a Gram-positif comme Clostridium difficile, Enterococcus faecium
ou la bactérie a Gram-négatif Pseudomonas aeruginosa (Anderson et al. 2020; Bern et al. 2017; Chang
et al. 2018). Par exemple, une étude récente portant sur I'analyse du PG de P. aeruginosa a montré
qgue méme si la composition-cceur de PG reste stable, les peptides-tiges subissent des multiples
modifications selon la phase de croissance ou encore lors de la formation de biofilm (Anderson et al.
2020). Ces substitutions sont bien fluctuantes et peuvent étre caractérisées par l'introduction
d’arginine, de cystéine, de leucine, de lysine, de méthionine, de phénylalanine, de thréonine, de
tryptophane, de tyrosine ou de valine en position 4 ou 5 du peptide-tige (Anderson 2020). Chez
Clostridium difficile, les auteurs ont identifié des tétrapeptides composés en position 4 d’arginine, de
lysine, d’histidine, de sérine, de glycine, d’alanine de méthionine, de valine, de tyrosine et de
phénylalanine (Chang et al. 2018). Par ailleurs, I'abondance de ces différentes substitutions est
variable, elles restent bien minoritaires par rapport a la composition « classique » du peptide-tige
(Anderson et al. 2020). La substitution la plus abondamment retrouvée est I'incorporation de la glycine
en position 5 ; la substitution de la glycine en position 4 est, quant a elle, moins abondante. De plus,
I’étude comparative de la composition du PG selon I'état physiologique de la bactérie a montré que le
taux de substitutions d’acides aminés dans le peptide-tige diminuait de 1,5 fois dans les conditions de

« biofilm », comparé a la culture « planctonique » chez P. aeruginosa (Anderson et al. 2020). Ainsi, le
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Figure 18. Diversité des couplages entre les peptides-tiges du PG. A. a. Couplage majoritaire 43 entre deux
peptides-tiges chez les bactéries comme E. coli ou B. subtilis. Ce type de couplage est effectué par les PBPs. b.
Deux peptides-tiges reliés en 4->3 par un pont pentaglycine chez S. aureus. Ce type de couplage est
caractéristique des bactéries a Gram +. c. Couplage 2>0rn<4 chez Corynebacterium pointsettiae. Les deux
peptides-tiges sont reliés par une ornithine jouant le réle d’accepteur d’électron pour les deux peptides-tiges. d.
Pont interpeptidique constitué d’un peptide-tige lors d’une liaison 43 chez Micrococcus luteus. B. A gauche,
les peptides-tiges peuvent s’assembler deux a deux (diméres) lors de liaisons 423 (DD) ou 323 (LD), ou, a
droite, en trimeres. D’apres Vollmer et al. 2008.



PG subit une réelle adaptation de sa composition en fonction des conditions de culture. En effet, sur
les 160 muropeptides identifiés chez P. aeruginosa, 80 ont vu leur abondance relative diminuer tandis
que 50 ont vu leur abondance augmenter dans le PG issu du biofilm. Ces modifications incluent des
substitutions d’acides aminés, ce qui peut témoigner des changements d’activité d’enzymes de
modification du PG comme les amidases, désacétylases, et transglycosylases lytiques. Ceci indique bel
et bien une modification de la composition du PG en fonction de I'état physiologique de la bactérie,
qgue les auteurs assimilent a une adaptation face aux carences nutritionnelles rencontrées dans les
conditions de biofilm. Les auteurs font ainsi une distinction entre deux types de PG : (i) le « PG-cceur »
constitué des muropeptides présents en grande abondance, couramment identifiés avec les
techniques moins sensibles (ce PG présente des fluctuations mineures en fonction des conditions de
culture) et (ii) le « PG-adaptatif » qui comprend une panoplie de muropeptides dont les modifications
sont moins bien caractérisées. Ce type de PG est présent en moindre abondance et varie
significativement en fonction des conditions de culture. Par ailleurs, chez E. faecium, les conditions de
biofilms étaient associées a une N-désacétylation accrue des GIcNAc, une diminution de la O-
acétylation des MurNac et une augmentation des modifications des peptides-tige par les
carboxypeptidases, ce qui signifie que le PG est moins renouvelé en condition biofilm qu’en condition

planctonique (Chang et al. 2018).

c. Diversité des couplages entre les peptides-tiges

Chez les bactéries a Gram-négatif, le couplage s’effectue directement entre deux peptides-tige
adjacents et différents résidus des peptides-tiges peuvent étre couplés. Le couplage le plus abondant
chez E. coli consiste au couplage du résidu 4 (D-Ala*) d’un peptide-tige donneur 4->3 et le résidu 3 (L-
Lys® ou mDAP3) d’un peptide-tige accepteur (Fig. 18). Plus précisément, le couplage s’effectue entre le
groupement carboxyle du résidu D-Ala* en position 4, et le groupement amine de la chaine latérale
d’un résidu L-Lys® ou mDAP? en position 3 (Vollmer, Blanot, et al. 2008). Ce couplage est réalisé par
des enzymes appelées D,D-transpeptidases (voir §l11.1). Il existe un autre couplage, réalisé par des L,D-
transpeptidases, qui consiste au couplage entre les résidus en position 3 de deux peptides-tiges
adjacents 3->3 (Magnet et al. 2008). Chez E. coli, I'abondance des couplages 3->3 augmente en phase

stationnaire de croissance et en conditions de stress.

Chez les bactéries a Gram-positif, le couplage entre deux peptides-tiges peuvent étre reliés par un
pont interpeptidique de 1 a 7 résidus (Vollmer, Blanot, et al. 2008) (Fig. 18.A). Ce dernier peut étre soit
un autre peptide-tige (Micrococcus luteus), soit un pont pentaglycine, comme c’est le cas chez S.
aureus, soit d’autres acides aminés : L-Ala, L ou D-Ser, D-Asx, L ou D-Glu. Chez Corynebacterium
pointsettiae, un couplage particulier (2>0rn<4) relie le résidu D-Glu? en position 2 d’un peptide-tige
donneur, & une D-ornithine, elle-méme reliée au D-Ala* en position 4 d’un peptide-tige donneur
(Schleifer et Kandler 1972) (Fig. 18.A). Dans ce cas particulier, I'ornithine a- et y-diaminée est accepteur
d’acyl. Les couplages possibles entre les peptides-tiges ne sont pas exhaustivement représentés dans
la nature, il est en effet possible d’introduire des couplages synthétiques/artificiels non présents dans
la nature dans le PG des bactéries. Ainsi, B. subtilis est capable de croitre en présence de 20 % de

couplages (52 3) synthétiques (non réalisés par des enzymes) entre un acide-aminé non canonique
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électrophile en position 5 et un résidu mDAP? en position 3 (Dik et al. 2021). Ce mode de couplage
interférait cependant avec la synthése du PG septal, mais pas avec la synthése du PG latéral (Dik et al.
2021). Cette observation suggere que les couplages présents dans la nature ont été sélectionnés pour
répondre a des contraintes bien précises du PG liées aux contraintes que génére I'expansion de

I’enveloppe cellulaire.

7) Degré de réticulation et nature du couplage du PG

Le degré de réticulation du PG correspond au pourcentage de peptides-tiges impliqués dans une
liaison covalente au sein du PG. Le degré de réticulation du PG varie en fonction de la phase de
croissance de la bactérie, des conditions environnementales et de la souche bactérienne considérée.
Chez E. coli, 90 a 98 % du PG est réticulé en 4->3 et 2 2 10 % du PG est réticulé en 3->3 (Glauner 1988).
En phase stationnaire, le PG d’E. coli s’enrichit de 16 % en pontages 3->3 par rapport a la phase
exponentielle de croissance (Holtje 1998). Chez M. tuberculosis le PG réticulé en 3->3 représente prés
de 80 % des réticulations du PG total en phase stationnaire (Lavollay et al. 2008). Chez M. smegmaitis,
ces couplages sont principalement représentés par une association des peptides-tiges en trimeres,
c’est-a-dire que trois peptides-tiges sont simultanément impliquées dans une liaison covalente et
gu’un peptide-tige sur les trois jouent a la fois le role d’accepteur et le role de donneur d’électrons
(Rimal et al. 2022) (Fig. 18.B). Une étude réalisée chez M. tuberculosis a montré que I'abondance des
pontages 3->3 était systématiquement supérieure a celle des pontages 4->3, quelques soient les
phases de croissance de la bactérie (Kumar et al. 2012). De plus, le ratio 3->3 / 4->3 ne varie pas chez
M. tuberculosis, contrairement a celui retrouvé chez E. coli. Le degré de réticulation du PG n’est pas
anodin pour la bactérie car il impacte la virulence et la survie bactérienne. En effet, de la méme fagon
gue la N-désacétylation et la O-acétylation protégent le PG contre |'action du lysozyme, la présence de
couplage 3->3 impacterait significativement I'accessibilité de la liaison  1-4 des chaines glycanes par

les muramidases (Stankeviciute et al. 2019).

Par ailleurs, les acteurs de synthése du PG agiraient en concert pour synthétiser un PG adapté a la
survie de la bactérie. Ainsi, Atze et al ont montré par HPLC couplée au marquage isotopique, qu’en
présence de B-lactames, LdtD (YcbB) agissait en concert avec des 3—>3 endopeptidases non inhibées
par les B-lactames. Ces acteurs sont responsables de l'incorporation de chaines de glycanes
exclusivement attachées a des tripeptides-tiges (Atze et al. 2022). De plus, les auteurs montrent que
le remodelage du PG n’est pas homogene le long de la cellule. En effet, les chaines de glycanes sont
insérées une a une dans le PG latéral, tandis que plusieurs chalnes sont insérées simultanément au
niveau du septum. Chez E. faecium, le pourcentage du couplage global du PG augmente en conditions
de biofilm (Chang et al. 2018).

Coxiella burnetii possede un cycle de développement biphasique qui génére des formes de cellules
structurellement distinctes : une variante a grandes cellules (LCV) et de variante a petites cellules (SCV)
(Sandoz et al. 2016). Les LCV sont des formes réplicatives en phase exponentielle, tandis que les SCV
sont des formes non réplicatives en phase stationnaire. Outre de nombreuses propriétés propres a

chacune des formes (le SCV posséde un nucléoide condensé et une enveloppe cellulaire inhabituelle,
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soupgonnées de lui conférer une meilleure stabilité environnementale) I’'analyse transcriptomique des
génes SCV régulés a la hausse comprenaient ceux impliqués dans les réponses au stress oxydatif,
I'acquisition d'arginine et le remodelage de la paroi cellulaire. Une signature transcriptionnelle
frappante du SCV était I'induction (>7 fois) de cing genes codant pour des L,D transpeptidases prédites
qui catalysent des liaisons peptidiques 3= 3 dans le PG (Sandoz et al. 2016). En conséquence, parmi
les liaisons identifiées, I'analyse des muropeptides a montré que le PG du SCV comportait 46 % de
liaisons 33, contre 16 % de liaisons 3->3 pour le LCV (Sandoz et al. 2016). En paralléle les SCV en
phase stationnaire surexpriment 5,9 fois CBU_0419, une protéine prédite pour étre une PG-
désacétylase (conférant la résistance au lysozyme). Ainsi, les modifications de la paroi cellulaire telles
que la désacétylation et I'augmentation du couplage 33 pourraient protéger la bactérie contre la

dégradation par le lysozyme, et donc favoriser la survie de C. burnetii au cours de I'infection de I'héte.

8) Recyclage et édition du PG au cours du cycle cellulaire

La paroi cellulaire est une structure dynamique constamment assemblée, recyclée et remodelée
par l'action d’enzymes comme les endopeptidases, les amidases, les carboxypeptidases, les
muramidases et les transglycosylases lytiques. Les processus de remodelage de la paroi cellulaire,
étroitement régulés, garantissent la survie de la bactérie. lls sont directement liés, dans certains cas, a
la résistance aux antibiotiques. Le remodelage produit des fragments de paroi cellulaire qui sont
recyclés, mais qui peuvent également servir de messagers pour la communication bactérienne, de
molécules effectrices dans la réponse immunitaire et de molécules de signalisation déclenchant la

résistance aux antibiotiques (Dominguez-Gil et al. 2016).

Le recyclage du PG consiste en un démantelement-réassemblage de sa structure en vue de sa
réincorporation dans le PG. Le recyclage est indispensable au couplage efficace du PG de la bactérie,
puisque les tripeptides formés apreés la prise en charge d’un pentapeptide par les PBPs et les Ldts ne
peuvent plus jouer le réle de donneur d’acyl dans la réaction de transpeptidation. De fait,
I'accumulation de tripeptides dans une cellule empécherait le couplage de nouveaux éléments de PG.
Ainsi, on estime que chez E. coli, environ 40 a 50 % du PG est recyclé a chaque génération et que la
totalité des disaccharides-tripeptides sont recyclés (Goodell et Schwarz 1985). Ceux-ci sont pris en
charge a la membrane cytoplasmique par une translocase appelée AmpG qui les conduit dans le
cytoplasme. La protéine AmpD sépare la partie sucrée GlcNac-MurNac du tripeptide, qui peut ensuite
réintégrer le cycle de synthése du PG par la fixation directe a un UDP-MurNAc dans le processus de
synthése du lipide II. Dans le cas du processus de recyclage, différentes hydrolases de la paroi cellulaire
sont situées dans le périplasme et le cytoplasme de la bactérie. Les transglycosylases lytiques (LT)
catalysent le clivage non hydrolytique de la chaine de glycanes du PG, avec formation du N-acétyl 1,6-
anhydromuramique non réducteur comme terminaison. Ce clivage peut étre effectué a I'extrémité des
brins de glycane (LT exolytique) ou au milieu de la chaine de PG pour produire des fragments (LT
endolytique). Le principal produit de la réaction est le N-acétyl-D-glucosamine-(f1-4)-1,6- anhydro-N-
acetyl-D-muramyl-peptide (GlcNac-anhMurNac-peptide) qui est internalisé dans le cytoplasme par la
perméase AmpG. Les molécules internalisées sont ensuite hydrolysées par NagZ, une glucosaminidase

cytosolique capable d'hydrolyser la liaison glycosidique entre le GlcNac et le anhMurNac, puis par la
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Figure 19. Action des enzymes lytiques sur les liaisons du PG. Muropeptide formé de N-acétylglucosamine
(GlcNac), d’acide N-acétylmuramique (MurNac) et du pentapeptide-tige. Ce dernier, généralement formé de L-
Ala?, D-iGlu?, mDAP3, D-Ala*, D-Ala® chez les bactéries a Gram -, tandis que le résidu de L-Lys® prend la place de
mDAP? chez les bactéries a Gram-positif. De plus, les peptides-tiges des bactéries 8 Gram-positif peuvent étre
couplés indirectement via des ponts inter-peptidiques (pentaglycines, L-Ala-L-Ala, D-Asp) ou directement,
comme chez les bactéries a Gram -. Les glucosaminidases clivent la liaison osidique (1,4) entre le GlcNac et le
MurNac, tandis les muramidases (dont le lysozyme) clivent la liaison entre le MurNac et le GlcNac. Les amidases
détachent le peptide-tige de la chaine de glycanes en hydrolysant la liaison entre le D-lactate et le L-Ala’. Les
carboxypeptidases clivent les acides aminés C-terminaux. Les D,D-carboxypeptidases clivent la liaison entre le D-
Ala* et le D-Ala®, tandis que les L,D-carboxypeptidases hydrolysent la liaison entre le mDAP? et le D-Ala*. Les
endopeptidases, quant a elles, sont capables d’hydrolyser des liaison peptidiques entre n’importe quels acides
aminés du peptide-tige ; par exemple, la liaison entre le mDAP? et Lpp. D’aprés Wolf et al. 2018.



PG amidase AmpD qui libére le peptide du anhMurNac. Dans des conditions normales, ces produits
sont réincorporés dans la voie de biosynthése. Cependant, en présence d'antibiotiques de la famille
des B-lactamines, le processus de transpeptidation est inhibé. La polymérisation des chaines de
glycanes est désynchronisée de la réticulation, générant ainsi des brins de glycanes non réticulés qui
sont rapidement dégradés par les transglycosylases lytiques (Cho, Uehara, et Bernhardt 2014). La paroi
cellulaire ainsi fragmentée induit un dysfonctionnement de la machinerie de synthése impliquant un
cycle futile de synthése et de dégradation de la paroi cellulaire, épuisant ainsi les ressources cellulaires
(Cho et al. 2014). Chez certaines bactéries a Gram-négatif, le peptide anhMurNac internalisé est
détecté par AmpR et entraine I'expression de la B-lactamase AmpC, une enzyme clé de la résistance
aux B-lactamines. Lorsque I'UDP-MurNAc-pentapeptide est lié a I'AmpR, I'expression de I'AmpC est
réprimée. En présence d'antibiotiques de la famille des B-lactamines, les anhMurNac s'accumulent et
détachent I'UDP-MurNAc-pentapeptide de I'AmpR. La B-lactamase AmpC est exprimée et exportée

vers le périplasme pour neutraliser les B-lactames (Van Heijenoort 2011).

a. Les autolysines bactériennes, enzymes endogenes de remodelage du PG

Chez E. coli, les autolysines sont impliquées dans la croissance, la séparation cellulaire, la
morphogenese et la maturation du PG. Les liaisons entre les chaines de glycanes doivent étre rompues
afin d'étendre et de permettre la division du saccule. Une grande diversité d’enzymes permet de cliver
toutes les liaisons existantes dans le PG. Les enzymes hydrolysant le PG ont été classifiées en deux
classes : les glycosidases, enzymes actives sur les chaines de glycanes et les peptidases, actives au
niveau du peptide-tige (Do et al. 2020). Les autolysines sont définies comme des enzymes lytiques
bactériennes endogénes, les hydrolases et lyases, chargées de cliver les liaisons covalentes au sein du
PG (Mueller et Levin 2020) (Fig. 19). La grande diversité de ces enzymes permet de cliver toutes les
liaisons existantes dans le PG. On peut distinguer les enzymes actives sur les chaines de glycanes, les
glycosidases et celles qui sont actives au niveau du peptide-tige, les peptidases (Do et al. 2020). Tout
d’abord, les glycosidases regroupent les glucosaminidases (GlcNac-MurNac), les muramidases
(MurNac-GlcNac) et les transglycosylases lytiques clivent la liaison MurNac-GlcNac, avec la formation
concomitante d’un résidu 1,6-anhydroMurNac (Scheurwater et al. 2008) (Fig. 19). Chez E. coli, ces
enzymes sont impliquées la maturation du PG, la croissance et la division puisque les liaisons du PG
doivent étre cassées pendant la croissance cellulaire afin de permettre I'insertion de PG dans le saccule
(Singh et al. 2012). Ensuite, les peptidases : la division cellulaire chez E. coli est principalement réalisée
par |'activité combinée de trois amidases (AmiA, AmiB et AmiC), qui clivent la tige-peptidique de la
chaine de glycanes pour produire des glycanes « dénudés » (Priyadarshini et al. 2006). Les amidases
comme AmiC détachent le peptide-tige de la chaine de glycanes du PG (Fig. 19). Elles sont
indispensables au remodelage local du PG au niveau du site de division afin de permettre la septation
des deux cellules-filles (Rocaboy et al. 2013; Vermassen et al. 2019). D’autres enzymes sont
spécialisées dans le clivage des liaisons contenues dans le peptide-tige. C'est le cas des
endopeptidases, qui clivent les liaisons peptidiques au sein du peptide-tige (MepA, MepM, MepS,
MepH, MepK, PBP4, PBP7) (Fig. 19). Les DD-endopeptidases sont spécialisées dans le clivage des

liaisons entre deux peptides-tiges adjacents (Mueller et Levin 2020). Chez E. coli, trois DD-
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endopeptidases, MepA, MepS et MepM, hydrolysent les liaisons entre les peptides-tiges afin de faire
de la place pour l'insertion du PG néosynthétisé (Singh et al. 2012). Certaines endopeptidases et
transglycosylases lytiques peuvent également contribuer a la séparation des cellules (Priyadarshini et
al. 2006; Vermassen et al. 2019). Voedts et ses colléegues ont montré que I'hydrolyse du PG par les
endopeptidases était indispensable a son expansion en présence de B-lactames (Voedts et al. 2021).
Plus précisément, le découplage de peptides-tiges 4->3 par l'action d’endopeptidases MepA
(hydrolyse les liaisons 4-3 et 33 in vivo), MepM (qui hydrolyse les couplages 4-3 in vivo) et MepK
(hydrolyse les liaisons 3-3) sont indispensables a I'action de LdtD chez E. coli (Voedts et al. 2021). Par
ailleurs, les auteurs ont montré que de facon inattendue, les huit endopeptidases Mep d’E. coli, dont
MepK et MepM, présentaient une double spécificité enzymatique et seraient actives sur les liaisons
4->3 et 33, alors que les D,D-endopeptidases sont exclusivement responsables du clivage des liaisons
4->3 (Voedts et al. 2021). MepK est spécifiquement nécessaire a la croissance si le PG contient une
grande proportion de liaisons (3—=>3, tandis que MepM est également nécessaire a la résistance aux B-
lactamines, a moins qu'elle ne soit la seule endopeptidase restante, auquel cas elle est également

nécessaire a la croissance en l'absence de I'antibiotique.

Les carboxypeptidases clivent quant a elles la liaison entre I'acide aminé en position 4 ou 5 du
peptide-tige (Fig. 19). Les carboxypeptidases réduisent donc la longueur du pentapeptide a quatre ou
trois acides aminés. Cela détermine en conséquence les types de liaisons qui seront formées par les
couplages covalents 43 ou 3->3 lors de la réticulation du PG. Les transglycosylases lytiques, clivent
la liaison glycosidique (B-1,4) entre les disaccharides. Ces enzymes influencent la longueur des chaines
de glycanes (Yunck et al. 2016) et contribuent au recyclage du PG, qui peut représenter jusqu'a 50 %

du matériel PG total par génération chez E. coli (Kraft et al. 1999).

Le PG peut subir une modification ou une dégradation considérable en fonction de la phase de
croissance ou de la présence de facteurs de stress environnementaux. Ces modifications remplissent
des fonctions importantes dans divers processus, notamment le renouvellement du PG,
I'élongation/division cellulaire et la résistance aux antibiotiques (Anderson et al. 2020). Par ailleurs, les
bactéries doivent éviter d'étre reconnues par le systéme immunitaire de I'hote. Chez les animaux et
les plantes, le PG est reconnu par des récepteurs spécifiques de I'hote (PGRP, protéines de
reconnaissance du PG) qui déclenchent une réponse immunitaire. Les autolysines des bactéries
pathogénes a Gram positif S. aureus ou S. pneumoniae, jouent un réle majeur dans la dissimulation de
cette molécule inflammatoire aux protéines de reconnaissance du PG chez la drosophile D.
melanogaster (Atilano et al. 2014). Les autolysines découpent les fragments de PG les plus externes et
en leur absence, la virulence bactérienne est altérée, car les PGRP peuvent reconnaitre directement le
PG résiduel qui s'étend au-dela acides téichoiques, des protéines de surfaces ou des polysaccharides
bactériens. De plus, l'activité des autolysines ne se limite pas aux cellules productrices, mais peut
également modifier la surface des bactéries voisines, ce qui facilite la survie de I'ensemble de la

population dans I'hote infecté (Atilano et al. 2014).

Les transglycosylases lytiques sont trés importantes pour le cycle de vie de la bactérie car elles
permettent de libérer de la place au sein du saccule pour la biosynthése, le recyclage, la division

cellulaire et I'insertion de structures traversant I'enveloppe bactérienne comme les flagelles et les
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systémes de sécrétion (Scheurwater et al. 2008). Outre la mise en place des machineries de sécrétion
a travers la membrane, I’édition du PG est utilisée pour des systemes moins complexes de sécrétion
de protéines dans le milieu extérieur. C’est le cas d’un systéme utilisé par les bactériophages, retrouvé
dans un systéme analogue chez les bactéries comme Klebsiella aerogenes, Citrobacter freundii et
Serratia marcescens, qui a été nommeé systeme de sécrétion de type 10 (TXSS) dont le mécanisme n’est
pas entierement élucidé. Le TXSS est formé d’une holine membranaire qui fonctionne en tandem avec
une endolysine, protéine d’édition de la paroi (muramidase ou endopeptidase), dont les génes sont
codés en cluster sur le génome. Les holines sont de petites protéines membranaires qui s'accumulent
dans la membrane « jusqu'a ce gu’elle devienne soudainement perméable a I'endolysine » (Wang et
al. 2000). Cela permet la sécrétion de substrats depuis le périplasme jusque dans le milieu extérieur.
S. marcescens, dépourvue du T2SS, sécréte ainsi par une chitinase via le TXSS (Palmer et al. 2021). De
plus, chez les bactéries a Gram-négatif, de nombreux systémes multiprotéiques traversent I'enveloppe
bactérienne, y compris la couche de PG. Ces systemes incluent des structures impliquées dans la
motilité et I'adhésion (flagelles et pili), dans I'export de composés toxiques (pompes a efflux) et la
sécrétion de protéines, d’ADN et d’effecteurs variés (TSSI a XI) (Scheurwater et Burrows 2011). La taille
des pores du PG n’est pas compatible avec I'insertion de ces larges complexes multiprotéiques sans
remodelage local du PG. Les hydrolases et les amidases clivent et remodelent localement le PG afin de
permettre l'incorporation et I'assemblage de ces machineries a travers la couche de PG. Les
transglycosylases lytiques (LTG) sont impliqués dans l'assemblage de grandes structures trans-
enveloppe telles que le systeme de sécrétion de type Il (T2SS), T3SS et T4SS, ainsi que des organites de
surface, notamment les pili de type 4 (T4P) et les flagelles (Herlihey et al. 2014; Scheurwater et Burrows
2011; Zahrl 2005). Ils sont nécessaires pour élargir les espaces localement dans le PG afin de permettre
I'assemblage et l'ancrage efficaces des complexes de transport dans I'enveloppe cellulaire. Par
exemple, VirB1 est impliqué dans I'assemblage du T4SS (HOoppner et al. 2005), Flg) dans le flagelle
(Nambu et al. 1999), et EtgA dans le T3SS (Garcia-Gémez et al. 2011). PilT est considérée comme
impliquée dans l'assemblage du T2SS, y compris le T4P (Koraimann 2003). Chez Salmonella
typhymurium, Flg) (flagellar protein J) présente une GHF-73 dont |'activité glycosidase est essentielle
pour |'assemblage des flagelles car elle dégrade localement le PG (Nambu et al. 1999). Par exemple, le
T6SS, d’un diametre estimé a 18 nm par microscopie électronique, est plus large que le diametre des
pores du PG (2 nm) (Santin et Cascales 2017). Santin et collaborateurs ont montré que la
transglycosylase lytique de ménage, MItE, était spécifiquement recrutée pour I'assemblage du T6SS
dans I'enveloppe. La dégradation locale du PG par MItE initie I'oligomérisation de TssM, une protéine
du T6SS ancrée a la MI, et I'assemblage du complexe membranaire (Stietz et al. 2020). De plus,
I'interaction entre le domaine périplasmique de TssM et MItE, stimule I'activité de MItE (Santin et
Cascales 2017). Selon les auteurs, cette étroite interaction témoigne d’une « domestication » de la
transglycosylase pour I'assemblage du T6SS. De méme, chez Acinetobacter baumanii, la L,D-
endopeptidase TagX associée a la membrane est indispensable pour mettre en place un T6SS
fonctionnel (Ringel et al. 2017; Weber et al. 2016). Ainsi, ces enzymes seraient indispensables a
I'assemblage de la machinerie T6SS, en assurant la digestion du PG, hautement régulée dans I'espace

et dans le temps.
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Ill) La transpeptidation est la derniére étape de la synthése du PG

La transpeptidation est une réaction entrainant le transfert d’'un acide-aminé a un autre ou a un
peptide (Lupoli et al. 2011). A l'issue de la transpeptidation, une liaison covalente s’établit entre la
fonction acide carboxylique de I'acide-aminé n et |la fonction amine portée par I'acide-aminé n+1. Dans
le cas du PG, la transpeptidation de deux peptides-tiges de chaines de glycanes adjacentes permet
d’établir une liaison covalente entre leurs acides-aminés (couplage covalent) et par conséquent,
I'assemblage des chaines de glycanes en une structure tridimensionnelle s’apparentant a un réseau
(Vollmer, Blanot, et al. 2008) (Fig. 13). La transpeptidation des peptides-tiges est un mécanisme en
deux temps effectué par des enzymes appelées transpeptidases. En premier lieu, la transpeptidase
prend en charge un peptide-tige « donneur » d’électrons, ce qui forme un complexe acyl-enzyme, qui
est hydrolysé par la fonction amine électrophile (NHs*) en position € du 3° résidu (L-Lys ou mDAP), d’un
peptide « accepteur », ce qui aboutit au couplage covalent des deux peptides-tiges (Fig. 20.A et 20.B).
Il faut toutefois noter que tous les peptides-tiges du PG en sont pas impliqués dans une liaison
covalente : chez M. smegmatis 45 % des muropeptides sont impliqués dans un couplage covalent en
condition planctonique (Rimal et al. 2022), 43 % chez P. aeruginosa (Anderson et al. 2020) et 40 % chez
E. coli (Sauvage et al. 2008). Le couplage covalent des peptides-tiges est effectué par des enzymes
appelées transpeptidases. Il existe deux catégories de transpeptidases identifiées a ce jour.
Premiérement, les transpeptidases majoritaires et les plus actives chez E. coli sont les D,D-
transpeptidases, également appelées Penicillin Binding Protein (PBP) du fait de leur capacité a fixer la
pénicilline (un antibiotique de la famille des B-lactamines) dans leur site actif. Elles réalisent des
liaisons 4->3 dans le PG (Fig. 20. A). Deuxiemement, une autre catégorie de transpeptidases, appelées

L,D-transpeptidases, catalysent la formation de liaisons 3->3 dans le PG.

Les B-lactamines sont des inhibiteurs compétitifs des transpeptidases empéchant la
synthése du PG

Le noyau lactame des B-lactamines mime la liaison entre le D-Ala* et le D-Ala® reconnu par les
PBPs. Les B-lactames sont des inhibiteurs compétitifs qui se comportent comme des « substrats-
suicides » vis-a-vis des PBPs. Ceux-ci se fixent de maniere irréversible dans le site catalytique de
I’enzyme, et par conséquent inactive la PBP. L'inactivation des enzymes par les B-lactamines consiste
en la formation d'un complexe enzyme/B-lactame par un mécanisme appelé acylation. L’acylation des
PBPs se traduit par I'établissement d’une liaison ester entre la fonction alcool sérine catalytique de la
PBP et le carbonyle du noyau lactame des B-lactamines. On pense que I'activité bactéricide des B-
lactamines résulte du découplage des réactions de transglycosylation et de transpeptidation,
conduisant ainsi a lI'accumulation de chaines de glycanes non réticulées dans le périplasme et a
I'activation d'un cycle infini de polymérisation et d'hydrolyse des chaines de glycanes. Cette répétition
de réactions cataboliques et anaboliques, trés colteuses énergétiquement, engendreraient la mort de
la cellule (Cho et al. 2014 ; Lobritz et al. 2022). Les bactéries produisent des B-lactamases qui coupent

le noyau lactame, afin d’empécher I'inhibition des PBPs par les B-lactamines.

L’acylation des Ldts se traduit par I’établissement d’une liaison thioester entre le groupement thiol

de la cystéine catalytique de la Ldt, et le carbonyle du noyau lactame des B-lactamines (Fig. 12.A).
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Contrairement aux D,D-transpeptidases (PBPs), les Ldts ne sont pas inhibées par les pénicillines, mais
sont inhibées par les carbapénémes, les céphalosporines et les céphémes (Kumar et al. 2017:20;
Pidgeon et al. 2019) (Fig. 12.A et 12.B). Néanmoins, I'acylation des Ldts par les pénicillines et les
céphalosporines est une réaction lente (Triboulet et al. 2013). De plus, contrairement aux PBPs,
I"acylation des Ldts est réversible puisqu’elle est suivie d'une réaction d’hydrolyse, ce qui empéche
I'inactivation compléte des Ldts par les B-lactamines (Triboulet et al. 2013) (Fig. 12.B). Par ailleurs, la
Ldta, d’Acinetobacter baumannii posséde une structure particuliere qui induit une tres faible cinétique
d’acylation, et donc une faible inhibition de I'enzyme par les carbapénémes (plus de quatre heures in
vitro) (Toth, Stewart, et al. 2022) (Fig. 12.B). Cela cause des préoccupations majeures puisque A.
baumanii est un pathogéne émergent en milieu hospitalier (Toth, Lee, et al. 2022). De maniére assez
inattendue, une étude a montré que les cellules d’E. coli ou E. faecium cultivées en présence de
chlorure de cuivre ont comporté un PG dépourvu de liaisons 3->3 et présenté une quantité moindre
de Lpp couplée au PG (Peters et al. 2018). Aussi, le cuivre utilisé a une concentration submillimolaire
a considérablement réduit la concentration minimale inhibitrice (CMI) de I'ampicilline chez les souches
d'E. coli et d'E. faecium, suggérant l'inhibition des Ldts par le cuivre (Peters et al. 2018). Les auteurs
ont suggéré que les ions Cu?* peuvent inhiber les Ldts en se liant sur le groupement thiol de la cystéine

du site actif.

1) Les D,D-transpeptidases, ou PBPs

a. Les D,D-transpeptidases (PBPs) sont responsables de la réticulation 43 du PG

Les D,D-transpeptidases (Interpro IPR012338) effectuent la réticulation 43 de peptides-tiges
(Fig. 20.A). Lors de la réaction de transpeptidation, les D,D-transpeptidases reconnaissent la liaison D-
Ala*-D-Ala® d’un pentapeptide-tige « donneur » (Apostolos et al. 2020) (Fig. 20.A). La sérine catalytique
de la D,D-transpeptidase réalise une attaque nucléophile sur la liaison D-Ala*-D-Ala®, ce qui entraine le
départ simultané du 5° résidu (D-Ala®) du pentapeptide-tige (activité carboxypeptidase), et la
formation d’un complexe par liaison covalente entre I'enzyme et le tétrapeptide-tige, formant un
complexe acyle-enzyme (Edoo et al. 2017) (Fig. 20.A). Le complexe acyle-enzyme subit par la suite une
hydrolyse par I'amine primaire du résidu mDAP? ou Lys® (aminolyse) d’un peptide-tige adjacent, appelé
peptide « accepteur » d’acyle. Ceci méne a la formation d’une liaison peptidique 4->3 (D-Ala*-mDAP?3)
entre le D-Ala* d’un tétrapeptide-tige « donneur » et le mDAP? ou Lys® d’un peptide-tige « accepteur »
(activité transpeptidase) (Fig. 20.A). Etant donné que la fonction amine est portée par le 3¢ résidu du
peptide-tige, les penta-, tétra- ou tri-peptide-tige le possédant peuvent jouer le réle d’« accepteur »
d’acyle dans la réaction de transpeptidation (Magnet et al. 2008). En revanche, le substrat « donneur »
des D,D-transpeptidases est obligatoirement un pentapeptide-tige. Chez E. coli, les PBPs est
majoritairement responsable de la réticulation du PG. En effet, en phase exponentielle de croissance,
93 % de peptides-tiges impliqués dans une liaison covalente sont couplés en 4->3 par I'activité D,D-

transpeptidase des PBPs (Sauvage et al. 2008).
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b. Les PBPs de classe A, de classe B et de classe C

Les PBPs sont classées en trois catégories fonctionnelles. Les PBPs de classe |, comprennent deux
sous-classes de PBPs de poids moléculaire élevé (HMW): les PBPs de classe A, bifonctionnelles,
réalisent a la fois des réactions de glycosyltransférase (domaine N-terminal, responsable de
I’élongation des chaines glycanes par insertion du lipide 1l) et de transpeptidation (domaine C-
terminal) ; et les PBPs de classe B, monofonctionnelles, réalisent des réactions de transpeptidation
(domaine C-terminal) (Sauvage et al. 2008). Les PBPs de catégorie Il et lll, comprennent les PBPs de
faible poids moléculaire (LMW) : les PBPs de classe C qui possédent une activité carboxypeptidase
(Arora et al. 2018; Sauvage et al. 2008).

E. coli possede 5 PBPs de HMW, dont trois PBPs bifonctionnelles de classe A (PBP1a, PBP1b et
PBP1c) et deux PBPs monofonctionnelles de classe B (PBP2 et PBP3/Ftsl), tandis que B. subtilis posséde
quatre PBPs de classe A et six PBPs de classe B (Sauvage et al. 2008). Ces enzymes sont essentielles
pour la croissance et la division chez E. coli et sont des cibles privilégiées pour les antibiotiques de la
famille des B-lactames (Kocaoglu et Carlson 2015). E. coli possede également 7 PBPs de LMW
appartenant a la classe C (PBP4, PBP4b, PBP5, PBP6, PBP6b, PBP7, AmpH et PBP8 générée par le clivage
protéolytique de PBP7). Elles sont responsables de la maturation et du recyclage du PG, mais ne sont

pas essentielles (Ogawara 2015; Pratt 2008).

Les PBPs de classe A

Les PBPs de classe A sont des enzymes bifonctionnelles (activité glycosyltransférase et
transpeptidase). Chez E. coli, les PBP1a, PBP1b et PBP1c sont respectivement codées par les génes
mrcA, mrcB et pbpC. PBP1a et PBP1b sont les PBPs les mieux étudiées chez E. coli ; elles synthétisent
plus de la moitié du PG de la cellule a chaque génération (Kang et al. 2021). PBP1a fait partie de
I’élongasome, tandis que PBP1b fait partie du divisome (Vollmer et Bertsche 2008). Dans des
conditions de croissance en laboratoire, PBP1a et PBP1b peuvent mutuellement se compenser, tandis
gue dans des conditions alcalines et acides, PBP1a et respectivement PBP1b sont indispensables a la
viabilité de la bactérie (Mueller et Levin 2020). Ces résultats suggerent que PBP1a et PBP1b ne sont
pas redondantes, ce qui est confirmé par les études récentes chez A. baumannii, révélant que seule la
délétion de mrcA (et non mrcB) contribue a la résistance a la colistine (Kang et al. 2021). En revanche,
il a été montré que PBP1c était une protéine essentielle (Yousif et al. 1985).

Alors que I'on pensait que les PBPs de classe A étaient les seules glycosyltransférases de la cellule,
il a été montré que les protéines de la famille SEDS (shape, elongation, division and sporulation) RodA
et FtsW possédaient également une activité glycosyltranférases (Emami et al. 2017; Taguchi et al.
2019). RodA et FtsW sont des composants essentiels hautement conservés respectivement présents
dans le I'élongasome et dans le divisome, machineries responsables de la synthése du PG latéral et
septal respectivement. Ainsi, E. coli, B. subtilis, et probablement la plupart des bactéries, utilisent deux
classes distinctes de polymérase pour synthétiser le PG : lactivité glycosyltransférase et
transpeptidases des PBPs de classe A, mais également I'activité glycosyltransférase des protéines de la
famille SEDS (Meeske et al. 2016).
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Figure 21. A. Séquences et domaines des 5 Ldts et de I’endopeptidase DpaA (LdtF) d’E. coli. Les Ldts et DpaA

possedent toutes un domaine YkuD (en haut a gauche, en rouge). Régions protéiques : S, peptide signal ;

LysM

et PGB, domaines de liaison au peptidoglycane. Les numéros indiquent les positions des acides aminés.
L'alignement des séquences d’une partie du domaine YkuD (en bas a gauche) montre la cystéine du site actif (C,
en rouge) et d'autres acides aminés conservés, en gris. DpaA (LdtF) posséde une alanine a la plage de l'arginine
conservée et agit comme une amidase. Sur le c6té droit, on peut voir que LdtA, LdtB et LdtC attachent Lpp au
mDAP (meso-Dpm) du peptide-tige. LdtD et LdtE forment des liaisons 33 dans le PG. B. Modes d’action de
DpaA (LdtF). DpaA hydrolyse la liaison amide entre le mDAP? et le Gly* ou mDAP? et le groupe e-amine de la
lysine C-terminale de Lpp. Les deux substrats ont un groupe CH; adjacent au site de clivage (indiqué par une
astérisque). DpaA, peptidoglycan mDAP-protein amidase. D'apres Winkle et al. 2021.



Ilarécemment été montré que chez E. coli, les PBPs de classe A étaient indispensables au maintien
de l'intégrité de la paroi. En effet, d’'une part la délétion de PBP1a est associée a un retard de croissance
et a une lyse partielle des cellules (Vigouroux et al. 2020) ; et d’autre part, le triple mutant
PBP1a/PBP1b/PBP2 présente une sensibilité 4 a 8 fois plus élevée aux B-lactames que la souche
sauvage. Ce phénotype est corrélé avec la diminution des couplages 4->3 et a I'accumulation des
substrats pentapeptides des PBPs (Toth, Stewart, et al. 2022). Par ailleurs, Pasquina-Lemonche et ses
collégues, ont observé que la machinerie du divisome (PBP2/FtsW) de B. subtilis synthétisait des
anneaux de PG concentriques et ordonnés au septum, puis qu’un PG orienté de facon aléatoire y était
progressivement inséré au cours de la maturation de la paroi cellulaire (Pasquina-Lemonche et al.
2020). Straume et ses collaborateurs ont proposé que la maturation du PG était due a I'activité des
PBPs de classe A, fortifiant le PG néosynthétisé par le divisome, en y ajoutant du PG plus densement
réticulé (Straume et al. 2021).

Les PBPs de classe B

PBP2 (MrdA) et PBP3 (Ftsl) sont des enzymes monofonctionnelles a activité D,D-transpeptidase
présentes respectivement dans I'élongasome et dans le divisome (Fig. 16). De fait, chez E. coli et B.
subtilis, les PBP2 et PBP3 sont étroitement associées aux polymérases de PG de la famille SEDS et aux
PBPs de classe A (Meeske et al. 2016). Ainsi chez E. coli, PBP1a, PBP2 et RodA font partie de la
machinerie de I'élongasome ; tandis que PBP1b, PBP3 et FtsW font partie du divisome (Kysela et al.
2016). Il a été constaté que les PBPs de classe B formaient de véritables complexes avec les protéines
SEDS. La formation des complexes PBP2/RodA et PBP3/FstW permet ainsi d’associer |'activité
glycosyltransférase des protéines SEDS et I'activité transpeptidase des PBPs monofonctionnelles de
classe B (Taguchi et al. 2019).

La PBP2 d'E. coli est essentielle a I'élongation de la cellule et au maintien de sa forme, puisque son
inhibition par le mécilliname, une B-lactamine, donne des cellules sphériques incapables de former des
colonies (Spratt et Pardee 1975). La PBP3 d'E. coli est essentielle a la division cellulaire. En effet,
I'inhibition de PBP3 provoque la filamentation des cellules (Cushnie et al. 2016; Cushnie et al. 2016),

et l'inactivation de PBP3 est létale chez A. baumannii (Toth, Stewart, et al. 2022).

Les PBPs de classe C

Les PBPs de classe C sont des hydrolases régulant principalement le niveau de réticulation du PG.
Elles sont soit dotées d'une activité D,D-endopeptidase (elles clivent la liaison entre le D-Ala* et le
mDAP? des peptides-tiges réticulés) (Fig. 20.A), soit dotées d’une activité D,D-carboxypeptidase (elles
éliminent les résidus D-Ala terminaux des peptides-tiges) (Fig. 20.A). Six des PBPs de classe C (PBP4,
PBP4b, PBP5, PBP6, PBP6b et AmpH) ont une activité D,D-carboxypeptidase, tandis que trois (PBP4,
PBP7 et AmpH) ont une activité D,D-endopeptidase (Peters et al. 2019; Typas et al. 2012). Par ailleurs,
PBP4 possede également une activité transpeptidase, bien qu’elle fonctionne majoritairement comme
une D,D-endopeptidase (Basuino et al. 2018; Maya-Martinez et al. 2019). Curieusement, aucune des
PBPs de classe C ne semble essentielle a la viabilité d’E. coli (Denome et al. 1999). Elles jouent toutefois

un rdle important dans la morphologie de la cellule, puisque en I'labsence de la principale D,D-
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carboxypeptidase, PBP5, la cellule posséde un diametre supérieur a la souche sauvage (Nelson et
Young 2000). Par ailleurs, la PBP6b contribue de maniére substantielle au remodelage de la PG et au

maintien de la forme cellulaire dans les cellules se développant a un pH acide (Peters et al. 2016)

2) Les L,D-transpeptidases, ou Ldts

Les Ldts ont d’abord été identifiées chez les souches d’Enterococcus faecium résistantes a
I’ampicilline (Mainardi et al. 2002). Elles font partie de la famille des protéines YkuD. Cette famille de
protéines était initialement appelée ErfK/YbiS/YcfS/YnhG, mais a été renommée d’apres la premiére
Ldt caractérisée structurellement, YkuD de B. subtilis (Biarrotte-Sorin et al. 2006). La deuxiéme Ldt
caractérisée structurellement Ldtsm d’E. faecium en 2006 (Biarrotte-Sorin et al. 2006; Bielnicki et al.
2005) (Fig. 23.B). Ces protéines sont retrouvées chez de nombreuses espéces bactériennes, tant chez
les bactéries a Gram-négatif que chez les bactéries a Gram-positif et les Mycobactéries. Par exemple,
E. coli posséde 5 Ldts, B. subtilis posséde deux Ldts YkuD et YciB (Bramkamp 2010; Dik et al. 2021; Zhao
et al. 2017), M. tuberculosis possede 5 Ldts, Ldtmu-s et M. smegmatis en posséde 6 (LdtA a F). Le
nombre de Ldts est variable au sein méme des protéobactéries : A. tumefaciens posséde 14 Ldt
prédites ; Legionella pneumophila et Coxiella burnetii en possédent 8. Les bactéries Neisseria
gonorrhoeae, Helicobacter pylori et Campylobacter jejuni possedent une seule Ldt (Godessart et al.
2021; Sandoz et al. 2021).

Le domaine catalytique YkuD

Le domaine YkuD posséde un motif conservé HXXi4.17[S/TJHGChN qui contient trois résidus
analogues a la triade catalytique des protéases a cystéines : une cystéine, une histidine et une glycine
indépendante du pH (Erdemli et al. 2012; Lecoq et al. 2013) (Fig. 21.A et 22.A). La cystéine catalytique
est invariable chez les membres de cette famille. Par ailleurs, on peut noter que le groupement thiol
de la cystéine des Ldts est plus électronégatif que le groupement hydroxyle de la sérine catalytique
des PBPs. En conséquence, la cystéine est moins nucléophile que la sérine, car 'atome de soufre est
moins apte a céder ses électrons que I'atome d’oxygéne, et donc moins apte a former une liaison avec
un autre atome. Il a été proposé sur la base de modeles structuraux, que les résidus de la triade
catalytique des Ldts se trouvent sous une longue boucle (Fig. 22.B). Cette boucle constitue un
couvercle qui peut s’ouvrir et se fermer pour créer deux cavités, une interne et une externe, autour de
la cystéine catalytique. Ces deux cavités sont connectées par un tunnel étroit (Fakhar et al. 2017). Ces
cavités externes et internes seraient des sites accueillant respectivement les tétrapeptides-tiges
« donneurs » et « accepteurs » d’acyl (Erdemli et al. 2012). Des carbapénémes se fixent sur ces deux
cavités en formant une liaison covalente avec le résidu cystéine catalytique de la Ldt, étant donné que
les antibiotiques de la classe des B-lactames miment le tétrapeptide-tige du PG (Bianchet et al. 2017,
Kumar et al. 2017). Chez E. coli, les Ldts ne sont pas indispensables a la croissance en conditions de
laboratoire puisque le mutant dépourvu des 5 Ldts identifiées (LdtA, LdtB, LdtC, LdtD, et LdtE, ou
respectivement, ErfK, YbiS, YcfS, YcbB et YnhG) est viable (Magnet et al. 2008).
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L,D-endopeptidase et autres protéines de la famille YkuD

Les hydrolases de la famille YkuD sont une découverte récente (Bahadur et al. 2021; Winkle et al.
2021). Cette famille est représentée par LdtF (anciennement YafK ou encore DpaA) chez E. coli (Fig.
21.A et 21.B). Malgré la présence d’un domaine catalytique YkuD (33 % et 41 % d'identité de séquence
avec le domaine catalytique YkuD de LdtD et de LdtE), ainsi qu’une cystéine catalytique, LdtF ne
posséde pas d’activité transpeptidase (Magnet et al. 2008; More et al. 2019). En effet, le second résidu
apres la cystéine catalytique LdtF est un résidu alanine (A) ou asparagine (N) a la place du résidu
arginine (R) (CIR=>CIA) retrouvé chez les transpeptidases YkuD (Bahadur et al. 2021; Winkle et al. 2021)
(Fig. 21.A). De fait de ce changement de résidu, ces enzymes ne sont pas des transpeptidases
responsables du couplage covalent de peptides-tiges ou de Lpp au PG, mais sont des L,D-
endopeptidases hydrolysant la liaison amide entre le m-Dap® et le Gly* d’un tétrapeptide-tige
(carboxypeptidase) ou entre le mDap? et la Lys®® C-terminale de Lpp (endopeptidase) (Winkle et al.
2021) (Fig. 21.B). Ainsi, LdtF est responsable du détachement de Lpp du PG et régulerait la formation
des couplages covalents entre la ME et le PG (Bahadur et al. 2021). Par ailleurs, la présence
d’homologues de LdtF chez des bactéries ne possédant pas Lpp suggére qu’elle aurait d’autres
substrats chez ces espéces (Winkle et al. 2021). De plus, I'analyse de la composition du PG chez des
mutants de /dtD, IdtE et IdtF chez E. coli a montré que I'action de LdtF stimulait I'activité de couplages
3->3 réalisés par LdtD et LdtE (More et al. 2019). En conséquence, le niveau de couplages 3—3 du PG
augmente lors de la co-expression de LdtF avec LdtD ou LdtE (Montdn Silva et al. 2018; More et al.
2019). Ceci suggere le réle important du remodelage des couplages du PG pour I'activité des Ldts, ce
qui rejoint les observations de Voedts et ses collaborateurs (Voedts et al. 2021). En effet, 'action de
LdtF permettrait un remodelage dynamique du PG au cours du cycle cellulaire. Le détachement de Lpp
du PG serait bénéfique pour les bactéries dans certaines conditions de stress, notamment en présence
de mécilliname, et devient essentiel lorsque I’export de LPS a la ME est compromis (Winkle et al. 2021).
De maniére intéressante, les homologues de LdtF sont présents chez les nombreuses bactéries a Gram-
négatif dont certaines ne possédent pas Lpp. Chez ces bactéries, LdtF pourrait agir sur certaines autres
protéines non encore identifiées. LdtF est également impliquée dans la formation de biofilms chez E.
coli EAEC (Sheikh et al. 2001).

Les enzymes possédant un domaine catalytique de la famille YkuD ne sont pas toutes des Ldts. En
effet, ElsL, une enzyme possédant un domaine YkuD mais dépourvue de peptide-signal a récemment
défini une toute nouvelle classe de L,D-carboxypeptidase cytoplasmique, une enzyme critique dans le
recyclage du PG (Dai et al. 2021). ElsL a une activité carboxypeptidase in vitro catalysant I'élimination
du D-Ala* terminal des tétrapeptides mais pas des pentapeptides. La délétion du géne elsL entraine
I’'accumulation de tétrapeptides ne pouvant pas étre utilisés comme peptides-donneurs 43 par les
PBPs. Seules les Ldts peuvent prendre en charge les tétrapeptides dans une réticulation 323 pour
assurer la réticulation du PG dans un mutant e/sL (Fig. 20.B). De fait, cela explique que le double mutant
elsL Idtap ne soit pas viable, et que la surexpression de Ldta, restaure partiellement les phénotypes du
mutant elsL. Le mutant elsL est caractérisé par la perte de la forme allongée de la bactérie, I'altération

de la croissance, une hypersensibilité aux antibiotiques ciblant la paroi cellulaire septale, et des défauts
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structurels de la paroi cellulaire, y compris une augmentation des liaisons 3->3 avec une réduction de
la réticulation globale du PG. Ces phénotypes sont similaires a ceux d’un mutant rod, la machinerie
cellulaire de I'élongation, ce qui suggére une relation entre le systeme de recyclage du PG et
I’élongation cellulaire (Dai et al. 2021).

a. Les L,D-transpeptidases (Ldts) sont responsables de la réticulation 33 du PG et
de I'attachement de la lipoprotéine de Braun (Lpp) au PG chez E. coli

La transpeptidation réalisée par les Ldts (Interpro IPR0O05490) aboutit au couplage 33 de deux
peptides-tiges adjacents (Fig. 20.B). Le mécanisme de transpeptidation differe sensiblement de celui
de PBPs car les résidus catalytiques, les substrats et les produits de la réaction sont différents (Fig. 20.A
et 20.B). La cystéine catalytique des Ldts réalise une attaque nucléophile sur la liaison mDAP3-D-Ala*
du substrat tétrapeptide-tige « donneur » (Hugonnet et al. 2016; Magnet et al. 2008; Mainardi et al.
2005). Cette réaction entraine le départ concomitant du résidu D-Ala* du tétrapeptide-tige (activité
carboxypeptidase) et entraine la formation d’un complexe entre 'enzyme et le résidu mDAP? du
tripeptide-tige « donneur ». Le complexe acyle-enzyme subit par la suite une hydrolyse par I'amine
primaire d’un résidu mDAP® ou Lys® (aminolyse) d’un peptide-tige adjacent appelé peptide
« accepteur ». Ceci méne a la formation d’une liaison peptidique 33 (mDAP3-mDAP?3) entre le mDAP?
d’un peptide-tige « donneur » et le mDAP? ou Lys® d’un peptide-tige « accepteur » (Fig. 20.B). Etant
donné que la fonction amine est portée par le 3¢ résidu du peptide-tige, les penta-, tétra- ou tri-
peptide-tige le possédant peuvent tous jouer le réle d’« accepteur » d’acyle dans la réaction de

transpeptidation.

De maniére générale, chez E. coli, les liaisons 3-3 sont moins abondantes que les liaisons 4->3 au
sein du PG en phase exponentielle de croissance (6 a 7 % contre 93 a 94 % pour les PBPs). Toutefois,
le pourcentage de couplages 3->3 augmente jusqu’a 13 % en phase stationnaire (Lavollay et al. 2008),
et ceux-ci sont plus abondants en conditions de stress, lorsque le remodelage ou le renforcement du
PG est indispensable. Par exemple, en présence d’antibiotiques de groupe B-lactames, les couplages
323 deviennent cruciaux pour la survie de la bactérie. Cependant, chez les Mycobactéries et les
Clostridiales, les liaisons 3-3 sont majoritaires, 60 a 80% (Bern et al. 2017; Lavollay et al. 2008; Peltier
et al. 2011). Bien que les Mycobactéries possédent six Ldts (LdtA a F) et que leur PG contient 80 % de
couplages 323, seule LdtC est majoritairement responsable de ces couplages (Sanders et al. 2014). La
délétion de IdtC a le plus grand effet sur la sensibilité aux carbapénemes de Mycobacterium smegmatis
par rapport aux mutants manquant d'autres genes Idt (Francis et al. 2023). Un mutant de M.
smegmatis dépourvu des cing genes IdtA, B, D, E, F présente un phénotype sauvage, a I'exception d'une
sensibilité accrue a la rifampicine. En revanche, un mutant dépourvu des six génes /dt, dont /dtC,
présente des multiples défauts de l'enveloppe: il est sensible a la température et a divers
antibiotiques. Ces résultats indiquent que LdtC est capable de fonctionner comme la seule Ldt chez M.
smegmatis (Francis et al. 2023). Les couplages 3->3 conferent certains avantages a la survie de la

bactérie.
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L,D-transpeptidases responsables de la réticulation 3->3 du PG

L’analyse du PG de mutants /dt d’E. coli par HPLC-MS a montré que la délétion des génes ynhG
(IdtE) et ycbB (IdtD) a aboli la formation de liaisons 33 entre les peptides-tiges (Magnet et al. 2008).
LdtD (YcbB) et LdtE (YnhG) sont donc responsables de la réticulation 33 du PG chez E. coli (Fig. 20.A).
Cependant, en conditions de culture en milieu liquide, les couplages 33 ne semblent pas étre
indispensables. En effet, la délétion des deux génes de Ldts impliqués dans les couplages 33 chez E.
coli ynhG (IdtE) et ycbB (IdtD) (Magnet et al. 2008) n’a provoqué aucun défaut visible de croissance en
conditions de laboratoire (Sanders et Pavelka 2013). Par ailleurs, le suivi de I'expression de Ldts d’E.
coli par fluorescence a montré que l'incorporation d’acides-aminés fluorescents est dépendant du pH.
En effet, LdtD serait fonctionnelle a pH 7 mais pas a pH 5, contrairement a LdtE qui est plus active a pH
5qu’a pH 7 (Montdn Silva et al. 2018). LdtE est une Ldt de ménage capable de former des liaisons 323
tout le long du cycle cellulaire de la bactérie, mais nécessite la coopération de LdtF (More et al. 2019).
LdtE est particulierement active en phase stationnaire car IdtE et IdtF y ont une expression maximale.
En effet, I'expression de ynhG et yafK est controlée par RpoS, le facteur sigma alternatif pour
I'expression des génes en phase stationnaire (Battesti et al. 2011; More et al. 2019; Weber et al. 2005).
De méme, Ldtpse1 de P. aeruginosa, ’homologue de LdtE (YnhG) d’E. coli, n’est pas capable de former
des liaisons 33 en cas d’inhibition des PBPs par les B-lactames (Hugonneau-Beaufet et al. 2023;
Hugonnet et al. 2016).

Comme vu précédemment, le couplage 323 du PG est associé a une résistance accrue de la
bactérie aux antibiotiques de la classe des B-lactames (Mainardi et al. 2005). Bien les deux enzymes
LdtD et LdtE soient capables de former des liaisons 323 dans le PG, seule LdtD est impliquée dans la
formation de liaisons 323 en condition de stress (Moré et al. 2019). Chez E. coli, la sélection de
mutants résistants a la ceftriaxone, une B-lactamine de la classe des céphalosporines, entraine un
contournement de I'activité des PBPs par celle de la LdtD (YcbB) (Hugonnet et al. 2016), et permet
ainsi la survie de la bactérie. LdtD est induite par la réponse au stress de I'enveloppe via le systéme
CpxAR (Delhaye et al. 2016) (Fig. 11.b). Cette réponse est induite lorsque l'intégrité de la ME est
compromise, notamment chez un mutant IptC pour lequel la synthese et I'adressage de LPS a la ME
est interrompue (Bernal-Cabas et al. 2015), chez le double mutant /dtE IdtF ou encore lors de
I'utilisation d’antibiotiques de la classe des B-lactames (Moreé et al. 2019). Dans le cas de |'activation
du systéme CpxAR, I'expression de LdtD prévient la lyse de la cellule en augmentant la proportion de
couplages 33 au sein du PG. Chez E. coli, I'expression de YcbB (LdtD) permet ainsi de remplacer en
partie I'activité des cinq PBPs de classe A et B, et serait a elle seule responsable de la résistance aux B-
lactames (Hugonnet et al. 2016). Toutefois, Hugonnet et ses collaborateurs ont identifié que la
production des alarmones nucléotidiques (p)ppGpp (guanosine tétra- ou penta-phosphate)
synthétisées par RelA était indispensable au remplacement fonctionnel des PBPs, en permettant a la
bactérie de résister a une large gamme de B-lactames. (p)ppGpp déclenche la réponse stringente, une
réponse au stress largement conservée qui controle I'adaptation de la bactérie a la privation de
nutriments. Cette réponse est activée par un certain nombre de signaux de stress, y compris les stress
nutritionnels (Hauryliuk et al. 2015). (p)ppGpp joue un role clé dans la réponse au stress et I'entrée de
la cellule en quiescence lorsque celle-ci rencontre des conditions défavorables a sa croissance. Les

mécanismes directs reposent sur la liaison de I'alarmone a une cible moléculaire et sur sa régulation,
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tandis que les mécanismes indirects reposent sur les changements dans les concentrations de GTP et
d'ATP, provoqués par la production de (p)ppGpp. Par exemple, la synthése de (p)ppGpp inhibe la
réplication de I'ADN, la biosynthése du GTP et la transcription, sa cible principale (Diez et al. 2020).
Chez E. coli, cette régulation repose sur la liaison directe de I'alarmone aux sous-unités B'- et w de
I'ARN polymérase (RNAP), tandis que chez B. subtilis, la régulation est indirecte et repose sur les
changements de concentration du nucléotide initiateur. Outre la transcription, la production de
(p)ppGpp régule plusieurs autres processus cellulaires, tels que la biosynthése des protéines (en
réduisant la biogenése des ribosomes), la réplication, la réponse au stress acide, le métabolisme des
polyphosphates, la biosyntheése et I'absorption des nucléotides et (par le biais d'une interaction directe
avec RelA). Les effets de la (p)ppGpp couvrent un continuum allant des réponses de survie aigués
provoquées par des stress tels que la privation de nutriments ou le choc thermique, médiées par des
niveaux élevés de (p)ppGpp, au role "d'entretien" des niveaux basaux de (p)ppGpp dans les processus
métaboliques normaux, tels que la production d'acides aminés et de nucléotides. La surproduction de
I"alarmone est aussi connue pour réguler le taux de croissance bactérien et des réponses aux stress
liées a I'exposition aux antibiotiques. En effet, (p)ppGpp joue un rdle clé dans la virulence et la
persistance bactériennes (formation de cellules tolérantes aux antibiotiques) (Hauryliuk et al. 2015).
C'est pourquoi il a récemment été mis au point des inhibiteurs spécifiques de ce processus, qui
constituent un point de départ pour le développement futur de nouveaux composés anti-virulence. En
effet, la surproduction de (p)ppGpp dans un mutant ycbB augmente la tolérance a I'ampicilline en
diminuant d’un facteur 1000 le taux de mortalité des cellules. De plus, la surexpression de I'alarmone
induit la résistance a la mécilliname (B-lactame) et a des antibiotiques non B-lactames comme la
cirpofloxacine qui agit sur 'ADN topoisomérase. Il a d’ailleurs déja été montré que I'expression
hétérologue de YcbB dans un mutant ycbB relA ne synthétisant pas I'alarmone (p)ppGpp, ne permet
pas de contourner I'effet des B-lactames, tandis que I'expression hétérologue de YcbB et RelA méne a
la résistance a une large gamme de B-lactames (Hugonnet et al. 2016). La méme étude a permis de
localiser I'activité d’YcbB (LdtD), grace a I'utilisation d’un dérivé fluorescent de D-Ala. L’analyse de la
fluorescence au niveau de deux cellules en division suggere que LdtD et ses substrats tétrapeptides
sont préférentiellement localisés au septum (Hugonnet et al. 2016). Néanmoins, en condition ou YcbB
(LdtD) est la seule transpeptidase fonctionnelle dans la cellule, celle-ci nécessite I'action préalable
d’enzymes partenaires fournissant le substrat tétrapeptidique et permettant la synthese et
I’élongation du PG. En effet, I'activité glycosyltransférase d’une enzyme partenaire est indispensable a
I’élongation de chaines de glycanes, puisque YcbB ne posséde pas de domaine glycosyltransférase.
Ainsi, d’une part, PBP5 (DacA), la D,D-carboxypeptidase principale chez E. coli génére les tétrapeptides
substrats d’YcbB (Hugonnet et al. 2016). En raison de sa faible affinité pour les B-lactamines, PBP5 est
capable de conserver son activité a des concentrations de B-lactamines inhibant les autres PBPs. En
revanche, elle est inhibée a de fortes concentrations de B-lactames (Caveney et al. 2019). D’autre part,
la PG synthase majeure chez E. coli, PBP1b, possede a la fois une activité D,D-transpeptidase et une
activité glycosyltransférase stimulée par LpoB (Markovski et al. 2016). Or, les B-lactames inhibent le
domaine transpeptidase, mais pas le domaine glycosyltransférase de PBP1lb, ce qui permet
I’élongation des chaines de glycanes en présence d’antibiotique. De fait, PBP1b, LpoB et PBP5 sont

essentielles a I'activité enzymatique de YcbB en présence de B-lactames (Hugonnet et al. 2016). Par
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ailleurs, des expériences de pontage chimique suivies d'immunoprécipitation suggérent que LdtD et
PBP1b forment un complexe (More et al. 2019). Ainsi, lors de défaut majeur de I'assemblage de la ME,
dans un mutant IptC, YcbB (LdtD) interagit physiquement avec PBP1b pour restaurer I'intégrité du
saccule (More et al. 2019). Les raisons de la formation d’un tel complexe n’ont pas été explorées a ce
jour. On peut néanmoins suggérer que le rapprochement spatial de PBP1b et de LdtD au niveau du PG
favorise la succession coordonnée des activités glycosyltransférase et carboxypeptidase de PBP1b,
ainsi que I'activité transpeptidase de YcbB (LdtD), permettant une mise en place rapide et efficace des
couplages 33 au sein du PG. Ainsi, PBP1b incorpore les disaccharides pentapeptides au PG par
I'activité glycosyltransférase, puis régénere des tétrapeptides qui sont, rapidement prises en charge
par LdtD pour générer des couplages 3—3. Un modeéle similaire a été proposé par More concernant
I’élongation du PG par la coopération de YcbB et la D,D-carboxypeptidase PBP6a, permettant de
renforcer le PG en réponse au défaut de synthese de la ME dans le contexte de délétion de /ptC (More
et al. 2019). C’est probablement pour cette méme raison que les domaines de glycosyltransférase et
de transpeptidase sont naturellement fusionnés au sein d’une seule protéine, comme c’est le cas chez
les PBPs de classe A. Par ailleurs, le suivi I'activité de LdtD par radiomarquage de lipide Il a révélé que
LdtD préfére le PG naissant nouvellement synthétisé par PBP1B, et dont le D-Ala’ a été clivé par PBP6a
(More et al. 2019). Ainsi, la LdtD est capable de coopérer avec l'activité glycosyltransférase de PBP1B
et des D,D-carboxypeptidases pour utiliser les PG naissants comme substrat, ce qui est cohérent avec

un réle dans le remodelage du PG lors des défauts d’assemblage de la ME (More et al. 2019).

Dans de nombreuses situations de stress (limitation des nutriments, limitation d’azote,
températures élevées, choc froid), le PG est remodelé par YcbB, ce qui confere une meilleure
résistance et une meilleur fitness a la bactérie (Nallamotu et al. 2023). Par exemple, en cas d’exposition
aux B-lactames, le niveau de liaisons 3->3 réalisées par LdtD est augmenté, ce qui renforce le PG et
permet d’éviter la lyse de la cellule (More et al. 2019). LdtD ne serait pas la seule enzyme indispensable
a une telle réponse adaptée, mais il semblerait plutét que le remodelage du PG soit une action
concertée de plusieurs enzymes comme PBP1B, son activateur LpoB, et la carboxypeptidase PBP6a
(More et al. 2019). De plus, chez E. coli, le choc froid en phase exponentielle provoque un remodelage
du PG par LdtD (YcbB), dont la traduction est facilitée par I’ARN hélicase DeaD, elle-méme induite par
le choc froid (Nallamotu et al. 2023). Ces exemples démontrent la polyvalence et la robustesse du

processus de synthese du PG.

Ldts impliquées dans la le couplage covalent de Lpp au PG

Dans le chapitre précédent, nous avons vu que le groupement amine du 3° résidu (mDAP? ou Lys?)
du peptide « accepteur » était indispensable a I'aminolyse lors de I'étape de transpeptidation. Elle
permet la formation de liaison 33 au sein du PG. Autrement dit, un peptide peut étre « accepteur »
s’il posséde une amine libre au niveau du mDAP? ou Lys®. Néanmoins le peptide-tige n’est pas le seul
substrat « accepteur » d’acyle des Ldts. Les protéines, comme la lipoprotéine de Braun (Lpp) possédant
une lysine C-terminale peuvent se substituer au peptide « accepteur » et ainsi former une liaison
covalente entre le groupe g-amine de la lysine et le groupe carbonyle du mDAP? avec un peptide-tige
« donneur » mDAP3*->Lys*® (Lpp) (Braun et Rehn 1969) (Fig. 20.C).
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A cause de la synténie de génes ynhG (IdtE) et Ipp sur le chromosome d’E. coli, on a pu penser que
YnhG (LdtE) serait impliquée dans le couplage de Lpp au PG (Asmar et Collet 2018). Néanmoins, chez
E. coli, les LdtA, LdtB et LdtC (ErfK, YbiS et YcfS) sont responsables du couplage de Lpp au PG, mais ne
sont pas impliquées dans la réticulation du PG (Magnet et al. 2007). Chez E. coli, LdtA est présente en
70 copies chez E. coli, LdtB en 5000 copies et LdtC en 500 copies (Li et al. 2014). Magnet et ses
collaborateurs ont montré qu’en conditions de laboratoire, le couplage de Lpp au PG était aboli dans
le mutant /dtB (Magnet et al. 2007). Ainsi, pour son nombre de copies plus important, LdtB serait
majoritairement responsable du couplage de Lpp au PG en phase exponentielle de croissance et en
conditions de laboratoire (Asmar et Collet 2018; Li et al. 2014). La délétion des geénes de trois Ldts
impliquées dans le couplage de Lpp au PG est associée a de nombreux défauts de I'enveloppe comme
la déstabilisation de la ME, une sensibilité accrue a I'EDTA, et une augmentation de la perméabilité de
la ME. Les bactéries présentant ces défauts sont toutefois viables (Sanders et Pavelka 2013). Bien que
les Ldts soient insensibles a I'action des B-lactames, Voedts et ses collaborateurs ont montré que les
B-lactames empéchaient I'attachement de Lpp au PG, et que I'exposition a la ceftriaxone (une
céphalosporine de 3¢ génération) augmentait la perméabilité de la ME (Voedts et al. 2022). Les auteurs
proposent que les dommages a la ME sont causés par les especes réactives de I'oxygene (ROS), puisque
une peroxydation lipidique accrue a été détectée dans les conditions d’anabolisme important du PG

lors de I'inactivation des PBPs par la ceftriaxone (Voedts et al. 2022).

b. Quel est I'impact de 'activité des Ldts sur I'intégrité de I’enveloppe ?

L'intégrité de I'enveloppe est cruciale pour la survie de la bactérie. Celle-ci peut étre évaluée grace
a I'exposition de la ME a divers composés chimiques comme I'EDTA (qui chélate les ions Mg?* du LPS
et prévient la stabilisation de la ME), ainsi que le SDS ou les sels biliaires qui solubilisent les membranes
par leur activité détergent (Lazzaroni et Portalier 1981; Sanders et Pavelka 2013). L'importance du réle
des Ldts dans la stabilisation de I'enveloppe peut étre testée par utilisation de ces composés
chimiques. Chez P. aeruginosa, la délétion du géne codant pour la Ldtpse; impliquée dans le couplage
de I"'homologue de Lpp (d’Oprl) au PG, cause un phénotype similaire a la délétion du gene opr!
(Hugonneau-Beaufet et al. 2023). L'enveloppe des mutants oprl ou Idtpee; est déstabilisée. Cela se
traduit par une sensibilité accrue a I'EDTA, a cause de la perte de la lipoprotéine Oprl ou de son
attachement covalent au PG. Ces phénotypes ne sont pas observables chez les mutants Idtpees et Idtpges,
car les protéines correspondantes sont respectivement impliquées dans la réticulation 3->3 du PG et
le détachement d’Oprl du PG (Hugonneau-Beaufet et al. 2023), ce qui confirme les résultats similaires
obtenus chez E. coli (Sanders 2013). La délétion de genes Idtrae1, Idtraes, Idtrees chez P. aeruginosa
impacte la formation de biofilms, mais pas la motilité (Hugonneau-Beaufet et al. 2023). Chez P.
aeruginosa, le PG est formé de 44,2 % de couplages en condition biofilm, alors qu’il en est formé de
33,9 % en condition planctonique (Hugonneau-Beaufet et al. 2023). Ainsi, les conditions de biofilm
semblent favoriser I'activité de Ldtpse;, Unique Ldt responsable de la réticulation du PG chez P.
aeruginosa. En effet, la proportion de diméres de PG attachés en 33 est de 11,3 % parmi tous les
dimeéres chez P. aeruginosa en condition de bioflim, alors que le couplage 33 n’est pas détecté en

phase exponentielle de croissance (Hugonneau-Beaufet et al. 2023). De plus, la proportion d’Oprl
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attachée de maniere covalente au PG augmente significativement en condition de biofilm, comparé a
la condition planctonique, indiquant que Ldte.e est plus active dans ces conditions de croissance. Ainsi,
I’étude des mutants /dts de P. aeruginosa et I'expression hétérospécifique des geénes Idts de P.
aeruginosa chez E. coliindiquent que la formation de diméres 3->3 et I'ancrage des lipoprotéines sont
respectivement médiés par Ldtp.e1 et Ldtpraez, tandis que Ldteaes ne catalyse aucune des deux réactions

(Hugonneau-Beaufet et al. 2023).

c. Redondance des Ldts

Les raisons de la présence de multiples copies de génes Ldts chez E. coli comme chez certaines
autres bactéries ne sont pas encore résolues. Une telle redondance pourrait étre liée a des spécificités
enzymatiques propres a chaque Ldt. Ainsi, diverses Ldt pourraient étre spécialisées dans le couplage
au niveau de régions spécifiques du PG. Par exemple, certaines Ldts seraient spécifiqguement
impliquées dans la reconnaissance d’'un PG de composition particuliére, tant en termes de maturation
des chaines de glycanes, qu’en composition en acides aminés des peptides-tiges. Elles localiseraient
ainsi leur activité enzymatique davantage au septum ou dans certaines zones du PG nécessitant des
couplages et des remodelages locaux. Ainsi, 'activité d’YcbB (LdtD) ainsi que ses substrats
tétrapeptides ont été localisés au septum d’E. coli, grace a la visualisation par la fluorescence d’'un
dérivé de D-Ala (Hugonnet et al. 2016; Montdn Silva et al. 2018). Par ailleurs, la raison de la diversité
des Ldts entre les especes bactériennes serait due a la diversification de la composition du PG. Cette
diversité associée a des événements de spéciation, aurait mené a I’évolution paralléle des Ldts,
affectant la spécificité de substrat (notamment le peptide-tige accepteur d’acyle) (Magnet et al. 2008).
En effet, la Ldts d’Enterococcus faecalis est capable d’hydrolyser la liaison L-Lys®-D-Ala* d’un
tétrapeptide (L,D-carboxypeptidase) et d’'un pentapeptide (L,D-endopeptidase), contrairement aux
Ldtim, et Ldtss qui possedent uniquement |'activité L,D-carboxypeptidase. Ainsi, les trois enzymes sont
spécifiques de leur peptide-tige accepteur d’acyle. Cependant, Ldts, tolére la substitution L-Lys3-D-iAsn
par L-Lys*-L-Ala-L-Ala dans le peptide-tige donneur et Ldtg, tolére la substitution mDAP? par L-Lys3-D-
iAsn et L-Lys’-L-Ala—Ala dans le peptide-tige donneur (Magnet et al. 2008). La redondance
fonctionnelle de Ldts pourrait également résulter de I'adaptation des enzymes aux diverses conditions
environnementales rencontrées par la bactérie, ou dans différentes conditions de croissance. Elles
seraient ainsi exprimées différemment dans diverses conditions (Asmar et Collet 2018). Cela est par
exemple illustré par I'activité optimale de LdtD et LdtE a pH 7 et pH 5, respectivement (Montdn Silva
et al. 2018), et que I'expression de ynhG s’effectue en phase stationnaire, sous le controle de RpoS
(Battesti et al. 2011). Souvent, les fonctions trés importantes sont assurées par la multiplication et/ou
duplication de copies de genes correspondants. Cette redondance permet des variations plus au moins
importantes au niveau de la régulation transcriptionnelle et de leurs propriétés enzymatiques
(Hugouvieux-Cotte-Pattat et al. 2014). Ainsi une redondance apparente de Ldt chez protéobactéries

peut refléter I'importance de ces enzymes pour la survie de bactéries.
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I— — ANAANAANNS
340 350 360 370 380
A. baumannii GNIWIGLS-KKSFGIHGTPNPSLISKT-———-—- ASHGCIRILTNWDANDLGN--
E. coli GRYKFNMPSSEATIYLHDTPNHNLFKRDTRA--LSSGCVRVIN--KASDLAN--
e - V. cholera_e GTYKEFNTPNSRAIYLHDTPSKHLFNNASRA--FSSGCIRVE--NAEKFAQ--
C. rodentium GRYKFNMPSSDAITYLHDTPNHTLFSKDARA--LSSGCVRVN--KASELAN--
S. Typhi GRYKFNMPSSDAIYLHDTPNHTLFQRDARA--LSSGCVRVN--KASELAN--
K. pneumoniae GLYALYIG-RL-[YAIHGTNANFGIGLR-----— VSHGCVRILRNDDIKFLFE--
E. faecium VNYWMPID-WTGVGIHDSDWQPEYGGDLWKTRGSHGCINTIPPSVMKELFG--
Sram B. subtilis GAYWLSLS-AAHYGIHGTNNPASIGKA----- VSKGCIRMHNKDVIELAS--
X. cellulosilytica -WRPKYF--RGGYAVHGSS---SIPTYP----ASHGCVRVISNAAMNWLWDSW
S. nassauensis -PYWQNF--NNGEGLHTTTT--YIHEPWI---GSHGCVNLLPSDSKKLYE--
B.

Figure 22. A. Alignement du site actif YkuD de quelques Ldts de bactéries a Gram-positif et a Gram-négatif. Les
deux résidus catalytiques sont surlignés en jaune. La structure secondaire et la numérotation des résidus de LdtAb
d’A. baumannii sont indiquées au-dessus des séquences. Le motif catalytique YkuD est indiqué par I'encadré. B.
Structure du domaine catalytique d’YcbB (LdtD) d’E. coli. a. Représentation en ruban du domaine catalytique
d’YcbB (résidus 375-576 colorés en arc-en-ciel du bleu (N-terminus) au rouge (C-terminus)). Le méropénéme est
représenté en noir. b. L'architecture du domaine catalytique d'Enterococcus faecium Ldts (PDB ID 3ZGP17) et de
Bacillus subtilis YkuD (PDB ID 1Y7M13) met en évidence les différences observées entre les domaines catalytiques
de L,D-transpeptidases dans la région de la boucle de coiffage. c. Représentation de la surface en coupe du domaine
catalytique YcbB, montrant la fente coiffée formée entre les sites donneur et accepteur par le sous-domaine de la
boucle de coiffage. Les Cys528 et His509 catalytiques sont colorés en jaune et en bleu respectivement. Le
méropénéme (bleu) est superposé a sa position dans le site donneur, acylant la cystéine catalytique. d.
L'architecture du site actif d’E. coli YcbB. La Cys528 catalytique est acylée par le méropénéme. D’aprés Caveney et
al. 2020 et Toth et al. 2022.



d. Structure et domaines des Ldts

En raison de leur importance pour la survie de bactéries, notamment pour la stabilisation
d’enveloppe et le contournement de la sensibilité aux B-lactames, Les Ldts ont fait 'objet de
nombreuses études structurales. Ces travaux ont permis de mieux connaitre le mécanisme catalytique
de Ldts, de comprendre comment elles parviennent a contourner les antibiotiques de la classe des B-
lactamines, et de comprendre les raisons de leur inhibition par les carbapénémes. Jusqu’a récemment,
14 structures de Ldts ont été déterminées par cristallographie aux rayons-X (Aliashkevich et Cava
2022). Par ailleurs, de multiples structures de Ldts co-cristallisées avec des antibiotiques ou leur
substrat NAG-NAM-tétrapeptide sont également disponibles sur RCSB-PDB (Bianchet et al. 2017;
Lecoq et al. 2013; Zhao et al. 2019). A titre d’exemple, Caveney et ses collaborateurs ont récemment
rapporté la structure d’YcbB (LdtD) d'E. coli co-cristallisée avec le méropénem acylé sur la cystéine
catalytique, afin de comprendre le mode d’inhibition des Ldts par les carbapénémes (Caveney et al.
2019).

Rappelons que toutes les Ldts possedent un domaine catalytique de type YkuD avec un site actif
conservé (HXis.1s[S/TIXGCh[R/N]), ol ‘X’ représente n’importe quel acide-aminé, et ‘h’ un résidu
hydrophobe (Fig. 22.A). La structure moléculaire du domaine YkuD posséde une conformation
consistant en un sandwich béta avec deux feuilles mixtes, I'une contenant cinq brins et I'autre six brins.
Les deux feuilles béta forment une poche surmontée par une hélice alpha (Fig. 22.B). Les domaines
YkuD peuvent étre dupliqués ou perdre leur fonction initiale, au profit d’un réle dans la liaison au PG.
Par exemple, Ldtese; de P. aeruginosa posseéde deux domaines catalytiques de la famille YkuD. Le
premier domaine appelé Ldtp.e1 porte une cystéine catalytique (SHGCIR), tandis que le second, appelé
Ldtpae11 Ne possede pas de résidu cystéine (QLGKIR) et ne serait pas fonctionnellement actif. Les auteurs

ont suggéré que ce domaine serait impliqué dans la liaison au PG (Hugonneau-Beaufet et al. 2023).

Certaines Ldts possedent des domaines supplémentaires impliqués dans des fonctions biologiques
différentes. En effet, de nombreux enzymes de la famille YkuD possedent des domaines de liaison non
covalents au PG, impliqués dans la reconnaissance et I'attachement au PG par liaisons faibles (voir §IV).
Les domaines de liaison au PG permettraient aux Ldts de se fixer a des régions particulieres du PG, et
y assurer une fonction spécifique vis-a-vis du PG comme la maintenance, le remodelage ou le couplage
de peptides-tiges (Aliashkevich et Cava 2022; Morlot et al. 2005). Parmi les trois Ldts d’E. coli qui
catalysent le couplage de Lpp au PG, Erfk, YcfS et YbiS (respectivement, LdtA, LdtB et LdtC, seule YcfS
(LdtC) possede un domaine supplémentaire de liaison au PG, LysM (Winkle et al. 2021) (Fig. 21.A). LdtC
n’étant pas la Ldt principalement impliquée dans le couplage de Lpp chez E. coli (Magnet et al. 2007),
il se pourrait qu’elle soit active dans des conditions tres particuliéres, qui restent encore a déterminer.
LdtE (YnhG) d’E. coli possede également un domaine LysM, tandis que LdtD (YcbB) comporte trois
domaines : un domaine catalytique de type YkuD possédant un sous-domaine en boucle-coiffe qui
serait impliquée dans la liaison et la libération du substrat, un domaine de liaison non covalent au PG
et un grand domaine d’échafaudage dans la région N-terminale potentiellement impliqué dans les
interactions protéine-protéine avec les PBP5 et PBP1b (Caveney et al. 2019; Horita et al. 2014). La
présence de domaines de liaison au PG sur au sein des enzymes impliquées dans la réticulation du PG

renforce leur capacité a se lier au PG, comme cela a été démontré pour d'autres enzymes contenant
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Figure 23. Comparaison structurale des Ldts de S. Typhi, E. coli et E. faecium. Les LdtD (YcbB) d'E. coli et de S. Typhi
sont homologues. Elles partagent la méme topologie (périplasmique) et I'organisation en domaines : un domaine
catalytique YkuD, comprenant un sous-domaine de couverture du substrat, un domaine de liaison au PG, et un
domaine d'échafaudage. La Ldt d'E. faecium est ancrée a la Ml par un segment transmembranaire. Ldtm se
compose de deux domaines : un domaine N-terminal avec un repliement mixte alpha-béta, et le domaine
catalytique C-terminal. Les structures protéiques sont colorées en arc-en-ciel allant de l'extrémité N (bleu) a
I'extrémité C (rouge). D’apres Cava et al. 2022. B. Diversité structurale des Ldts de différentes bactéries. Les signes
-/+ a coté des noms indique si la bactérie est Gram - ou Gram +, excepté pour LdtMt1 et LdtMt2 de Mycobacterium
tuberculosis. Les sites catalytiques sont colorés en vert, les domaines de liaison au PG sont en rose, les domaines
LysM sont en bleu clair. Les domaines exclusifs a une seule enzyme sont représentés en gris clair ou gris foncé.
D’apres Caveney et al. 2020 et Toth et al. 2022.



plusieurs domaines LysM non apparentées aux Ldts, comme la glucosaminidase AtlA d’Enterococcus
faecalis ou la kinase AtCERK1 d’Arabidopsis thaliana impliquée dans l'initiation de la réponse
immunitaire (Mesnage et al. 2014). Par ailleurs, certains domaines additionnels permettent un ancrage
de Ldts a la membrane cytoplasmique, par exemple un domaine transmembranaire de Ldts, chez E.
faecium (Biarrotte-Sorin et al. 2006) (Fig. 23.A), ou encore I'ancre lipidique des Ldts lipoprotéines,
Ldtme: et Ldtme chez M. tuberculosis (Kumar et al. 2017; Rahman et al. 2008).

Il est intéressant de noter que la taille et la quantité de domaines additionnels peuvent varier chez
les Ldts au sein d'une méme espece bactérienne (Fig. 21.A et 23.B). C'est par exemple le cas pour les
cing Ldts d’E. coli, évoquée ci-dessus. De telles variations peuvent refléter une certaine spécificité de
chaque isoenzyme. Chez Mycobacterium tuberculosis, les cing Ldts (Ldtu-s) ne partagent que 30 a 50
% d’identité de séquence, et quatre d'entre elles ont été caractérisées structuralement. Ldtm:, et Ldtwms
sont nettement plus longues que Ldtwu: et Ldtws (408 et 451 résidus vs 251 et 271 résidus
respectivement) et posseédent un domaine supplémentaire immunoglobuline-like, appelé BIgA
(Libreros-Zufiga et al. 2019). Il a été proposé que ces domaines supplémentaires permettaient le
positionnement optimal de la Ldt par rapport a son substrat. Par ailleurs, la Ldtu, possede un site
allostérique appelé S-pocket située a 21 A du site catalytique permettant la fixation des résidus de
glycane du PG. La présence d’un ligand dans la S-pocket influence la capacité du site catalytique a
accueillir substrat. De plus, une molécule B-lactame peut étre placée dans ce site de facon non

covalente, en plus de celle couplée de fagcon covalente par le résidu catalytique (Ahmad et al. 2022).

La comparaison structurale des paralogues LdtD (YcbB) impliquées dans la réticulation du PG de
quatre bactéries Gram-négatif E. coli, C. rodentium, S. Typhi et V. cholerae, montre qu'elles sont
hautement similaires (Toth, Stewart, et al. 2022). Effectivement, les quatre micro-organismes
appartiennent a la classe des y-protéobactéries, tandis que les trois premiers, encore plus étroitement
apparentés, appartiennent a la famille des entérobactéries. LdtD (YcbB) de ces bactéries sont des
protéines solubles périplasmiques, et possedent la méme structure monomérique composée de trois
domaines : un domaine catalytique de type YkuD possédant un sous-domaine en boucle-coiffe, un
domaine de liaison non covalent au PG et un grand domaine d’échafaudage dans la région N-terminale
(Fig. 23.A). Néanmoins, il est important de noter que toutes les Ldts impliquées dans la réticulation du
PG ne portagent pas la méme organisation (Fig. 23.A et 23.B). Bien qu’elle catalyse la réticulation du
PG, la Ldtim d’E. faecium (Gram-positif) ne possede pas les mémes domaines structuraux que celles de
la LdtD (YcbB) d’E. coli. En effet, Ldtm est ancrée a la Ml par un domaine transmembranaire et posséde
deux autres domaines: le domaine catalytique YkuD et un domaine composé de feuillets-B et
I'hélicesla. (mixed a-B fold) d’une fonction inconnue (Aliashkevich et Cava 2022; Biarrotte-Sorin et al.
2006; Caveney et al. 2019) (Fig. 23.A). Il semble probable que ces variations dans I'organisation
structurale de ces homologues YcbB soient liées aux différences de I'enveloppe de ces bactéries (les
Protéobactéries ou les Firmicutes, respectivement, a Gram-négatif ou a Gram-positif) ou encore a la
composition de leurs peptides-tiges. Etonnamment, la structure de Ldta, (effectuant la réticulation
3->3 du PG) chez la y-protéobactérie A. baumannii est trés différente en termes de taille, de
composition et de disposition des domaines par rapport a YcbB (LdtD) d’E. coli (Fig. 23.B). En effet,

Ldtap est plus petite et comprend le domaine catalytique YkuD et le domaine de liaison au PG de type
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PGBD, mais n'a pas de domaine d'échafaudage. En outre, elle possede un deuxieme domaine de liaison
au PG de type LysM qui, jusqu'a présent, n'a été identifié que dans deux autres Ldts impliquées dans
la réticulation du PG : YbiS de K. pneumoniae (Gram-négatif), un homologue d’YbiS d’E. coli (PDB ID
41ZH) et YkuD de B. subtilis (Gram-positif) (PDB ID 1Y7M) (Toth, Stewart, et al. 2022). Ldta, est unique
par rapport a toutes les autres Ldts caractérisées, car c’est la seule enzyme qui posseéde deux domaines
de liaison au PG distincts (Toth, Stewart, et al. 2022) (Fig. 23.B). Enfin, notons que la structure des Ldts
ne permet de pas prédire leur fonction de couplage des peptides-tiges ou leur fonction d’attachement
de Lpp au PG. Chez les protéobactéries, comme E. coli, YbiS (LdtB) est I'enzyme principalement
impliquée dans le couplage de Lpp au PG (Magnet et al. 2008). La structure d’YbiS chez K. pneumoniae
(Entérobactérie) montre la présence de trois domaines, un domaine LysM N-terminal, le domaine
catalytique YkuD conservé et un domaine C-terminal de fonction inconnue (Lecoq et al. 2013). Un
homologue de la LdtB (YbiS) impliquée dans le couplage de Lpp au PG est présente chez toutes les
entérobactéries, mais pas chez A. baumannii (Toth, Stewart, et al. 2022) (Fig. 23.B), bien qu’A.
baumanii posséde un homologue de /pp (Asmar et Collet 2018). Ldtas est ainsi I'unique Ldt présente
chez A. baumannii qui posséde une structure inhabituelle. Cette enzyme, impliquée dans la réticulation
du PG est faiblement inhibée par les carbapénémes. La superposition de quelques structures Ldts
connues (K. pneumoniae YbiS (PDB D 4LZH), B. subtilis YkuD (PDB ID 1Y7M), E. coli YcbB (PDB
ID 6NTW), C. rodentium YcbB (PDB ID 7KGM)) au domaine catalytique de Ldta, a montré que les neuf
brins B comprenant les deux feuillets B du site catalytique canonique YkuD de Ldt sont trés conservés
dans I'enzyme d’A. baumannii. De fagon plutot surprenante, le domaine catalytique de Ldta, est
structurellement le plus similaire (rmsd de 1,4 A) au domaine catalytique YkuD de Bacillus subtilis,
qu’aux domaines équivalents des Ldts des protéobactéries (rmsd allant de 1,6 A 3 2,8 A) (Toth, Stewart,
et al. 2022). De méme, on ne sait pas quels résidus du site actifs sont responsables d’'une des action
de transpeptidation du peptide-tige ou de la Lpp. Dans les enzymes homologues a YcbB qui participent
a la réticulation du PG, un résidu tyrosine conservé en position 350 (dans la numérotation des Ldtap,
Tyr507 chez YcbB d’E. coli) a été suggéré comme étant impliqué dans la protonation du groupe amine
partant lors de la formation de I'intermédiaire acyl-enzyme par liaison thioester (Caveney et al. 2019;
Clancy et al. 2010). L’'enzyme d’A. baumannii posséde un résidu glycine a cette position ; cependant,
un autre résidu tyrosine (Tyr311), situé sur le brin B8 du c6té opposé de la poche du site actif, pourrait
contribuer au mécanisme catalytique d’une maniére similaire a la tyrosine. Ainsi, les analyses
structurales des domaines catalytiques des Ldts sont importantes pour le développement de
molécules inhibitrices, et la découverte de sites allostériques ouvre la voie a de nouvelles approches

afin de développer de nouveaux inhibiteurs synthétiques des Ldts.

IV) L’attachement non covalent chez les bactéries a Gram-positif
et les bactéries a Gram-négatif

1) Les domaines d’attachement non covalent au PG (PG-binding domains, PGBD)

En raison de son omniprésence chez les bactéries et son role dans I'intégrité de leur enveloppe, le
peptidoglycane constitue une matrice de choix permettant la fixation de nombreuses protéines et des

complexes multiprotéiques a la paroi bactérienne. Le plus souvent, les protéines sont fixées au PG de
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maniére non covalente grace a des domaines spécialisés, appelés « PG-binding domains » (PGBD) ou
parfois, « cell wall binding domains » (CWBD ou CBD). Plusieurs types de PGBDs sont décrits dans la
littérature ; on peut citer les domaines AMIN, LysM, SPOR ou encore, OmpA-like. Par ailleurs, le PG, ou
plus exactement, les fragments du PG, constituent une signature spécifique aux bactéries, appelée des
motifs moléculaires associés aux pathogenes (PAMPs). Ainsi, les domaines PGBDs sont également
présents dans les récepteurs des cellules eucaryotes, puisqu’elles permettent la détection spécifique
du PG ou de chitine, homopolymére de GlcNac chez les champignons. De cette maniére, les domaines
PGBD (particulierement le domaine LysM) permettent de détecter le début d’une potentielle invasion
bactérienne ou fongique au sein d’une cellule eucaryote (Mesnage et al. 2014). Les domaines PGBD
sont composés d’'un nombre variable de résidus et sont souvent associés a des zones particuliéres du
PG. A titre d’exemple, les domaines SPOR se fixent exclusivement au PG dépourvu de peptides-tiges
dit « dénudé » retrouvé au septum. Comme le PG n’est localisé que dans le périplasme, les protéines
ayant un PGBD sont soit solubles dans le périplasme, soit périplasmiques mais attachées a une des
membranes. Par exemple, comme cela a été mentionné dans les chapitres précédents, certaines
protéines de remodelage ou de synthese du PG, comme les PBPs, les Ldts ou encore les amidases
possédent souvent un domaine PGBD, permettant une action coordonnée et plus efficace de ces

enzymes sur le PG.

Le domaine LysM (IPR0O00644, PF01476)

Le domaine LysM (Lysine Motif) présent dans plus de 11 000 protéines issues de procaryotes et
d’eucaryotes (Pfam ID PF01476). Le domaine a été identifié pour la premiére fois chez des enzymes
responsables de la dégradation de la paroi bactérienne : le lysozyme du phage ¢29 de B. subtilis, et la
muramidase-2 de S. faecalis (Garvey et al. 1986; Joris et al. 1992). Le domaine_LysM est un petit motif
globulaire dont la longueur varie entre 44 a 65 acides-aminés (Buist et al. 2008). Il adopte une structure
tres conservée, composée de deux feuillets-p antiparalleles séparées par une paire de courtes hélices
a, le repliement Baaf (Bateman et Bycroft 2000). Le motif LysM reconnait les résidus GlcNac, et
permet aux protéines de s’attacher a des polysaccharides comme le PG bactérien ou la chitine. Chez
les bactéries a Gram-positif, le domaine LysM est responsable de la localisation d’hydrolases au PG
septal. Le mécanisme sous-jacent implique la reconnaissance du GlcNac présent dans les acides

téichoiques attachés par le domaine LysM (Trudelle et al. 2022; Yamamoto et al. 2008).

Le domaine LysM est retrouvé chez des enzymes responsables de la modification ou de la synthese
du PG, comme la transglycosylase lytique MItD d’E. coli (Mesnage et al. 2014), I'endopeptidase
NIpC/P60 de Thermus thermophilus (Wong et al. 2015), chez NlpD, I'activateur de I’'amidase AmiC chez
E. coli, ou encore I'amidase XlyA de Bacillus subtilis (Andre et al. 2008). De plus, quelques Ldts
responsables de la réticulation du PG possédent un domaine LysM : Ldtss de B. subtilis (Magnet et al.
2007), Ldta, d’A. baumannii (Ahmad et al. 2022) et la LdtE (YnhG) d’E. coli; il en va de méme pour la
LdtC (YcfS), responsable du couplage de Lpp au PG chez E. coli.

Par ailleurs, le domaine LysM est retrouvé chez les eucaryotes, ou il sert de signal dans la

reconnaissance plante-pathogene par le systéme immunitaire des plantes (Gimenez-lbanez et al.
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Figure 24. Structure du complexe Pal avec le précurseur de PG, le lipide I. A. La lipoprotéine Pal est
représentée sous forme de ruban gris, les résidus conservés sont en rouge. Le peptide-tige est représenté en
vert. B. Vue détaillée de I'interaction non-covalente entre Pal et le peptide-tige. Les atomes de carbone des
résidus Pal formant des liaisons H avec les résidus du peptide-tige sont représentés par des batonnets orange
avec des étiquettes noires. Les résidus du peptide-tige sont en vert avec des étiquettes bleues. La chaine
principale de Pal est représentée par un ruban gris. Les liaisons H entre m-Dap® et Pal sont représentées par

des lignes pointillées. Les atomes d'oxygene sont en rouge, les atomes d'azote en bleu et les atomes
d'hydrogéne du groupe e-ammonium de m-Dap® sont en blanc. D’aprés Parsons et al. 2006.



2009). A titre d’exemple, on peut citer le Nod Factor (NFP), récepteur de plante qui est nécessaire a la

formation de la symbiose rhizobienne chez les Iégumineuses (Arrighi et al. 2006).

Le domaine SPOR (Sporulation-related repeat)

Les domaines SPOR (sporulation related repeat) sont composés de 70 acides aminés, dont la
séquence est faiblement conservée < 20 % (Alcorlo et al. 2019). A I'origine, ce domaine a été identifié
chez des protéines impliquées dans la sporulation bactérienne chez B. subtilis (Kuroda et al. 1993). Le
domaine SPOR reconnait spécifiquement le PG « dénudé », dépourvu de peptide-tige (Yahashiri et al.
2017). Ce type de PG est retrouvé au septum, ou I'absence de peptides-tige permet la libération des
cellules-filles lors de la division cellulaire (Priyadarshini et al. 2006). Le PG dénudé est généré par
I'action d’amidases recrutées au septum qui clivent le peptide-tige au niveau du groupe lactyle du
MurNacC (Fig. 19).

De nombreuses protéines possédant un domaine SPOR sont impliquées dans le remodelage du
saccule et permettent la coordination avec I'avancement de la division cellulaire (Yahashiri 2015). Par
exemple, le recrutement de FtsN au septum coincide avec la constriction du PG septal. Il a été montré
que FtsN initiait la synthése du PG septal par le complexe FtsWI pendant la division cellulaire
bactérienne (Addinall et al. 1997; Gerding et al. 2007; Lyu et al. 2022).

Cependant, toutes les protéines possédant un domaine SPOR ne sont pas impliquées dans le
remodelage du saccule. C'est par exemple le cas de la protéine TssL du systéeme de sécrétion de type
VI (T6SS) de Marinomonas et de Vibrio harveyi (Aschtgen et al. 2010). Entre autres, la sécrétine LspD
du systeme de sécrétion de type Il (T2SS) de L. pneumophila possede un domaine SPOR N-terminal
(Ghosal et al. 2019). Ghosal et ses collaborateurs ont observé que le T2SS de L. pneumophila était
uniquement présent au niveau du septum, sans toutefois avoir établi un lien entre sa localisation de

LspD et la présence du domaine SPOR.

Le domaine AMIN

Le domaine AMIN est également impliqué dans la reconnaissance du PG septal. Ce domaine a été
décrit pour la premiere fois en 2008, lors I'étude de la structure de I'amidase AmiC (Rocaboy et al.
2013; de Souza et al. 2008). AmiC possede un domaine AMIN en N-terminal; c’est une protéine
localisée au septum, jouant role-clé dans la division des cellules naissantes (Bernhardt et De Boer
2003). Ce domaine est également retrouvé chez AmiB, une autre amidase (de Souza et al. 2008), et il
est responsable de la localisation de la sécrétine du pilus de type IV (T4P) de P. aeruginosa (Carter et
al. 2017).

Le domaine OmpA-like
Le domaine OmpA-like est retrouvé dans de nombreuses protéines chez les bactéries a Gram-
négatif. Elles sont impliquées dans le maintien de I'intégrité de I'’enveloppe bactérienne dont la porine

OmpA elle-méme, la lipoprotéine Pal (Parsons et al. 2006; Samsudin et al. 2016). Elles sont retrouvées
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dans des systemes de motilité, comme le composant du stator du systéme flagellaire, MotB, mais
également chez les protéines en tonneau-B P5 et P6 de H. influenzae (Chang et al. 2011; Mot et
Vanderleyden 1994), et chez les protéines TssL, SciZ (TagL), TagP du systéme de sécrétion de type VI
(TeSS) d’E. coli (Aschtgen, Gavioli, et al. 2010; Aschtgen, Thomas, et al. 2010). Il faut noter que la

protéine SciZ n’est pas présente dans tous les T6SS (Santin et Cascales 2017).

Le domaine OmpA-like posséde un repliement B/a/B/a-B(2). Parsons et ses collaborateurs ont
déterminé par spectroscopie RMN la structure tridimensionnelle d'un complexe entre le domaine
périplasmique de Pal et un précurseur du PG apparenté au lipide | (UDP-N-acétylmuramyl-
pentapeptide-tige) (Fig. 24). lls ont montré que Pal possédait une poche de liaison bordée de résidus
de surface conservés qui interagit exclusivement avec le peptide-tige du précurseur de PG. En effet, le
résidu m-Dap, est séquestré dans cette poche et joue un réle important en formant des liaisons
hydrogene et des contacts hydrophobes avec Pal. Or, les études structurales des domaines OmpA-like
de MotB de H. pylori, et d’OmpA d’A. baumannii, suggerent que les sites présumés d’interaction avec
le PG sont variés (Park et al. 2012; Roujeinikova 2008).

2) Systémes d’attachement de la ME par des protéines possédant des domaines de

liaison non covalent au PG chez les bactéries a Gram-négatif

La ME ne flotte pas librement autour de la cellule. Elle est arrimée au PG par des protéines et des
systemes d’attachement spécialisés. Ceux-ci sont situés dans la ME (lipoprotéines Lpp et Pal et OMPs,
comme OmpA et OmpM), ou dans la Ml (systéme Tol-Pal) (Asmar et Collet 2018; Park et al. 2012;
Szczepaniak et al. 2020) lls interagissent majoritairement avec le PG de fagcon non covalente, par des
domaines de liaison au PG (OmpA, Pal) ou par une liaison covalente entre un acide aminé de la protéine
et le peptide-tige (Lpp). Ces systemes permettent non seulement de positionner correctement la ME,
mais également d’assurer I'intégrité de I'enveloppe bactérienne tout au long du cycle cellulaire. Par
exemple, la lipoprotéine Pal recrutée au septum stabilise la ME lors de la constriction de celle-ci durant
la division cellulaire (Szczepaniak et al. 2020). Une simulation informatique a méme suggéré que la
protéine de la MI, TolR, pouvait maintenir attachée la couche de PG a la Ml via des interactions
électrostatiques en collaboration avec la protéine OmpA (Boags et al. 2019). L’attachement de la ME
a la couche de PG peut se faire de maniere covalente par un attachement enzymatique des protéines
au peptides-tiges du PG (le cas de Lpp) ou de maniere non covalente par des domaines protéiques
spécialisés de liaison au PG (PG-binding domains) via des liaisons faibles ou des ponts salins. Les
systemes d’attachement de la ME au PG et sont indispensables car leur absence (délétion de Ipp,
ompA, ou pal) déclenche la vésiculation de la membrane et formation de bosses appelés « blebs ».
Ceci a pour conséquence la fuite du matériel périplasmique a I’extérieur de la cellule. Je présente ci-
apres plus en détail les protéines Lpp et OmpA ainsi que le systeme Tol-Pal. Ces systémes sont bien
étudiés chez les [y-protéobactéries, surtout chez E. coli. Or, Lpp n’est présente que chez les y-
protéobactéries, tandis que OmpA et Pal, chez toutes les Gracilicutes. Chez les Terrabactéries

didermes, c’est la porine OmpM qui joue le réle d’attache de la ME au PG (Witwinowski et al. 2022).
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OmpA

La protéine OmpA est présente en 3 x 10° copies par cellules (Koebnik et al. 2000). La partie N-
terminale d’'OmpA est un tonneau-B inséré dans la ME, relié par un linker périplasmique a un domaine
globulaire C-terminal appelé domaine « OmpA-like » capable de se lier de facon non covalente au PG
(Samsudin et al. 2016) (Fig. 6). Ala différence de la lipoprotéine Lpp qui constitue un ressort trimérique,
la partie linker d’'OmpA fournirait un soutien mécanique flexible entre la ME et le PG (Samsudin et al.
2016) (Fig. 6 et 8). Cascales et ses collegues ont montré par une approche de photo-crosslinking que

les protéines Pal, OmpA et Lpp interagissaient entre elles in vivo (Cascales et al. 2002).

Les travaux de Samsudin et ses colléegues suggerent que |'attachement covalent de Lpp au PG
attirerait localement la couche de PG vers la ME, ce qui faciliterait I'interaction d’OmpA au PG
(Samsudin et al. 2016).

Tol-Pal

Le systeme Tol-Pal est un systeme constitué de 5 protéines TolABQR et Pal dont les génes sont
organisés en opéron (Cascales et al. 2002) (Fig. 6). Les génes tol ont été identifiés dans les années 60
aprées que plusieurs équipes de recherche ont identifié des souches mutantes d’E. coli tolérantes aux
bactériophages, ainsi qu’aux colicines, antibiotiques formant des canaux ioniques dans la membrane
cytoplasmique (Braun et al. 1994; De Zwaig et Luria 1967). TolA, TolQ, TolR forment un complexe
transmembranaire et possedent également des domaines périplasmiques. La protéine TolB quant a
elle est périplasmique. TolB interagit avec TolA et forme un complexe avec la lipoprotéine Pal. Le
systeme Tol-Pal est hautement conservé chez les bactéries a Gram-négatif (Gracilicutes). Il traverse
I'enveloppe entiere et est impliqué dans le maintien de son intégrité a la fois durant la division
(Yakhnina et Bernhardt 2020), mais également durant I’élongation de la cellule (Park et Cho 2022).
Pour ces raisons, le mutant tol-pal présente des phénotypes pléiotropes : vésiculation de la ME
(Lazzaroni et Portalier 1981), et un défaut d’invagination de la ME lors de |la mise en place du septum
(Weigand et Rothfield 1976). Les effets de la mutation tol-pal sont également visibles a échelle
macroscopique : chez E. coli, les colonies deviennent muqueuses lors d’une incubation a 30°C, et la
mutation est |éthale a 42°C (Bernstein et al. 1972; Nomura et Witten 1967). Au niveau microscopique,
les cellules d’E. coli mutées filamentent dans un milieu liquide hypoosmotique (Gerding et al. 2007).
Les cellules présentent une sensibilité accrue aux agents détergents comme les sels biliaires ou le SDS,
ainsi qu’aux antibiotiques B-lactames et la vancomycine (Bernstein et al. 1972; Davies et Reeves 1975;
De Zwaig et Luria 1967). Au niveau moléculaire, la mutation tol-pal perturbe le ratio phospholipide/LPS
de la ME, et par conséquent impacte sa fluidité (Masilamani et al. 2018). De plus, la surproduction de
Pal guérit le phénotype du mutant Ipp, mais la surproduction de Lpp ne guérit pas completement le

phénotype du mutant pal chez E. coli (Cascales et al. 2002).

Systemes alternatifs d’attachement de la ME au PG
Chez les B-protéobactéries et les Burkholderiales, I'intégrité de I’enveloppe cellulaire est assurée

par l'interaction entre la porine OmpC et la protéine associée au PG PapA possédant un domaine
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OmpA-like (Wang et al. 2021). La méme équipe a montré que les mutants papA de Comamonas

testosteroni perdaient leur capacité de chimiotaxie et que leur ME était dissociée du PG.

V) L’attachement covalent des protéines chez les bactéries a Gram-
positif et a Gram-négatif

1) L’attachement covalent des protéines par les sortases chez les bactéries a Gram-

positif

Chez les bactéries didermes, les protéines de la surface sont assemblées et attachées a la
membrane externe. Les bactéries monodermes utilisent principalement leur paroi cellulaire pour
ancrer et exposer des protéines et des organelles adhésives a la surface de la cellule. Chez ces
bactéries, une partie des protéines de la surface est attachée au peptidoglycane ou aux autres
polyméres de la paroi de maniére non covalente grace aux domaines et motifs spécialisés, comme
LysM ou GW qui se lie aux acides lipotéichoiques (Buist et al. 2008). Or, la grande majorité des
protéines de la surface chez les bactéries monodermes est couplée au PG de maniére covalente par
une classe particuliere de transpeptidase appelées sortes. Ainsi, les sortases sont indispensables dans
la mise en place de diverses structures impliquées dans I'acquisition de nutriments ou encore, dans les
interactions avec I’h6éte, y compris dans les processus infectieux. Par exemple, les protéines de surface
comme l'internaline A de Listeria monocytogenes et la protéine A (SpA) de Staphylococcus aureus
jouent un role prépondérant dans l'invasion de leurs hotes (Bierne et al. 2002). SpA est une des
protéines modeles pour I'étude de I'adressage des protéines a la paroi bactérienne (Schneewind et al.
1992). C’est un facteur de virulence ubiquitaire qui joue un réle prépondérant dans I'invasion de son
hote. En effet, elle interfere avec I'accrochage des anticorps et des protéines du complément a la
surface bactérienne, ce qui empéche I'élimination des staphylocoques par phagocytose (Boero et al.
2022). Ainsi, la délétion de génes de sortases diminue ou abolit les phénomeénes d’adhésion et
d’internalisation de la bactérie (Bierne et al. 2002). Pour cette raison, les sortases sont souvent

considérées comme des facteurs de pathogénie.

Les sortases reconnaissent la séquence Cell Wall Sorting Signal (CWS) contenant un motif LPxTG
(ou x est n'importe quel acide-aminé), suivi d’une séquence transmembranaire hydrophobe et d’une
courte séquence cytoplasmique chargée positivement (Boekhorst et al. 2005). Le domaine
hydrophobe et les résidus chargés positivement empécheraient la sécrétion de la protéine en la
retenant dans la membrane, tandis que le motif LPxTG est indispensable au couplage covalent de la
protéine au PG lors I'attaque nucléophile réalisée par la sortase (Marraffini et Schneewind 2007). Les
sortases, possedent une cystéine catalytique qui effectuent une addition nucléophile sur la thréonine
du motif LPXTG, ce qui a pour effet de cliver le motif entre la thréonine (T) et la glycine (G), et de libérer
la protéine de son ancre transmembranaire, dans le périplasme (Boekhorst et al. 2005; Hendrickx et
al. 2011). La protéine est ensuite transférée au pont pentaglycine attaché au 3° résidu L-Lys® du lipide
Il (Hendrickx et al. 2011). Le lipide Il ainsi attaché a la protéine est ensuite ajouté au PG existant grace

a I'action de glycosyltransférases.
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Les génes codant pour des sortases sont présents en multiples copies chez les bactéries a Gram-
positif (Dramsi et al. 2008). Six classes de sortases ont été répertoriées sur la base d’homologies de
séquence et de préférence de substrat : les sortases de classe A, B, C, D, E et F (Spirig et al. 2011). Les
analyses de séquence ont révélé que toutes les sortes possédent des résidus conservés His-Cys-Arg
impliqués dans la triade catalytique (Bhat et al. 2021). Toutefois, a I'intérieur d’'un méme groupe de
sortases issues d’espéces différentes, on retrouve un faible pourcentage d’identité de séquence. Cela
pourrait s’expliquer par le fait que ces sortes ont évolué avec le PG de leurs bactéries respectives. Cela
est d’autant plus vrai que les bactéries a Gram-positif posseédent une plus grande variabilité de résidus

en position 3 du peptide-tige que les bactéries a Gram-négatif (Vollmer, Blanot, et al. 2008).

Les sortases de classe A sont des enzymes ‘de ménage’ caractérisées par une signature TLXTC (ou
X est souvent une valine, une isoleucine ou une thréonine) (Bhat et al. 2021). Cette classe est
constituée d’une seule enzyme SrtA chez les bactéries a Gram-positif a faible pourcentage GC, a deux
exceptions pres: Enterococcus faecalis qui possede deux copies de géne srtA et Streptococcus
thermophilus qui ne posséde pas de gene srtA fonctionnel. Par ailleurs, SrtA de S. aureus, la sortase la
mieux caractérisée, est responsable du couplage de SpA au PG de S. aureus (Ramirez et al. 2020). Le
géne srtA est constitutivement exprimé et ne présente généralement pas de synténie avec ses
substrats. SrtA est une enzyme a faible spécificité enzymatique capable d’ancrer la majorité des
protéines contenant un motif LPXTG. De plus, Kruger et ses collegues ont montré que SrtA était capable
de prendre en charge des variants non canoniques de motifs LPXTG, tels que ceux présents dans les
protéines SasD (LPAAG) et SasF (LPKAG) (Kruger et al. 2004).

Le site catalytique des sortases de classe B présente un motif TLXTC ou X est préférentiellement
une sérine. L'unique substrat de SrtB de S. aureus ne possede pas un motif LPxTG, mais reconnait le
motif NPQTN retrouvé chez la protéine IsdC capturant I’'héme de leur hote (Mazmanian et al. 2002).
Chez S. pyogenes, SrtB prend exclusivement en charge la protéine T6 qui posséde un motif LPxTG,
malgré la présence de SrtA (Barnett et Scott 2002).

Les sortases de classe C, comme SrtC1 et SrtC2 d’Actinomyces oris, sont désignées de ‘pilus-
specific’, car elles sont exclusivement responsables de I'assemblage et de la polymérisation des
fimbriae et des pili grace a leur activité de polymérisation de protéines (Ramirez et al. 2020). Par
ailleurs, les genes fimA, fimB et srtC2 sont organisés en opéron. Une fois assemblés par SrtC, les pilines
sont additionnés au PG par la sortase SrtA (Ramirez et al. 2020).

Les sortases de classe D reconnaissent un site LPNTA (Spirig et al. 2011). Chez B. anthracis, Ba-SrtC
est permet I'attachement de BasH au PG et Basl a la paroi de la spore, des protéines qui facilitent la
sporulation de la bactérie (Marraffini et Schneewind 2007). La délétion de Ba-SrtC est d’une part
responsable de la pathogénicité de B. anthracis chez la souris, et d’autre part réduit I'efficacité de la
formation de la spore lorsque la concentration en oxygene est limitante (Marraffini et Schneewind
2006).

Les sortases de classe E sont des enzymes de ‘ménage’ tout comme les sortases de classe A, et
reconnaissent un motif LAXTG (Swaminathan et al. 2007). Elles sont présentes dans certaines bactéries
riches en G/C. Une seule sortase de classe E est pour I'instant caractérisée : la Cd-SrtF de C. diphtheriae
(Swaminathan et al. 2007).

61



La sortase de classe F la mieux caractérisée est la Sortase F de Propionibacterium acnes, qui est
d’ailleurs la seul sortase de ce microorganisme (Di Girolamo et al. 2019). Les sortases de classe F
possedent la méme activité que les sortases de classe A de S. aureus car elles reconnaissent le motif
LPXTG. Toutefois, contrairement aux sortases de classe A, leur activité est indépendante des cations

divalents (Di Girolamo et al. 2019).

Comme mentionné précédemment, chez les bactéries a Gram-négatif, I'attachement covalent de
protéines au PG est effectué par les L,D-transpeptidases, Ldts. Bien que les exemples de protéines
attachées covalemment au PG soient rares chez ces bactéries, les études récentes ont montré qu’elles
ne se limitaient plus a la seule lipoprotéine Lpp. En effet, les protéines attachées de maniere covalente
au PG connues a ce jour sont situées dans la ME et comprennent des lipoprotéines, comme Lpp et
LimB de Coxiella burnetii, ainsi que des protéines en tonneau-B, retrouvées chez certaines a et y-
protéobactéries (Omp2b, Omp31, OmpW, OmpP, BbpA et BbpP) (Godessart et al. 2021; Magnet et al.
2007; Sandoz et al. 2021). Les porines mentionnées ci-dessus ont le réle semblable a celui de Lpp : elles
assurent I'ancrage de la ME a la couche de PG et jouent un réle essentiel pour maintenir I'intégrité de
I’enveloppe bactérienne, car leur élimination provoque la déstabilisation de I'enveloppe (Godessart et
al. 2021; Sandoz et al. 2021).

2) L'attachement covalent des protéines par les L,D-transpeptidases

chez les bactéries a Gram-négatif

Chez les Protéobactéries, la lipoprotéine Lpp est la seule protéine connue qui est attachée au PG
par une liaison covalente (Fig. 6, Fig. 8 et Fig. 20.C). Présente a pres d’un million d’exemplaires, Lpp est
la protéine la plus abondante chez E. coli. C'est une petite lipoprotéine de 58 acides aminés ancrée a
la ME via sa partie N-terminale : les trois chaines d’acides gras sont couplées via la cystéine N-terminale
de Lpp. La partie C-terminale de la protéine quant a elle est couplée au PG via la lysine C-terminale.
Ainsi Lpp constitue une sorte de ressort qui rattache la couche de PG a la ME. 1/3 du pool de Lpp est
attachée de maniére covalente, tandis que 2/3 interagirait de maniére non covalente au PG (Cowles
et al. 2011). La délétion de Ipp a des effets pléiotropes sur la cellule : vésiculation de la ME,
filamentation des cellules, sensibilité accrue aux composés chimiques comme les antibiotiques
(Mathelié-Guinlet et al. 2020) (Fig. 8).

a. L’attachement de la lipoprotéine de Braun (Lpp) au PG

Lpp a été découverte par Volkmar Braun en 1969, alors que celui-ci travaillait sur la succinate
déshydrogénase d’E. coli, a linstitut Max Planck en Allemagne (Braun 2018). Au cours de ses
expériences visant a libérer la succinate déshydrogénase de la Ml par clivage protéolytique, Braun a
remarqué une forte diminution de la densité optique des enveloppes cellulaires traitées a la trypsine
(Braun et Rehn 1969). L'examen de ces enveloppes par microscopie électronique a révélé que la ME

se dissociait de la Ml (Braun et Rehn 1969). Ces observations ont suggéré qu’une liaison sensible a la
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trypsine jouait un réle crucial pour I'organisation structurelle et |a stabilité de I'enveloppe. En digérant
le PG par le lysozyme, Braun a pu estimer qu’environ un disaccharide sur dix était attaché a Lpp via le
peptide-tige (Braun et Rehn 1969). Cela suggére que la distribution spatiale de Lpp se produit environ
tous les 100 A le long de la chaine de glycanes. Ainsi, Lpp fournit une attache covalente répartie de

maniére homogene le long du PG, assurant ainsi la stabilité de la ME.

Au moment de sa découverte, Lpp a défini deux nouvelles classes de protéines : i) les protéines
couplées de maniére covalente au PG ; et ii) les lipoprotéines, car Lpp était la premiére protéine
caractérisée portant une modification lipidique en N-terminal et permettant I'ancrage a la membrane
(Braun et Rehn 1969). E. coli exprime environ 100 lipoprotéines différentes, ancrées soit a la M, soit a
la ME (Szewczyk et Collet 2016). Ces protéines sont impliquées dans divers processus cellulaires, tels
que la biogenése de I'enveloppe, la transduction des signaux, la détection du stress, la virulence, ou
encore la division cellulaire (Szewczyk et Collet 2016). Parmi celles-ci, Lpp demeure la lipoprotéine la
plus abondante chez E. coli (~10° copies par cellules) (Li et al. 2014). Le niveau d’expression
impressionnant de Lpp peut étre expliqué par trois facteurs principalement liés a son ARNm.
Premierement, dans des conditions standard de laboratoire, 'ARNm de Lpp représente jusqu'a 10%
de tous les ARNm cellulaires (Li et al. 2014). Deuxiemement, cet ARNm a une demi-vie de 12 minutes
(Hirashima et al. 1973). Cela rend 'ARNm de Lpp extraordinairement stable puisque la demi-vie
moyenne des ARNm d’E. coli est de 1,3 minutes (Carlson et Ingraham 1983). Enfin, la région promotrice
du géne Ipp contient une teneur élevée en nucléotides AT, qui faciliterait le déroulement des brins par
I'ARN polymérase pour l'initiation de la transcription. Cette derniere caractéristique est retrouvée chez

E. coli, Serratia marcescens et Erwinia amylovora (Yamagata et al. 1981).

Lpp reste jusqu’a présent l'unique lipoprotéine connue pour étre couplée de maniere covalente
au PG chez la bactérie modele E. coli (Asmar et Collet 2018; Braun et Rehn 1969). Chez cette méme
bactérie, Lpp est codée par un unique gene Ipp synténique avec le gene ynhG codant pour la L,D-
transpeptidase LdtE (YnhG). En revanche, chez Salmonella deux génes IppA et IppB sont situés en
tandem, et seule IppA est exprimée en conditions de laboratoire (Kréger et al. 2013; Sha et al. 2004).
Ainsi, Lpp joue un réle primordial dans le maintien de l'intégrité de I'enveloppe bactérienne en
procurant l'unique attachement covalent de la ME a la couche de PG. L'analyse des propriétés de
I’enveloppe du mutant Ipp d’E. coli par AFM a révélé que la perte de Lpp, ou la perte de son couplage
covalent au PG, diminuait la rigidité de I'enveloppe. En effet, la valeur du module de Young est de 3
MPa pour la souche sauvage, tandis qu’elle est de 1 MPa en moyenne pour le mutant Ipp (Mathelié-
Guinlet et al. 2020). Par ailleurs, I'allongement de Lpp de 21 résidus augmente la perméabilité de la
ME a la vancomycine, ainsi que le volume de la cellule d’E. coli, démontrant son importance dans la
structure de I'enveloppe (Mathelié-Guinlet et al. 2020). Chez E. coli, la délétion du gene Ipp entraine
la vésiculation de la ME et la fuite de matériel périplasmique (Asmar et Collet 2018; Mathelié-Guinlet
et al. 2020). Les trois systemes d’attachement a la ME sont partiellement redondants : les lipoprotéines
Lpp et Pal, et la porine OmpA. Bien que Pal et OmpA se lient de maniére non covalente au PG, la
surexpression de ces deux protéines supprime certains défauts du mutant Ipp (Cascales et al. 2002;
Park et al. 2012; Parsons et al. 2006; Samsudin et al. 2017). De plus, ces systemes sont
complémentaires dans le processus de division cellulaire chez E. coli, puisque la délétion simultanée

de Ipp et de pal entraine la filamentation de la bactérie (Sheng et al. 2023) Par ailleurs, Lpp est
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responsable du maintien de la taille du périplasme, plus exactement de la distance entre la ME et le
PG (Cohen et al. 2017; Mandela et al. 2022).

Structure de Lpp

La lipoprotéine de Braun (Lpp) est une petite protéine de 58 acides aminés dont la structure
primaire est composée d’une hélicela (Fig. 8.D). Lpp possede trois régions : une glycérylcystéine N-
terminale ancrée a la ME par trois chaines d’acides gras (Shu et al. 2000) une hélice oo composée des
résidus 5 a 53, et une région C-terminale terminée par une lysine, impliquée dans I'attachement
covalent de Lpp au PG (Braun et Rehn 1969) (Fig. 8.A, 8.B et 8.D).

Malgré son réle important dans la stabilisation de I'enveloppe bactérienne, Lpp a uniqguement été
identifiée chez les y-protéobactéries, dont les Enterobacteriaceae, Vibrionaceae, Shewanellaceae et
Pseudomonadaceae, ainsi que chez la &-protéobactérie Geobacter (Asmar et Collet 2018; Mandela et
al. 2022; Witwinowski et al. 2022). La taille de Lpp est bien conservée chez la plupart des especes, mais
la Lpp la plus longue est retrouvée chez les bactéries du genre Geobacter, d’une longueur de 79 résidus,
soit 21 résidus de plus que la Lpp d’E. coli (Mandela et al. 2022). La répétition d’acides aminés
hydrophobes tous les 2 a 4 résidus permet a Lpp de s’associer a deux autres molécules de Lpp pour
former une triple-hélice a coiled-coil (Shu et al. 2000) (Fig. 8.A 8.B). La formation de la structure
quaternaire de Lpp in vitro est lente, mais I'association des trois hélices a est robuste, puisque sa
déstabilisation nécessite de briser les multiples liaisons van der Waals et les ponts salins formés entre

les résidus chargés, comme la lysine et I'aspartate (Dragan et al. 2004).

De maniére générale, la séquence de Lpp est bien conservée chez les bactéries (Asmar et Collet
2018). Le plus souvent, I'extrémité C-terminale de Lpp est composée d’un motif tyrosine®®-arginine®’-
lysine®® (YRK) comme chez E. coli, ou d’un motif tyrosine®®-lysine®’-lysine®® (YKK) comme chez Dickeya
et certaines autres y-protéobactéries (Asmar et Collet 2018; Shu et al. 2000). Il a été démontré que la
partie C-terminale de la triple-hélice était fortement stabilisée par le cycle aromatique de la tyrosine®®.
En effet, les trois cycles aromatiques de la triple-hélice sont quasiment perpendiculaires I'un a 'autre
(80°), et s'inclinent d'environ 30° vers I'axe de I'hélice (Shu et al. 2000) (Fig. 8.D). La comparaison des
séquences de Lpp montre que Tyr>® est trés conservée, alors que les résidus 54, 55 et 57 sont variables,
suggérant que la Tyr>® est effectivement trés importante dans la structure de Lpp et/ou pour son
couplage au PG (Shu et al. 2000). En ce sens, les études thermodynamiques ont montré que le
remplacement de la Tyr*® de Lpp par un résidu alanine a diminué la stabilité du trimére de Lpp de 1,1
kcal par mol de trimére (Shu et al. 2000). La Tyr>® jouerait donc un réle structurel important dans le

maintien de la triple hélice de Lpp.

Résidus importants pour le couplage de Lpp au PG
Lpp est attachée de maniére covalente par le résidu de la lysine C-terminale au mDAP?du PG. Plus
précisément, le groupe e-amine de la chaine latérale de la Lys*® est couplé de facon covalente au a-

carboxyle du mDAP? d’un peptide-tige (Magnet et al. 2007) (Fig. 8.B et 20.C). Nécessairement, le résidu
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lysine C-terminal est trés conservé parmi les homologues de la Lpp, puisqu’il est indispensable a la
liaison de Lpp au PG (Zhang et Wu 1992:19). Par conséquent, la substitution de la lysine C-terminale
abolit le couplage de Lpp au PG (Mathelié-Guinlet et al. 2020; Zhang et Wu 1992). Par ailleurs, des
expériences de mutagenese dirigée du motif YRK de la Lpp d’E. coli ont montré que la substitution
d’acides aminés proches de la lysine C-terminale pouvait impacter |'attachement covalent de Lpp au
PG (Zhang et Wu 1992). En effet, le remplacement de la Tyr*® ou de I’Arg®’ par des acides aminés
induisant un tour B dans I'hélice a, entrainaient la réduction de I'attachement de Lpp au PG et ce,
malgré la conservation de la lysine C-terminale (Zhang et Wu 1992). Dans leurs expériences, Zhang et
ses collaborateurs ont notamment remplacé la Tyr®® par Pro, Ser, Gly ou Arg ; et ont remplacé I'Arg®’

par Leu ou des résidus Asp et Glu chargés négativement (Zhang et Wu 1992).

Localisation de Lpp

Il a été montré que les défauts de localisation de Lpp pouvaient étre létaux pour la bactérie. En
effet, la Ser? de Lpp constitue un signal d’adressage a la ME et sa substitution par une aspartate
provoque 'accumulation de Lpp a la Ml (Yakushi et al. 1997). En conséquence, cette substitution (S?D)
empéche la séparation de la Ml et de la ME dans le gradient de sucrose, puisque Lpp mal-localisée
cause I'attachement au PG, qui reste a son tour attaché a la ME via OmpA et Pal. La mutation Lpp_S?D
est létale pendant une culture prolongée de bactéries, mais elle est tolérée lorsqu’on ajoute une
substitution supplémentaire de la lysine®, car cette mutation empéche le couplage aberrant de Lpp
localisée a la Ml au PG. De méme, le traitement des bactéries a la globomycine, un inhibiteur de la
signal peptidase Il (LspA) spécifique de lipoprotéines provoque une accumulation de Lpp a la Ml et est
|étal, mais tolérée avec le variant Lpp dépourvu de la lysine C-terminale (Tanaka, Matsuyama, et
Tokuda 2001; Yakushi et al. 1997). Tres récemment, la visualisation du saccule d’E. coli par AFM, a
permis a Sheng et ses collaborateurs d’observer la répartition de Lpp au niveau du PG. Leurs
expériences ont révélé que Lpp était exclusivement attachée a la surface du PG faisant face a la ME
(Sheng et al. 2023). De plus, chez des cellules d’E. coli qui ne sont pas en cours de division, Lpp est
répartie de maniére homogene sur le PG latéral, ainsi qu’aux pbéles de la cellule. En revanche, la
répartition de Lpp devient hétérogene lorsque la cellule entre en phase de division : Lpp est absente
des poles de la cellule, mais est toujours présente au niveau du PG latéral (Sheng et al. 2023). Comme
Pal est recrutée au site de division (Gerding et al. 2007), il est possible que Pal empéche I'interaction
covalente de Lpp avec le PG (Sheng et al. 2023). Ces observations illustrent le phénoméne de
coordination de la répartition de Lpp durant la division cellulaire. L'absence de Lpp au septum permet

tres probablement la séparation correcte de I'enveloppe des cellules filles.

Roles de Lpp : maintien de I'intégrité de I'enveloppe et de la taille du périplasme

Le mutant Ipp d’E. coli est viable et ne présente pas de défauts de croissance majeurs en conditions
de laboratoire. Les cellules présentent néanmoins de nombreux phénotypes, notamment une
sensibilité aux antibiotiques hydrophobes comme la vancomycine ; aux agents chélateurs comme

I’'EDTA ; aux détergents comme le SDS et le désoxycholate (Cascales et al. 2002; Hirota et al. 1977,
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Figure 25. Des protéines en tonneau-f et une lipoprotéine sont attachées de maniére covalente au PG chez
des protéobactéries dépourvues de Lpp. A. Simulation moléculaire dynamique de I'enveloppe de Coxiella
burnetii. Chez cette y-protéobactérie dépourvue de Lpp, des protéines en tonneau-B et la lipoprotéine LimB
attachent de maniere covalente la ME au PG. B. Les muropeptides formés du disaccharide GlcNac-MurNac et
du tripeptide L-Ala (A), D-iGlu (E) et mDAP (m) sont couplés au protéines de C. burnetii. Le mDAP du peptide-
tige est attaché au résidu N-terminal des protéines en tonneau-B (glycine, en bleu, pour BbpA et BbpB, ou
alanine, en vert, pour ala-BbpA). La lipoprotéine LimB est attachée au PG par un résidu lysine intrachaine, en
rouge. D’apres Sandoz et al. 2021. C. Chez I'a-protéobactérie Brucella abortus, les protéines en tonneau-f sont
attachés au PG par leur alanine N-terminale. Le second résidu aspartate (D), conservé chez ces protéines, est
important pour le couplage de 'OMP au PG. D. La substitution du second résidu aspartate par une alanine
d’Omp25-2b de B. abortus induit la vésiculation de la ME. La vésiculation de la ME indique que celle-ci n’est
plus attachée au PG, et qu’effectivement, le résidu aspartate est important pour le couplage au PG. D’apres
Godessart et al. 2021.



Nichols et al. 2011; Yem et Wu 1978). La ME des cellules dépourvues de Lpp forme des vésicules
extracellulaires, qui se caractérisent par une fuite du matériel périplasmique, témoignant de la
déstabilisation de I'enveloppe (Cohen et al. 2017; Kulp et Kuehn 2010; Mathelié-Guinlet et al. 2020;
Schwechheimer et al. 2014). Ces observations suggérent que Lpp fonctionne comme une ancre
protéique arrimant la ME au PG, empéchant ainsi qu’elle se dissocie de I'enveloppe. De maniere
cohérente, la plupart des phénotypes du mutant /pp sont partagés par le mutant exprimant le variant
de Lpp délété de la lysine C-terminale, y compris la vésiculation de la ME (Asmar et al. 2017). De méme,
le mutant dépourvu des trois génes erfK, ybiS, ycfS (IdtA, IdtB, IdtC) codant les Ldts qui lient Lpp au PG
est caractérisé par la fuite de protéines périplasmiques (Sanders et Pavelka 2013). Toutefois,

I’enveloppe de ce mutant n’a pas été visualisée par microscopie électronique.

2/3 des Lpp exprimées chez E. coli ne sont pas attachées de maniére covalente au PG. Ces formes
de Lpp restent sous forme libre dans le périplasme, mais conservent leur capacité d’interagir de facon
non covalente avec le PG sans que les détails moléculaires de cette interaction soient déchiffrés (Asmar
et Collet 2018). Une partie de ce pool de Lpp libre serait exposée a la surface de la cellule. En effet,
Cowles et ses collegues ont montré que I'extrémité C-terminale des Lpp de forme libre pouvait étre
marquée par une sonde biotinylée réactive aux amines primaires, comme ceux présents chez la lysine
C-terminale de Lpp (Cowles et al. 2011). Comme la sonde utilisée dans cette étude était imperméable
a la membrane, la biotinylation ne devrait étre réservée qu’a la surface de la bactérie. Ainsi, ces
résultats indiquent qu’au moins une fraction de la Lpp libre est exposée a la surface contrairement a
I'opinion générale selon laquelle toutes les lipoprotéines de la ME d'E. coli sont orientées vers le
périplasme (Szewczyk et Collet 2016). De maniére cohérente, la quantité de Lpp biotinylée était
diminuée dans les cellules exprimant le variant Lpp dépourvu du résidu C-terminal Lys®®. Les auteurs
ont suggéré que Lpp A58 est néanmoins biotinylée via la Lys®. Effectivement, aucun marquage de Lpp
n'a été détecté dans les cellules exprimant LppA55-58 (Cowles et al. 2011). La maniere dont une telle
fraction de Lpp traverse la ME pour atteindre la surface reste totalement inconnue. Contrairement a
la forme de Lpp couplée au PG, le role de la forme libre de Lpp reste a définir. Une hypothese est que
les cellules maintiennent disponibles un pool de molécules Lpp libres pour le couplage covalent de la
ME au PG au cours du cycle cellulaire ou en cas de stress. Ainsi, chez E. coli, ce pool de Lpp libre servirait
a adapter rapidement le taux de liaisons Lpp-PG lors de 'augmentation des couplages i) en phase
stationnaire (Asmar et Collet 2018; Glauner 1988), ii) lorsque les cellules sont traitées avec du
mécilliname, une B-lactamine qui inhibe la D,D-transpeptidase monofonctionnelle PBP2 (Braun 1975),
ou iii) lors de la délétion des génes ycbB et ynhG, les enzymes impliquées dans la formation de
couplages 323 (Schwechheimer et al. 2014). Par ailleurs, on ne sait toutefois pas si I’laugmentation du
taux de Lpp couplé dans un mutant dépourvu de couplages 323 est i) une stratégie permettant la
stabilisation du PG en réponse au stress, ou ii) si cette augmentation est liée au fait que davantage de
tripeptides sont disponibles pour une liaison avec Lpp (Asmar et Collet 2018). Dans I'ensemble, ces

résultats suggerent que la réticulation de Lpp au PG et la synthese du PG sont étroitement liés.

Il a été montré que la longueur de Lpp définissait la taille du périplasme, plus précisément, que
I’espacement de la ME a la couche de PG était proportionnel a la taille de Lpp (Asmar et al. 2017; Cohen
et al. 2017). Ainsi, la distance entre la ME et la Ml augmente dans les cellules exprimant des variants

plus longs de Lpp (Asmar et al. 2017; Cohen et al. 2017). Par exemple, I'insertion de 14 ou 21 résidus
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dans la séquence de Lpp a respectivement augmenté de 3 et 4 nm la distance entre la ME et la MI. Par
ailleurs, la taille de nombreux systémes traversant I'enveloppe bactérienne, comme les flagelles ou les
senseurs de stress, est adaptée a celle du périplasme. D’'une part, Cohen et ses collaborateurs ont
montré que chez Salmonella, la longueur de la tige du flagelle était déterminée par la largeur de
I'espace entre la ME et la MI (Cohen et al. 2017). En effet, le flagelle est une structure qui s’auto-
assemble dans le périplasme jusqu’a rencontrer la ME, qui exerce une pression physique limitant
I’élongation de celui-ci (Cohen et al. 2017). Ainsi, en augmentant la taille du périplasme par un
allongement de Lpp, le flagelle a pu s'étendre au-dela de sa taille normale de 25 nm (Cohen et al. 2017).
D’autre part, la taille des senseurs de stress semble étre adaptée a la taille du périplasme pour la
transduction du signal a travers I'enveloppe bactérienne. Par exemple, en cas de dommages du PG, la
lipoprotéine RcsF, capteur de stress a la ME, interagit avec son partenaire IgaA a la Ml afin d’activer la
réponse Rcs. Or, Asmar et ses collegues ont montré que I'augmentation de la taille du périplasme, par
I"augmentation de la longueur de Lpp, empéchait RcsF de transférer les signaux de stress a IgaA (Asmar
et al. 2017). En revanche, la signalisation est rétablie lorsque la taille de la partie linker N-terminale de
RcsF est augmentée, ce qui lui permet d’interagir a nouveau avec IgaA de I'autre c6té du périplasme
(Asmar et al. 2017). Ainsi, la conservation de la taille de Lpp chez les y-protéobactéries aurait été
contrainte par I'étroite coévolution entre la taille du périplasme et celle des systemes protéiques

traversant I’enveloppe.

Lpp est également impliquée dans le pouvoir pathogene de bactéries, en contribuant directement
ou indirectement a leur virulence ou en modulant la réponse immunitaire de I'h6te. Par exemple, chez
le pathogene humain E. coli 0157:H7, la suppression du gene Ipp déclenche le systeme Cpx, ce qui
réduit l'invasivité des bactéries en diminuant la formation de biofilms (Uhlich et al. 2009). Le mutant
Ipp de Salmonella typhimurium, présente une virulence et une capacité d'invasion des cellules hétes
réduites probablement a cause de la diminution du taux d’expression de plusieurs facteurs importants,
tels que les composants du systéme de sécrétion de type Ill et du flagelle (Fadl et al. 2006). Plus
récemment, il a été démontré que le mutant /pp de la souche uropathogéne d'E. coli CFT073
manifestait une capacité réduite a produire des polysaccharides capsulaires, un élément majeur de la
virulence (Diao et al. 2017). Par ailleurs, la protéine Lpp d'E. coli contribue a |'activation d'une réponse
inflammatoire des cellules épithéliales de ’'homme, par le récepteur Toll TLR2 (Aliprantis et al. 1999;
Lakshmikanth et al. 2016). Le récepteur TLR2 de type Toll (TLR), capable de reconnaitre une large
gamme de ligands, est responsable de I'inflammation des cellules épithéliales humaines. La capacité
de TLR a reconnaitre les lipoprotéines a notamment été exploitée dans le développement de

lipopeptides synthétiques utilisés pour la vaccination (Zaman et al. 2013).

b. L'attachement covalent au PG de porines en tonneaux-f3 chez Brucella abortus et
Coxiella burnetii

Comme cela était indiqué plus haut, Lpp n’a été identifiée que dans certaines familles de y-

protéobactéries, dont les Enterobacteriaceae, Vibrionaceae, Shewanellaceae et Pseudomonadaceae,

ainsi que chez la 3-proteobacterie Geobacter (Asmar et Collet 2018; Mandela et al. 2022). Il convient

de noter que certaines y-protéobactéries comme Legionella pneumophila ou Coxiella burnetii ne
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possédent pas de Lpp (Sandoz et al. 2021). Etant donné I'importance de Lpp dans I'intégrité de
I’enveloppe des bactéries, il est intriguant de voir que la plupart des protéobactéries (a-, B-, 6- et
quelques y-protéobactéries) ne possédent pas de Lpp. Godessart et ses collaborateurs ont suggéré que
chez ces bactéries, certaines autres protéines pouvaient assurer I'attachement covalent de la ME au
PG (Godessart et al. 2021) (Fig. 25). Les auteurs ont étudié cette possibilité en analysant le PG de I'a-
protéobactérie Brucella abortus, un pathogéne intracellulaire a Gram-négatif responsable de Ia
brucellose, une zoonose aux répercussions sociales et économiques majeures. Ainsi, I'analyse par LC-
MS/MS des peptides liés au PG, a permis d’identifier sept protéines en tonneau-f (Omp2b, Omp25,
Omp25c, Omp31, OmpW, OmpP et BAB1_0729) couplées de maniere covalente au PG (Godessart et
al. 2021) (Fig. 25.C). Cette étude a démontré pour la premiére fois que les porines en tonneau-p
pouvaient étre couplés au PG chez certaines bactéries. Par ailleurs, il est important de noter que la
nature de la liaison de ces porines au PG differe de celui de Lpp, car il ne fait pas intervenir une lysine
C-terminale ; mais implique I'amine primaire portée par le Co du résidu L-Ala' N-terminal (Godessart
et al. 2021). Cette étude a démontré que la gamme des protéines couplées au PG chez les bactéries
didermes était beaucoup plus large qu’on ne I'avait pensé. Cette analyse a également démontré que

des acides aminés autres que la lysine C-terminale pouvaient étre liés au PG.

L’analyse du génome de B. abortus a révélé la présence de huit genes Idt codant pour les Ldt1 a 8
(Godessart et al. 2021). L'expression hétérologue des genes Idt et omp25 de B. abortus chez E. coli a
montré que les Ldts 1, 2 et 4 étaient capables d’attacher de facon covalente Omp25 au PG d’E. coli
(Godessart et al. 2021). Par ailleurs, ces 3 Ldts forment un groupe monophylétique et sont les seules
lipoprotéines parmi les 8 Ldts de B. abortus. L’analyse de la proportion des Omp25 et Omp2b liées au
PG chez B. abortus a révélé que Ldt4 était principalement responsable du couplage de porines en
tonneau-B au PG. Cependant, I'analyse du PG des mutants de B. abortus dépourvus de génes /dt1, Idt2
et /dt3 a montré qu’une fraction des Omps restait couplée au PG. Cette observation suggére qu'au
moins une autre enzyme non identifiée pourrait ancrer les Omps au PG chez B. abortus (Godessart et
al. 2021). Les mémes auteurs ont observé que l'intégrité de l'enveloppe était significativement
impactée lorsque les génes Idt1, Idt2 et Idt4 étaient délétés. Les phénotypes associés a la délétion de
trois génes Idt comprennent la formation de vésicules extracellulaires (comme chez le mutant /pp). Or,
une telle vésiculation n’a été bien visible qu’aprés exposition des cellules a 50°C. Par ailleurs, la délétion
de ces trois génes /dt n’a causé aucune modification visible de la taille du périplasme suggérant qu’un
autre mécanisme serait en jeu pour maintenir sa taille. De plus, dans un test avec des macrophages,

les mutants /dt conservent une virulence identique a la souche sauvage (Godessart et al. 2021).

L'analyse des séquences de ces porines a montré qu’elles possédaient toutes un motif conservé
alanyl-aspartyl situé en N-terminal de la protéine mature (apreés le clivage du peptide signal) (Fig. 25.C).
En effet, la région N-terminale de ces porines constitue un linker entre le domaine en tonneau-p, situé
dans la ME, et I'extrémité N-terminale, couplée au PG. Les auteurs ont trouvé que le motif alanyl-
aspartyl N-terminal est présent chez de nombreuses Omps des Rhizobiales, y compris Agrobacterium
tumefasciens (Godessart et al. 2021). La substitution de I'aspartate en position 2 des Omp25 et Omp2b
par une alanine a aboli le couplage covalent de ces protéines au mDAP? du PG, ce qui a entrainé la

formation de vésicules de la ME a la surface de la cellule (Godessart et al. 2021) (Fig. 25.D). Cela suggere
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que la charge négative de |'aspartate située aprés le résidu Ala’ lié au PG est primordiale pour le
couplage covalent. Un mécanisme similaire a pu étre observé chez Lpp, puisque la présence d’un résidu
antépénultiéme chargé positivement (arginine®’ ou lysine®’) semble étre indispensable a son couplage
chez E. coli (Zhang et Wu 1992).

Dans une étude publiée simultanément, Sandoz et ses collaborateurs ont cherché a identifier les
protéines impliquées dans I'attachement de la ME au PG chez plusieurs bactéries dépourvues de Lpp
(Sandoz et al. 2021). Les auteurs ont réalisé une analyse glycoprotéomique du PG issu de sept
protéobactéries, dont Campylobacter jejuni, Neisseria gonorrhoeae, Helicobacter pylori, Myxococcus
xanthus, Coxiella burnetii, Legionella pneumophila et Agrobacterium tumefasciens (Sandoz et al. 2021).
Cette analyse a révélé que plusieurs protéines en tonneau-B, composées de 8 ou 16 brins, étaient
attachées de maniéere covalente au PG chez C. burnetii, L. pneumophila et A. tumefaciens, mais pas
chez les autres bactéries analysées (Sandoz et al. 2021). Chez A. tumefasciens, par exemple, six
protéines en tonneau-p étaient attachées au PG, notamment ATU1020, ATU1021, ATU3708, ATU1131
(RpoB), ATU4026 et ATU2159 (Sandoz et al. 2021). L. pneumophila avait trois protéines en tonneaux-
B attachées au PG, dont MOMP (major Omp). Chez C. burnetii, deux protéines en tonneau-B (BbpA
(CBU0307), BbpB (CBU0311)), ainsi qu’une lipoprotéine impliquée dans la liaison des cations divalents
(LimB, CBU_1224a) de 7.2 kDa étaient attachées au PG (Battisti, Hicks, et Minnick 2011; Sandoz et al.
2021).

Ces protéines ne présentent que peu de similitudes de séquence entre elles (Sandoz et al. 2021).
Néanmoins, les protéines de L. pneumophila et de C. burnetii couplées au PG possedent toutes un
résidu glycyl N-terminal (Glycine), tandis que celles d'A. tumefaciens portent un résidu alanyl en N-
terminal (Sandoz et al. 2021) (Fig. 25.B). Cette étude a démontré une variabilité importante du résidu
qui suit le résidu couplé au peptide-tige. Ainsi, le résidu +2 est la glycine chez C. burnetii, une thréonine

chez L. pneumophila et une aspartate chez A. tumefaciens.

De maniére inattendue, I'étude de Sandoz et ses collaborateurs a montré que la lipoprotéine LimB
était couplée par un résidu de lysine?! « interne », c’est-a-dire situé en plein milieu d’une hélice-a, ce
qui différe du modéle canonique Lpp (Fig. 25.A et 25.B). Par ailleurs, les résidus avoisinant la Lys?* sont
une alanine?® et une leucine?’. Il semblerait donc que d’une part, la présence d’une structure
secondaire telle que I'hélice-a. n"'empéche pas la reconnaissance de la lysine par la L,D-transpeptidase ;
et que d’autre part, contrairement a Lpp, le couplage de LimB ne nécessite pas la présence d’un résidu
chargé positivement (lysine ou arginine) proche de la lysine liée au PG. En revanche, tout comme Lpp,
le couplage a lieu au niveau du groupe g-amine de la chaine latérale de la lysine (Braun et Rehn 1969;
Sandoz et al. 2021).

De la méme fagon que Lpp chez les y-protéobactéries, il est probable que certaines de ces
protéines controlent la taille du périplasme chez les bactéries respectives. Par exemple, des modeéles
atomiques réalisée avec C. burnetii ont simulé |'attachement de la ME au PG par les protéines en
tonneau-f (BbpA et BbpB) et la lipoprotéine LimB. Ces modeles ont prédit que I'espacement entre la
ME et le PG chez C. burnetii serait de 30 a 50 A, donc plus petite que celle conférée par Lpp chez E. coli

(~85 A) (Sandoz et al. 2021). Ce résultat est cohérent avec la taille de LimB mature de 45 résidus
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(Battisti 2011). Ces données suggerent que |'attachement de la ME par les protéines en tonneau-
pourrait conférer une architecture unique a I'enveloppe de C. burnetii. Par ailleurs, il est également
probable que des complexes protéiques traversant le périplasme, tels que les systemes de sécrétion
et les senseurs de stress aient coévolué avec l'architecture de I'enveloppe particuliere de cette bactérie
(Asmar et al. 2017; Cohen et al. 2017; Sandoz et al. 2021).

Les auteurs ont ensuite cherché a déterminer quelles étaient les L,D-transpeptidases impliquées
dans I'attachement des protéines au PG chez C. burnetii. L’analyse de son génome révele que celle-ci
posséde 10 génes codant les Ldt putatives (Sandoz et al. 2021). Une étude précédente a révélé que les
génes codant cing de ces Ldts (Ldt1, 2, 3, 6, 9) étaient 7 fois plus exprimés en phase stationnaire qu’en
phase exponentielle (Sandoz et al. 2016). Les auteurs ont ensuite montré que BbpA était davantage
couplée au PG en phase stationnaire qu’en phase exponentielle, alors que la quantité de LimB couplée
au PG ne varie pas au cours du cycle cellulaire (Sandoz et al. 2021). L’analyse du PG des mutants /dt1,
Idt2 et Idt3 a permis de déterminer que le couplage de certaines protéines était dépendant de Ldt2.
Par exemple, Ldt2 est impliquée dans I'attachement covalent de BbpA et BbpB au PG. Cependant, Ldt2
n’est pas capable de coupler ala-BbpA (un variant de BbpA possédant un résidu Alanine juste avant le
site de clivage du peptide-signal). Par ailleurs, les mutants /dt2 et /dt3 ont montré un phénotype
similaire au mutant Ipp d’E. coli, caractérisé par la vésiculation de la ME, tandis que le mutant /dt3 n’a
pas impacté le couplage covalent des protéines en tonneau-p au PG (Sandoz et al. 2021). Parmi les
autres phénotypes notables, les auteurs ont remarqué que la phase exponentielle de croissance est
retardée chez le mutant /dt2, ce qui suggére que le couplage covalent des Omps est important pour
les fonctions métaboliques de la cellule. Par ailleurs, le taux d’expression maximal de /imB survient en
phase exponentielle de croissance (Battisti et al. 2011), alors que la quantité de LimB couplée au PG
ne varie pas au cours du cycle cellulaire (Sandoz et al. 2021). Ainsi, environ 40 % du pool de protéine
est couplé de maniere covalente au PG tout au long du cycle cellulaire. De plus, I'attachement de LimB
au PG est indépendant de Ldtl, de Ldt2 et de Ldt3. Les auteurs n’ont cependant pas identifié la Ldt

responsable du couplage de LimB car seules les Ldt1, 2 et 3 ont pu étre inactivées (Sandoz et al. 2021).

Ainsi, ces deux études récentes ont montré que chez certaines protéobactéries dépourvues de
Ipp, les protéines en tonneau-B constituaient un mécanisme d’attachement de la ME analogue au
systeme de Lpp (Braun et Rehn 1969; Godessart et al. 2021; Sandoz et al. 2021) (Fig. 25.A). Leur réle
est probablement lié a la stabilisation de I'enveloppe. Cependant, il faut rappeler que les protéines en
tonneau-B jouent de nombreux roles chez les bactéries. Les Omps comptent en effet parmi les
protéines les plus abondantes que I'on trouve a la surface des bactéries (Aldea et al. 1980). Elles
modulent la physiologie bactérienne, les interactions hote-pathogéne et transportent de petites
molécules a travers la ME, comme les antibiotiques hydrophiles tels que les B-lactames et les
fluoroquinolones (Fairman et al. 2011; Hermansen, Linke et Leo 2022). On ne peut pas non plus exclure
la possibilité que le couplage au PG assiste, ou est indispensable, aux fonctions cellulaires des protéines

en tonneau-f.

Ces études apportent d’importants éclairages concernant les mécanismes du couplage covalent
des protéines au PG. Elles révelent que celui-ci ne se limite ni aux lipoprotéines, ni aux résidus lysine

C-terminaux. Bien au contraire, le groupe amino-¢ de la chaine latérale d’une lysine située en plein
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milieu d’'une séquence protéique peut étre couplé au PG. Plus important encore, I'amine primaire
portée par le Ca de la Glycine! ou de I’Alanine’ peut étre couplés au peptides-tiges si ces résidus sont
situés en N-terminal de la protéine. Enfin, la nature du résidu suivant, n+2 pourrait étre aussi différente
selon la bactérie et/ou de la protéine considérée, une aspartate, une thréonine ou bien une glycine.
On peut souligner que les résidus impliqués dans le couplage dépendent de I'appartenance a un
groupe de bactéries. Par exemple, I'alanine est retrouvée chez les Rhizobiales (B. abortus et A.
tumefasciens), alors que la glycine est retrouvée chez L. pneumophila et C. burnetii. Notons que la
glycine et I'alanine sont les deux plus petits acides aminés, possédant respectivement aucune chaine
latérale ou une chaine latérale a un carbone. Il est possible que de plus grandes chaines latérales créent
un encombrement stérique défavorisant le couplage de la protéine. Pour cette raison, il est possible
qgue seuls les acides-aminés a chaine latérale courte soient couplés par leur amine N-terminale. A
I'inverse, la longue chaine latérale a 4 carbones de la lysine faciliterait I'accés des transpeptidases au

groupe amine-¢.

VI) Dickeya dadantii, comme un modeéle d’étude du couplage covalent
des protéines au PG

1) Dickeya dadantii, une y-protéobactérie phytopathogéne

Utiliser différents types de bactéries dans la recherche aide a mieux comprendre la diversité du
monde bactérien, tout en reconnaissant que ces modeéles ne peuvent jamais la représenter
exhaustivement. Le choix de ces modeéles est souvent fondé sur des raisons pratiques, comme : i) la
facilité de manipulation au laboratoire (conditions de culture simple et temps de génération rapide,
comme E. coli), ii) la présence d’outils génétiques, iii) I'absence de pathogénicité pour ’'homme, et iv)
son intérét dans un contexte médical, social, économique ou environnemental. Ces derniéeres raisons
sont souvent les plus importantes, c’est pourquoi le PG de nombreux agents pathogenes humains est
étudié. On peut citer entre autres les bactéries pathogénes signalées par I'OMS, nécessitant des efforts
et des investissements financiers importants pour la recherche et développement d’antibiotiques,
telles que A. baumannii, P. aeruginosa, E. faecium, S. aureus, H. pylori, S. pneumoniae ou encore H.

influenzae (Tacconelli et al. 2018).

La restriction des modeles bactériens a un nombre limité d'espéces, choisies pour des raisons
pratiques ou historiques, restreint la portée des connaissances acquises. Cependant, pour une
compréhension compléte de la diversité bactérienne et pour enrichir les connaissances en
microbiologie, il est essentiel de mener des recherches sur un large éventail d'espéces bactériennes
colonisant différents milieux, car chaque modele bactérien peut potentiellement présenter des
caractéristiques biologiques intéressantes ou uniques. Bien qu’il n’existe pas de modéle idéal, I'étude
du PG d’une bactérie non pathogéne pour ’homme, Dickeya dadantii, nous a permis de mettre en

évidence un phénomene original et inattendu que j’exposerai dans les résultats.
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a. Historique et taxonomie

En 2005, a la suite d’analyses de séquences de I'ARN 16S, le genre Pectobacterium regroupant les
entérobactéries pectinolytiques a été subdivisé en deux genres distincts : Pectobacterium et Dickeya,
en référence au phytopathologiste Robert S. Dickey (Samson et al. 2005). Actuellement, Le genre
Dickeya regroupe 12 especes bactériennes : Dickeya solani, Dickeya poacephila, Dickeya undicola,
Dickeya lacustris, Dickeya zeae, Dickeya parazeae, Dickeya dianthicola, Dickeya fangzhongdai, Dickeya
oryzae, Dickeya aquatica, Dickeya chrysanthemi et Dickeya dadantii. A noter que |'espéce Dickeya
paradisiaca a été reclassée dans un nouveau genre sous le nom de Musicola paradisiaca (Hugouvieux-
Cotte-Pattat et al. 2021). Parmi ces bactéries, D. solani et D. dianthicola sont les deux espéces
responsables de la majorité des infections de pommes de terre. D. solani est une espece émergente
qui depuis 2010 se propage tres efficacement en Europe et est souvent considérée comme le
pathogene le plus important du genre Dickeya (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al. 2021). Ainsi, les
bactéries pectinolytiques Dickeya et Pectobacteriaceae engendrent une perte économique estimée a

46 millions d’euros par an en Europe (Dupuis, Nkuriyingoma, et Van Gijsegem 2021).

Dickeya dadantii, anciennement nommée Erwinia chrysanthemi, appartient a |'ordre des
Enterobacteriales et a la famille des Pectobacteriaceae. Bien que les membres des Enterobacteriaceae
sont généralement des pathogenes cliniques retrouvés dans le tractus digestif des animaux ou de
I’'homme, les Pectobacteriaceae sont des pathogenes de végétaux (Janda et Abbott 2021). D. dadantii
est une [y-protéobactérie diderme a LPS, a coloration Gram-négative dont les cellules possedent une
forme de bacille droit, mobile, non sporulée et de nombreux flagelles péritriches. Les Dickeya ont été
identifiées dans de nombreux réservoirs écologiques comme I’eau des lacs, le sol, et des végétaux. En
1980, des chercheurs francgais ont choisi la souche Dickeya dadantii 3937 comme modele pour réaliser
des études génétiques. Cette souche, initialement isolée a partir de la violette africaine, est depuis

devenue un modeéle d’étude pour la communauté internationale.

b. Pathogénie

Les especes du genre Dickeya sont réparties sur toute la surface du globe, dans des régions
tropicales, subtropicales et tempérées (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al. 2021). Ainsi, les températures
de 22°C a 34°C et une humidité élevée constituent les conditions optimales pour le développement de
ces bactéries. A des latitudes plus élevées, Dickeya se développe principalement pendant les mois
chauds et humides de I'été (Toth et al. 2011). Les Dickeya sont des agents phytopathogénes
nécrotrophes dits « a large spectre d’hotes » tant les plantes qu’elles infectent sont variées
(Hugouvieux-Cotte-Pattat et al. 2021). Elles infectent les parties charnues et succulentes des plantes,
telles que les tubercules, les rhizomes, les tiges et les feuilles, a n"importe quel stade de leur cycle de
vie. Les végétaux infectés comprennent des plantes d’intérét économique comme les tubercules de
pomme de terre, les bulbes de légumes, les cultures ornementales dont les orchidées Phalaenopsis
(Hugouvieux-Cotte-Pattat et al. 2021; Zhang et al. 2018). Les cas d’infection de branches de pommier
au Japon et au Brésil par Dickeya dadantii, et de tronc de poirier en Chine par D. fangzhongdai ont
récemment été reportés (Ogoshi et al. 2019; Tian et al. 2016). La gamme d'hbtes de D. dadantii

continue de s'étendre a mesure que de nouvelles espéeces sensibles sont documentées.
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Figure 26. A. Organisation du systeme de sécrétion de type Il (T2SS). Le T2SS est un complexe multiprotéique
traversant I'enveloppe bactérienne et constitué de 12 composants essentiels de GspC a GspO. Certains T2SS
posseédent des composants auxiliaires GspA, GspB GspN et GspS (ici, seul GspS est représenté). LATPase
cytoplasmique GspE génére I'énergie nécessaire au fonctionnement du T2SS. GspE est associée aux protéines GpsC,
GspF, GspL et GspM qui constituent une plateforme d’assemblage dans la MI. Les protéines GspG, GspH, Gspl, GspJ
et GspK forment I'endopilus, propulsant les substrats du T2SS a travers le pore de la ME formé par la sécrétine GspD.
La sécrétine est un canal pentadodécamérique de GspD dont la mise en place a la ME est assistée par la pilotine
GspS. Les substrat du T2SS sont adressés dans le périplasme par les translocons Sec ou Tat. B. Modéle du complexe
entre le canal de la sécrétine (OutD) et la protéine d’échafaudage OutB placé dans le contexte de I’'enveloppe de
D. dadantii. La partie apicale C-terminale de la sécrétine formée de 15 unités d’OutD (en vert) traverse la membrane
externe (OM). Le reste du canal de la sécrétine s’étend de 18 nm dans le périplasme, et la partie N-terminale est
composée de cing domaines NO, N1, N2, N3 et le domaine « sécrétine ». Le domaine NO d’OutD (en bleu clair) est
situé proche du PG, et interagit avec le domaine HR d’OutB (en jaune doré). OutB est ancrée dans la membrane
interne (IM) via un segment transmembranaire N-terminal. OutB assiste la mise en place de la sécrétine dans
I'enveloppe (Zhang et al. 2022). D’aprés Shaliutina-Loginova et al. 2023 et Zhang et al. 2022.



Dickeya est fortement attirée par chémoattraction par les jasmonates. Les jasmonates sont des
phytohormones régulant la production de composés chimiques de défense qui jouent des réles
essentiels dans la réponse aux stress environnementaux et dans le développement des plantes
(Antanez-Lamas et al. 2009). La bactérie pénéetre préférentiellement par des tissus Iésés ou les
hydathodes de la plante (Kastelein et al. 2021). L'infection provoque dans un premier temps des
symptomes localisés qui peuvent se propager a toute la plante dans les phases d’infection plus
avancées (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al. 2020). En effet, grace a leur motilité, les bactéries continuent
de se propager et de se multiplier dans la plante, se déplacant dans les espaces intercellulaires. De
plus, la bactérie peut étre transportée dans de nouvelles régions de la plante via les vaisseaux de
xyléme, et causer des dégats dans d’autres organes (Antunez-Lamas et al. 2009). En outre, d'autres
plantes peuvent étre infectés par la propagation des bactéries due aux éclaboussures d'eau provenant
des plantes infectées, ou par un matériel de jardinage contaminé ou bien par les insectes attirés par
les composants volatiles comme le butanediol (Effantin et al. 2011). Méme si les bactéries du genre
Dickeya ont été identifiées chez les insectes et certaines animaux (limaces), leur réle comme vecteurs
de la propagation du pathogene dans la nature n’a jamais été démontré. Par ailleurs, D. dadantii
produit des entomotoxines de la famille Cyt (comme Bacillus thuringiensis) et est capable de tuer les
pucerons dans les conditions de laboratoire. Toutefois, cette bactérie n’est pas considérée comme un

pathogene d’insectes (Costechareyre et al. 2012; Kumar et al. 2021).

L'infection de la plante par les Pectobactéries provoque des symptomes tels que la jambe noire
ainsi que la pourriture molle, qui se caractérisent par la nécrose, le flétrissement et une macération
progressive des tissus de la plante (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al. 2020). La jambe noire est
caractérisée par une pourriture noire et humide a la base de la tige du plan du végétal, tandis que la
pourriture molle se caractérise par un brunissement et une liquéfaction des tissus. Ces symptémes
sont accompagnés par des Iésions extérieures enfoncées et fissurées ayant un intérieur brun en coupe
transversale dans les bulbes et les tubercules souterrains, ainsi qu’une décoloration vasculaire des
tiges. Le succes de l'infection de la plante est permis par la sécrétion a travers I'enveloppe, dans le
milieu extérieur, d’enzymes pectinolityques capables de ramollir et de dégrader la paroi cellulaire des
plantes, dont les produits de dégradation constituent une source nutritive qui favorise la croissance
des bactéries (Hassan et al. 2013). Par ailleurs, la bactérie sécrete d’autres facteurs de virulence a
travers I'enveloppe, grace au systeme de sécrétion de type Il (T2SS) (Lu 2019). Les Dickeya possedent
également un systéme de sécrétion de type | (T1SS), le systéme Hrp de type Il (T3SS), le T4SS, le T5SS
et le T6SS (Matilla, Monson, et Salmond 2023), ainsi que des systemes flagellaires permettant sa

motilité par swimming ou swarming.

Chez D. dadantii, I'expression des génes de virulence est régulée par deux systéemes de quorum-
sensing (vfm et expl/R), répondant aux facteurs environnementaux (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al.
2022; Nasser et al. 2013; Potrykus et al. 2018). Par exemple, trois régulateurs KdgR, PecS et PecT
répriment I'expression des génes codant pour les pectinases chez Dickeya, tandis que CRP et FIS sont
des activateurs de la transcription des genes de pectinases (Duprey et al. 2016). Lors de I'infection de
la plante, la bactérie a développé une stratégie permettant une attaque coordonnée lorsque la densité
cellulaire atteint un niveau suffisant. Cela permet d’éviter une détection précoce par le systéeme

immunitaire de I’'h6te (Nasser et al. 2013). Le développement en nombre permet d’initier une attaque
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suffisamment importante pour surpasser les capacités de défense de I’'h6te, rendant I'infection rapide
et inévitable. Le stade initial de développement des cellules s’appelle la phase asymptomatique, tandis
gue la phase symptomatique correspond a la phase de sécrétion de facteurs de virulence caractérisée
par I'apparition des symptémes chez I'hote. Pour cela, les Dickeya mettent en place divers processus
permettant de limiter les effets de la réponse végétale. Notamment alcalinisation du pH par sécrétion
de butanediol, qui permet aux pectinases d’opérer dans un pH optimal, ainsi que la sécrétion d’une
molécule antioxidantes comme l'indigoidine (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al. 2020). Par ailleurs, ce
pigment bleu insoluble dans I'eau, apparait dans les colonies bactériennes comme une caractéristique

chimiotaxonomique des Dickeya (Reverchon et al. 2002).

Malgré sa mauvaise réputation dans le milieu agricole, D. dadantii est mise a contribution a des
fins positives dans d’autres domaines. La plus noble de ses contributions se trouve dans le domaine
médical, ou I'asparaginase produite par D. dadantii est employée pour le traitement de la leucémie
lymphoblastique aigué (LLA) et du lymphome non hodgkinien (Alexandrova et al. 2022). En conjonction
avec d'autres agents chimiothérapeutiques, I'asparaginase de D. dadantii est une alternative pour les
patients ayant fait des réactions allergiques a I'asparaginase dérivée d'E. coli (Elspar ou pegaspargase)
(Alexandrova et al. 2022). Aussi, bénéficiant d’une forte impulsion gouvernementale en faveur de
I'augmentation des ressources en carburants renouvelables, la capacité de D. dadantii a dégrader et
fermenter les parois cellulaires est étudiée pour son utilisation dans la production de bio-carburant.
Notamment, certains genes de D. dadantii ont été clonés chez E. coli afin de permettre la dégradation
de la pectine (Edwards et al. 2011; Zink et Chatterjee 1985). Plus récemment, des recherches tentent
d’évaluer le potentiel de D. dadantii en industrie aviaire, comme supplément alimentaire pour
augmenter |'apport calorique des nutriments des volailles en facilitant I'ingestion de la pectine de
I'alimentation (Dittoe et al. 2020). L'industrie textile pourrait bénéficier de D. dadantii, car les
pectinases pourraient servir a digérer plus rapidement la pectine dans le processus de dépectination
des fibres de ramie, optimisant ainsi le processus de fabrications de textiles a partir de cette plante
(Cheng et al. 2019; Ray Chaudhuri et al. 2020).

2) LeT2SS

Au moins 11 systémes de sécrétion (T1SS a T11SS) ont été identifiés chez les bactéries a Gram-
négatif, parmi lesquels le T7SS est spécifique de Mycobactéries qui possedent une enveloppe
particuliére (Fig. 2) (Filloux 2022; Nicholson et Champion 2022). Les systemes de sécrétion différent en
termes d’architecture, d’origine, de source d’énergie et du type de substrats qu’ils transportent a
travers I'enveloppe bactérienne (Shaliutina-Loginova et al. 2023). Le T2SS est I'un des systemes de
transport bactérien les mieux étudiés. Il permet aux bactéries d’exporter des effecteurs protéiques
déja repliés a travers I'enveloppe bactérienne. En effet, le T2SS forme un large pore dans la ME, a
travers lequel les effecteurs sont soit acheminés dans le milieu extracellulaire, soit acheminés a la
surface de la ME (Ferrandez et Condemine 2008; Wooldridge 2009; Zhang et al. 2022) (Fig. 26.A). La
pullulanase PulA de Klebsiella oxytoca est I'exemple le plus connu de protéine adressée a la ME par le
T2SS (Pugsley 1993). De méme, la pectate lyase PnlH de D. dadantii est un substrat du T2SS ancré par
un peptide-signal TAT non clivable a la ME (Ferrandez et Condemine 2008).
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Le T2SS est largement répandu chez les protéobactéries, particulierement chez les y- et -, mais
également chez certaines a- et d- protéobactéries, Bacteroidetes et Deferribacteres (Beeby 2019;
Denise et al. 2019, 2020). Le T2SS est un facteur de virulence majeur chez de nombreux agents
pathogénes humains comme Acinetobacter baumannii, Vibrio cholerae, Legionella pneumophila, mais
également des agents pathogeénes de plantes comme Dickeya et Pectobacterium (Elhosseiny et Attia
2018; Sandkvist 2001; White et Cianciotto 2019). Les effecteurs sécrétés par le T2SS permettent aux
bactéries de coloniser des niches écologiques variées et d’accroitre leur compétitivité, ainsi que leur
pouvoir pathogéne (Cianciotto et White 2017; Denise et al. 2019; Gu et al. 2017). Les protéines
sécrétées par le T2SS possedent un peptide signal N-terminal qui permet leur translocation a travers
la membrane cytoplasmique via le systeme SecYEG ou Tat (Fig. 26.A). Une fois dans le périplasme, les
protéines transportées par le translocon Sec sont repliées et prises en charge par la machinerie du
T2SS (Voulhoux et al. 2001). Les protéines transportées par le translocon Tat, déja repliées, sont
directement prises en charge par la machinerie du T2SS (Voulhoux et al. 2001). Le T2SS est un complexe
multiprotéique constitué de 12 a 15 composants coceur hautement conservés. Les composants du T2SS
sont souvent nommés par le terme générique Gsp (General Secretory Pathway), suivi d’une lettre
correspondant au nom de la protéine (Korotkov et al. 2012) (Fig. 26.A). Or, certains T2SS possedent
une nomenclature « historique » propre a la bactérie étudiée. Par exemple, le T2SS de Klebsiella
oxytoca est nommé Pul (la pullulanase PulA en est l'unique substrat), le T2SS de Pseudomonas
aeruginosa est nommé Xcp, Legionella pneumophila, Lsp, celui d’Aeromonas hydrophila, Exe, et enfin,
le T2SS de Dickeya et Pectobacterium est nommé Out. Souvent, comme chez Dickeya et Klebsiella, les
composants du T2SS sont codés par un cluster de genes gspC a gspM et gspO organisés en opéron
(Nivaskumar et Francetic 2014; Sandkvist 2001). Cependant, ce n’est pas le cas pour toutes les
bactéries, chez lesquelles les génes gsp sont répartis en plusieurs loci et opérons. Les composants coeur
du T2SS sont organisés en homo-multiméres (par exemple hexameére pour I'ATPase GspE, ou
pentadécamere pour la sécrétine GspD) qui s’assemblent pour former une machinerie multiprotéique
enchassée dans I'enveloppe bactérienne. Certains T2SS possédent également des composants dits
auxiliaires comme GspA, GspB, GspN et GspS (Howard et al. 2019; Thomassin et al. 2017) (Fig. 26.A et
26.B).

La machinerie du T2SS peut étre décomposée en quatre blocs structuraux (Fig. 26.A).
Premiérement, I’ATPase cytoplasmique GspE, fournit I’énergie nécessaire au fonctionnement de la
machinerie. Ensuite, GspE est associée avec les composants de la plateforme d’assemblage qui est
située dans la membrane cytoplasmique et constituée de plusieurs copies de GspC, GspF, GspL et
GspM (Py et al. 1999; Py et al. 2001). Les composants de cette plateforme participent au recrutement
des protéines a sécréter et a la formation d’un court pilus dans le périplasme, appelé endopilus.
L’endopilus est composé majoritairement de la pseudopiline GspG, tandis que les pseudopilines
mineures, GspH, Gspl, GspJ et GspK, participent a l'initiation de I'endopilus et/ou forment sa pointe
(Gerbaud et al. 2023). On pense que I'endopilus propulse des protéines a travers le pore dans la ME,
constitué de 15 unités de sécrétine GspD (Fig. 26.A et 26.B). Ainsi le canal pentadodécamérique formé
par la sécrétine est un élément-clé du T2SS. Une large région N-terminale de la sécrétine est comprise
dans le périplasme ol, ensemble avec les composants de la plateforme de la M, elle participe au

recrutement des protéines a sécréter. Le transport des monomeres de la sécrétine (~70 kDa) a travers
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Figure 27. Visualisation du systeme de sécrétion de type Il (T2SS) par cryo-EM chez Legionella pneumophila.
a. Pble cellulaire de L. pneumophila. Les fleches blanches indiquent des complexes putatifs de T2SS. b. Image
rapprochée d’un complexe de T2SS, vue de c6té (b) et d’en face (c). Tomogrammes moyennés des complexes
de T2SS de L. pneumophila (d) et de systeme de pili de type IV (T4P) de Vibrio cholerae (e) et de Myxococcus
xanthus (f). g. Domaines de la sécrétine LspD du T2SS de L. pneumophila, de la sécrétine PilQ du T4P de M.
xanthus et de la sécrétine TcpC du T4P de V. cholerae. Les régions protéiques correspondant a des densités sur
les tomogrammes dans les panels d-e sont indiquées par des pointes de fleches. SPOR/PG, domaine de liaison
non covalent au PG. Barres d'échelle : 50 nm (a.), 20 nm (b.), 10 nm (c.), et 10 nm (d.-f.). D’aprés Ghosal et al.
2019.



le périplasme, et son assemblage a la ME nécessitent une intervention de protéines « chaperons ».
Ainsi, il a été montré que la mise en place de la sécrétine de P. aeruginosa était dépendante du systeme
BAM (Hoang et al. 2011). Cependant, chez les autres bactéries, I'adressage et la mise en place du canal
de la sécrétine sont souvent assistés par les composants auxiliaires, GspA, GspB et GspS. GspS est une
lipoprotéine communément appelée pilotine qui interagit avec le domaine C-terminal de la sécrétine
et assiste a son adressage et a I'assemblage dans le ME (Strozen et al. 2012; Zhang et al. 2022) (Fig.
26.A). Selon la bactérie, le T2SS peut étre associé a une pilotine GspSa. ou GspSB, qui ne partagent
aucune similarité structurale, bien qu’elles effectuent la méme fonction vis-a-vis de leur sécrétine
respective (Strozen et al. 2012; Howard et al. 2019). Chez certaines bactéries, comme Aeromonas et
Vibrio, la mise en place de la sécrétine est assistée par un couple des protéines de la membrane
cytoplasmique, GspA et GspB (Strozen et al. 2011; Zhang et al. 2022). Chez V. vulnificus,
Photobacterium et Colwellia, GspA et B sont fusionnées en un seul polypeptide ce qui illustre un lien
fonctionnel étroit entre ces deux protéines (Zhang et al. 2022). Cependant, Dickeya et certaines autres

bactéries n’ont pas de GspA mais seulement GspB et GspS.

a. Effecteurs

En raison de leur importance pour la virulence, une majorité des T2SSs caractérisés a ce jour sont
directement impliqués dans le pouvoir pathogene de bactéries. Chez les agents pathogenes de
I'homme, comme Pseudomonas, Burkholderia, Chlamydia et Escherichia coli, le T2SS sécréte des
enzymes permettant I'invasion de I'hé6te, telles que des métalloprotéases, des lipases, des protéines
d’adhésion aux cellules épithéliales ou encore des phosphatases alcalines (Cianciotto et White 2017;
Korotkov et Sandkvist 2019). En revanche, chez le pathogéne de plante D. dadantii, les enzymes
sécrétées par le T2SS sont majoritairement impliquées dans la dégradation de la paroi cellulaire des
végétaux, et notamment de la pectine. Ainsi, le systeme Out de D. dadantii assure la sécrétion d'au
moins 20 protéines, parmi lesquelles on compte : 9 endo-pectates lyases (PelA, PelB, PelC, PelD, PelE,
Pell, PelL, PelN et PelZ), 3 pectine estérases (PemA, PaeY et FaeD), larhamnogalacturonate lyase (RhiE),
I'unique cellulase (CelZ) et le facteur de virulence (AvrL) (Aymeric et al. 1988; Henrissat et al. 1995;
Kazemi-Pour et al. 2004; Laatu et Condemine 2003; Shevchik et Hugouvieux-Cotte-Pattat 1997 ;
Tendiuk et al. 2022). Les études plus récentes ont démontré une versatilité encore plus grande du
systeme Out qui sécrete également quelques autres effecteurs de nature différente : la protéine
chélatrice du fer, IbpS (Liu et al. 2019), I'expansine Yoal, ou encore les facteurs de virulence SvfA et
SvfB (DUF 4879) et VirK (Condemine et Le Derout 2022).

b. OutD, la sécrétine, impliquée dans la translocation des protéines repliées a travers

la ME.
Les 15 sous-unités GspD forment ensemble le canal de la sécrétine. Ce canal perfore la ME et
s’étend sur une longueur de 18 nm a l'intérieur du périplasme (Yan et al. 2017). Curieusement, seul le
segment apical de la sécrétine traverse la ME. Celui-ci est constitué d’une boucle hélicoidale

amphipathique et d’un feuillet-B (Korotkov et al. 2009). Le reste du canal de la sécrétine se trouve dans
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Figure 28. A. Alignement des protéines GspB de Dickeya, Pectobacterium, Aeromonas, Klebsiella et Vibrio. Les
éléments de la structure secondaire du domaine HR d’OutB (PDB ID 4WFW) sont indiqués en bleu. La numérotation
des résidus est celle d’'OutB de D. dadantii. Les groupes de résidus identiques et similaires sont indiqués par un
surlignage rouge ou une police de caractéres rouge, respectivement. Les positions du segment transmembranaire
(TMS), de la région d'homologie (HR) et de I'extension C-terminale (CTE) d’OutB sont indiquées par des barres
colorées. La CTE n’est présente que chez Dickeya, Pectobacterium et Klebsiella. B. Organisation en domaines de
GspA, GspB et GspS chez différents groupes de bactéries. Pour chaque représentant de GspB, la synténie des génes
et I'organisation des domaines ont été analysées a l'aide des bases de données NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov),
InterPro (www.ebi.ac.uk/interpro) et Pfam (pfam.xfam.org) et résumées en sept archétypes, nommés en fonction
de la bactérie représentative la plus abondante ou la plus étudiée. La taille des protéines (en acides aminés) est
indiquée pour chaque groupe. Plus de 80 % des protéines GspB analysées appartiennent a I'archétype 3. Dickeya et
Pectobacterium ne possédent pas de composant GspA, mais portent la pilotine GspS. D’apres Zhang et al. 2022.



le périplasme. Il est composé du domaine-C (la structure coeur), constituée d’'un ensemble de 60
feuillets-B internes et 60 feuillets-B externes, et de la région N-terminale d’OutD (Fig. 26.B). Cette
derniére est composée de quatre domaines périplasmiques : N3, N2 et N1 appelés RBM (ring-builing
motif) et d'un domaine NO. Le domaine NO forme le premier obstacle a I'entrée du canal de la
sécrétine, et il est également responsable du recrutement des substrats (Korotkov et al. 2009; Pineau
et al. 2014). D’une maniére intéressante, la sécrétine LspD de L. pneumophila posséde un domaine
supplémentaire de liaison non-covalent au PG de type SPOR situé juste avant le domaine NO (Ghosal
et al. 2019) (Fig. 27). De méme, la sécrétine PilQ du systeme de pili de type IV (T4P) de Myxococcus
xanthus porte en extrémité N-terminale deux domaines AMIN de liaison au PG (PGBD) (Ghosal et al.
2019; Leighton et al. 2015) (Fig. 27.g). Ces domaines PGBD assurent la stabilisation et I'ancrage de
sécrétines respectives dans les parois bactériennes. En revanche, une grande majorité des autres
sécrétines connues ne portent aucun domaine de liaison au PG et leur insertion dans la couche de PG

est assurée par les protéines auxiliaires, comme GspA et GspB.

c. T2SS et PG : le complexe GspA/B impliqué dans le remodelage local du PG ?

Le T2SS traverse I'enveloppe entiére de la bactérie, y compris la couche de PG. Or, la taille des
pores du PG est considérée comme trop petite pour permettre I'assemblage des machineries telles
que les T2SS, ou les flagelles (More et al. 2019). C'est pourquoi, le PG est généralement remodelé par
des glucosaminidases pour permettre I'insertion de machineries multiprotéiques a travers I'enveloppe
(Herlihey et al. 2014; More et al. 2019). Vanderline et ses collaborateurs ont exploré la possibilité que
la couche de PG soit impliquée dans la mise en place de la sécrétine ExeD du T2SS chez Aeromonas
hydrophila. Les auteurs ont observé que la multimérisation d’ExeD, formant le pore a la ME, nécessitait
la présence du complexe ExeAB a la Ml (Vanderlinde et al. 2017). En effet, I'interaction d’ExeA avec le
PG, par son domaine PGBD (PF01471), induit sa propre multimérisation (Li 2010). La multimérisation
d’ExeA génere une plateforme d'assemblage pour la sécrétine. La protéine ExeB, quant a elle, interagit
a lafois avec ExeA et avec la sécrétine ExeD et joue un role de protéine d’échafaudage facilitant la mise
en place de la sécrétine (Vanderlinde et al. 2017). Toutefois, en utilisant des approches génétiques et
biochimiques, les auteurs ont montré que I'assemblage de la sécrétine ne nécessitait plus la présence
d'ExeA lorsque le PG était modifié. Premierement, la présence d’ExeA n’était plus obligatoire dans des
conditions de surexpression de la D,D-carboxypeptidase PBP5, ce qui suggere que la modification du
degré de réticulation du PG est importante pour la mise en place de la sécrétine (Vanderlinde et al.
2017). Dans une deuxiéme approche, A. hydrophila a été mise a croitre dans un milieu contenant un
exces de glycine. En effet, les études précédentes chez B. subtilis et E. coli ont démontré que les
concentrations élevées de glycine ou de D-méthionine, entrainaient respectivement le remplacement
du D-Ala en position 4 ou 5 du peptide-tige et des diminutions de la réticulation du PG de 18 % (avec
Gly) et 25 % (avec D-Met) (Caparréds et al. 1992; Hammes et al. 1973). Chez A. hydrophila, Vanderline
et ses collaborateurs ont effectivement constaté que la croissance en présence de 270 mM de glycine
entralnait une incorporation significative de glycine en position 4 du peptide-tige et que la réticulation
du PG a été réduite de 17 a 27 % (Vanderlinde et al. 2017). Les auteurs proposent que l'incorporation

de glycine ou de D-Met a la place de D-Ala dans le PG d'A. hydrophila pourrait empécher sa réticulation
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Figure 29. 1. OutB est requise pour la virulence de D. dadantii. A. Tests de pathogénicité réalisés sur feuilles d’endive
inoculées avec 107 cellules de la souche sauvage de D. dadantii, de mutant outB ou de mutant outD, portant soit un
vecteur pGEM-T vide (Ve), soit un plasmide exprimant le gene outB, ou outD. Les feuilles d’endives ont été incubées a
28°C pendant le temps indiqué. Les feuilles infectées avec la souche sauvage sont nécrosées au bout de 72 h, tandis que
la zone d’infection est circonscrite chez les feuilles infectées par le mutant outB ou outD. B. Les mémes souches de D.
dadantii ont été cultivées pendant 14 h a 30°C sur des boites de pétri contenant un milieu avec polygalacturonate, un
dérivé de la pectine, puis ont été recouvertes d'acétate de cuivre. La taille des halos reflete le niveau de sécrétion des
pectinases. Les mutants outB et outD ne sécrétent pas de pectinases dans le milieu extérieur. C. Les souches de D.
dadantii portant les mémes plasmides que dans les panneaux A et B ont été cultivées pendant 14 h a 28°C en milieu LB
liguide additionné de galacturonate. Les surnageants de culture (S) et les cellules (C) ont ensuite été séparés sur gel SDS-
PAGE et ont été analysés avec des anticorps dirigés contre la pectate lyase (PelB) et la pectine méthylestérase (PemA).
Dans les mutants outB et outD, les pectinases sont produites (C), mais ne sont pas sécrétées (S). Les défauts de virulence
et de sécrétion observés chez les souches outB et outD ont été efficacement complémentées par les plasmides exprimant
soit le géne outB soit le geéne outD. 2. OutB interagit avec le PG. A. Pontage chimique in vivo avec le DTSSP. Le mutant
outB de D. dadantii portant soit un vecteur vide, soit un plasmide exprimant le gene outB ou OutB délété de I'extension
C-terminale (OutBActe), ont été traitées avec le DTSSP. Le PG a ensuite été extrait par une procédure d'ébullition au SDS,
et les protéines liées au PG ont été éluées avec du B-mercaptoéthanol, et analysées par western blot avec les anticorps
anti-OutB ou anti-OmpA. Seule OutB est éluée du PG, alors que OutBActe ne I'est pas, ce qui suggére que la CTE interagit
avec le PG. B. Pontage aux UVs site-spécifique in vivo. Les substitutions OutBpBPA (T214 et K219) ont été exprimées chez
le mutant outB de D. dadantii. Les cellules ont été exposées aux UVs, traitées ou non avec du lysozyme, puis ont été
analysées par western blot avec |'anticorps anti-OutB. Des complexes de haut poids moléculaire réagissant avec les
anticorps anti-OutB sont visibles lors de I'exposition aux UVs, mais disparaissent lors du traitement au lysozyme. Ce
résultat suggere que ces complexes sont composés de PG, et suppose donc que la CTE interagit avec celui-ci. D’apres
Zhang et al. 2022.



par plusieurs mécanismes : i) soit par l'inhibition des PBPs de HMW (voir le chapitre ‘PBPs’), réduisant
la quantité de peptides-tiges réticulés, soit ii) du fait que les peptides-tiges portant une glycine
terminale constituent de mauvais substrats pour les transpeptidases (Caparrés et al. 1992; Hammes et
al. 1973). Néanmoins, il faut noter que la quantité de sécrétine assemblée dans la ME en I'absence
d'ExeAB dans des conditions de modification chimique du PG est plus faible que celle observée chez la

souche sauvage.

Selon les auteurs, ces résultats prouvent que la fonction principale d'ExeA est de modifier la taille
des pores du PG pour permettre le transport d'ExeD a travers la ME. Ainsi, le complexe ExeAB serait
impliqué dans la réorganisation du PG, ainsi que dans la localisation de la sécrétine a une zone précise

du PG. Toutefois, le mécanisme moléculaire de cette modification reste inconnu.

d. Représentation de GspA et GspB chez les protéobactéries

Une étude phylogénétique récente a montré la présence d'homologues de GspA et de GspB dans
plusieurs groupes de y-protéobactéries et de B-protéobactéries (Zhang et al. 2022) (Fig. 28). GspA est
une protéine a plusieurs domaines, dont la composition varie selon les bactéries. Par exemple, chez
Vibrio et Aeromonas, GspA possede un domaine cytoplasmique ATPase fusionné, du c6té C-terminal,
a un segment transmembranaire, suivi d'une grande région périplasmique avec un domaine de type
peptidase a cystéine, et un domaine de liaison au PG (Fig. 28.B). Toutes les GspB portent un segment
transmembranaire unique et un domaine HR (homology region) périplasmique, mais leur longueur et
leur composition varient considérablement selon les bactéries (Zhang et al. 2022). Par ailleurs, chez la
plupart des bactéries, les génes gspA et gspB sont co-localisés et co-exprimés. Cependant, certaines
bactéries comme les Dickeya ne possédent pas le composant GspA, mais possedent seulement GspB
(Fig. 28.B). La partie suivante illustre la diversité des composants GspA/B chez les bactéries, et met en

lumiere le role de GspB chez D. dadantii.

Chez Alteromonas et Pseudoalteromonas, les GspA sont dépourvus de région périplasmique et les
GspB respectives sont nettement plus longs que chez la plupart des autres bactéries (Fig. 2B). En outre,
les GspB d'Alteromonas possedent un domaine cytoplasmique supplémentaire de la famille DUF3391.
Chez Aeromonas et Vibrio, GspA porte un domaine spécialisé de liaison au PG (Fig. 28.B) et, comme
présenté plus haut, le complexe GspA/GspB est impliqué dans l'insertion de la sécrétine dans le PG (Li
et Howard 2010). Chez Vibrio vulnificus, GspA est fusionnée a la partie périplasmique de GspB en un
seul polypeptide GspAB (Martynowski et al. 2013). Des fusions GspAB similaires, de longueur et de
composition en domaines variées, semblent étre apparues indépendamment dans plusieurs groupes
de y-protéobactéries (Fig. 28.B). Ce phénoméne favorise I'hypothése d'une relation fonctionnelle
étroite entre GspA et GspB. Chez E. coli K-12 et quelques autres entérobactéries étroitement
apparentées, une GspA multidomaine (ATPase, peptidase, PGBD) est associée a une GspB
remarquablement petite, dépourvue de domaine HR, mais possédant une séquence polyampholyte
(alternance de résidus chargés positivement et négativement (Fig. 28.B). Enfin, Dickeya,
Pectobacterium, Klebsiella et quelques autres bactéries proches n'ont pas d'homologue GspA. En

revanche, chez ces bactéries, GspB posséde une séquence polyampholyte C-terminale qui rappelle
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celles de certains domaines de lectines liant les sucres. Cette séquence est située juste apres le
domaine HR, et est associé a une protéine de la famille des pilotines OutS/PulS. Par conséquent, selon
la bactérie, les protéines GspB varient considérablement en longueur et en composition de domaines.

Enfin, les GspB agissent de concert avec un GspA ou avec une pilotine GspS (Zhang et al. 2022).

Chez D. dadantii, la protéine OutB est importante pour la fonction du T2SS, puisque la délétion du
géne gspB impacte I'assemblage de la sécrétine et cause une baisse de la virulence, ainsi que la
diminution de la sécrétion de pectinases (Zhang et al. 2022) (Fig. 29.1.A et 29.1.B). Dans un mutant
outB de D. dadantii, la propagation des symptoémes liés a I'infection est circonscrite par rapport a la
souche sauvage (Zhang et al. 2022) (Fig. 29.1.B). Par ailleurs, une étude antérieure a montré, que la
surproduction d’OutD dans un mutant outB permettait de surmonter les défauts de sécrétion par le
T2SS (Condemine et Shevchik 2000). Ceci peut indiquer que la sécrétine OutD est une cible principale
d’OutB. Or, Chez D. dadantii, la lipoprotéine OutS joue un réle crucial dans la mise en place de la
sécrétine OutD a la ME (Shevchik et Condemine 1998). En effet, dans un mutant outS, la protéine OutD
est mal localisée, et s’accumule a la Ml ce qui déclenche une fuite d’ions du cytoplasme, et déclenche
la réponse Psp (Shevchik et Condemine 1998). Plus récemment, Zhang et ses collaborateurs ont
observé que la surexpression d’OutB diminuait la réponse Psp, suggérant qu’une abondance d’OutB
pouvait aider a la mise en place de la sécrétine dans la ME (Zhang et al. 2022). Des études plus
approfondies ont montré que la région périplasmique d’OutB suffisait a diminuer la réponse Psp. En
effet, I'expression d’OutB possédant une séquence signal clivable a la place de la région
transmembranaire a généré une protéine OutB soluble qui se lie suffisamment fortement a la sécrétine
pour I'acheminer correctement a la ME (Zhang et al. 2022). Cette interaction a lieu entre le domaine
HR d’OutB et le domaine NO de la sécrétine OutD (Gu et al. 2012; Zhang et al. 2022) (Fig. 26.B). La
structure du domaine HR d’OutB est similaire a celle d’OutC. Elle est composée de deux feuillets-p
antiparalléles a trois brins (Gu et al. 2012). Ces feuillets-p s'assemblent pour former un sandwich-p
interagissant avec le domaine NO de GspD (Gu et al. 2012; Zhang et al. 2022). Ainsi, la protéine
d'échafaudage OutB, en concert avec la pilotine OutsS, facilite I'assemblage du T2SS de D. dadantii en

ancrant la sécrétine a la Ml et au PG (Zhang et al. 2022).

e. OutB de D. dadantii est une protéine d’échafaudage facilitant la mise en place de
la sécrétine, et interagissant avec le PG

Chez D. dadantii, OutB est une protéine de 220 acides aminés ayant un poids moléculaire de 23,5
kDa. OutB posséde une courte région cytoplasmique, suivie d'une hélice transmembranaire, et dans la
partie périplasmique, une région linker, un domaine HR qui interagit avec le domaine NO de la sécrétine
OutD, et enfin, une extension C-terminale (CTE) de 28 résidus spécifique aux bactéries du genre
Dickeya. En effet, les Pectobacterium et Klebsiella possedent également une CTE, mais celle-ci est plus
courte (~15 résidus). Afin d’analyser le role de la CTE de D. dadantii, Zhang et ses collegues ont tout
d’abord évalué son implication dans la sécrétion des pectinases. Méme si la délétion de la CTE a
provoqué une certaine diminution de la sécrétion, cet effet n'était pas aussi important que la délétion
compléte d'OutB (Zhang et al. 2022). Zhang et ses collaborateurs ont ensuite cherché a savoir si

I'absence de GspA chez D. dadantii pouvait étre compensée en partie par I'extension C-terminale
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d’OutB. En effet, la séparation des composants d’enveloppe de D. dadantii sur gradient de sucrose a
montré qu’OutB était présent a la fois dans la fraction correspondant a la ME et a la MI. Toutefois, le
traitement de I'enveloppe par le lysozyme a modifié la localisation d’OutB, qui était alors uniquement
retrouvée dans la Ml (Zhang et al. 2022). Ces résultats suggerent qu’OutB interagit avec le PG. Comme
OutB ne posséde aucun domaine connu de liaison au PG, les auteurs ont proposé que l'interaction
d’OutB avec le PG pourrait s’établir via son extrémité C-terminale de 28 résidus (Zhang et al. 2022)
(Fig. 29.2). Pour démontrer cela, les interactions entre OutB et le PG ont été évaluées in vivo par deux
approches complémentaires. Premiérement, le pontage avec 3,3’-dithio-
bis(sulfosuccinimidyl)propionate (DTSSP), a démontré que la CTE d'OutB était spatialement proche du
PG et que les deux pourraient interagir. En effet, le DTSSP est un agent bifonctionnel portant de chaque
cOté un groupement sulfo-NHS réagissant aux amines primaires, comme ceux dans la chaine latérale
de la lysine. Un bras espaceur de huit carbones entre les deux groupes sulfo-NHS permet un couplage
covalent & une distance maximale de 12 A. Dans une deuxiéme approche, les auteurs ont eu recours
au pontage aux UVs spécifique de site avec l'acide aminé photo-réactif pBPA (p-benzoyl-I-
phenylalanine). Une fois que le résidu d’intérét est substitué in vivo par pBPA, une courte exposition
des cellules aux UV (3 min) permet de coupler pBPA a des résidus tres proches, situés a une distance
maximale de 3 A. Pour cela, des substitutions au pBPA ont été introduites dans quelques résidus ciblés
de la CTE d'OutB (T214 et K219) et I'interaction de ces résidus avec le PG a été évaluée chez D. dadantii.
Le traitement des cellules aux UVs a provoqué la formation de quelques adduits, réactifs aux anticorps
anti-OutB et sensibles au traitement des cellules par le lysozyme (Fig. 29.2). Ces expériences ont donc
démontré que la protéine OutB, et plus précisément son extrémité C-terminale, interagissait avec le

PG (Zhang et al. 2022). La nature d’une telle interaction reste néanmoins a découvrir.
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Objectifs de la these

L’objectif principal de cette thése est de déchiffrer la nature de I'interaction entre OutB et le PG
observée par Zhang et ses collaborateurs (Zhang et al. 2022), et de déchiffrer les mécanismes

moléculaires de ce phénoméne et les enzymes impliquées.

Les larges machineries cellulaires comme les systémes de sécrétion, les pili ou les flagelles
traversent 'enveloppe des bactéries a Gram négatif. L'ancrage de ces gros complexes multiprotéiques
a la paroi est le plus souvent assuré par des domaines protéiques spécialisés, liés de maniére non
covalente au PG (Aschtgen, Gavioli, et al. 2010; Ghosal et al. 2019). La y-protéobactérie
phytopathogene Dickeya dadantii utilise le systéeme de sécrétion de type 2 (T2SS) pour sécréter un
arsenal d’enzymes pectinolytiques. La protéine OutB est un composant du T2SS et son domaine HR
interagit avec le domaine NO de la sécrétine OutD, qui se situe a proximité de la couche de PG. Dans
une étude récente, Zhang a montré qu’OutB interagissait avec le PG par un mécanisme inconnu (Zhang
et al. 2022).

Le premier objectif de ces travaux de recherche a consisté a identifier la région d’OutB permettant
son interaction avec le PG. Nous avons par la suite recherché un couplage covalent potentiel entre les
résidus d’OutB et le PG de D. dadantii.

Le deuxieme objectif de ces travaux était d’identifier d’autres protéines attachées de maniére
covalente au PG chez D. dadantii, et plus largement, chez les y-protéobactéries. Pour les identifier,
nous avons cherché a savoir s'il existait un motif protéique ubiquitaire permettant le couplage de
protéines au PG. Pour déterminer un tel motif, nous avons réalisé la mutagenese dirigée des six résidus
C-terminaux de Lpp, seule protéine connue pour étre liée au PG chez E. coli (Magnet et al. 2007), et
évalué le couplage de cette derniere au PG. Selon notre hypothése de départ, ce motif consensus serait
reconnu par les L,D-transpeptidases (Ldts) catalysant le couplage de protéines au PG, et la découverte
d’un tel motif permettrait d’identifier in silico de nombreuses autres protéines potentiellement liées
au PG chez D. dadantii.

Le troisieme objectif de cette these était d’identifier et de caractériser les Ldts impliquées dans le
couplage covalent de Lpp au PG chez D. dadantii. Par ailleurs, nous avons souhaité évaluer I'activité
croisée des Ldts d’E. coli chez D. dadantii. Cet axe de recherche a pour ambition de mettre en lumiére
i) la spécificité enzymatique des Ldts, ii) de déterminer leurs conditions d’expression, et iii) de

comprendre les raisons de la multiplicité des genes de Idt chez les protéobactéries.
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Souche Génotype
E.coli NM522 A(lac-proAB), thi, hsd5, supE, [F'proAB+, lacl, lacZAM15
D. dadantii A5652 souche sauvage

Tableau 3. Souches utilisées dans ce travail.

. dadantii A6298
. dadantii A6610
. dadantii A6260
. dadantii A6261

Ipp::cat (CmF)
1dt03::tetA (Tet?)
ldt84:aadA (SmR)
1dt70::cat (CmR)

. dadantii A6621
. dadantii A6264
. dadantii A6266
. dadantii A6268
. dadantii A6296
. dadantii A6336
. dadantii A6303
. dadantii A6304
. dadantii A6637
. dadantii A6633

1dt03::tetA, Idt84::aadA (Tet®, SmF)

Idt70::cat, Idt84::aadA (CmF, SmR)

1dt03::tetA, Idt70::cat, Idt84::aadA ( Tet?, CmR, SmF)
1dt03::tetA, Idt70::cat (Tet®, CmF)

Idt523::aacC1 (GmR)

Idt03::tetA, Idt523::aacC (TetR, GmF)

1dt84::aadA, Idt523::aacC (SmR, GmF)

ldt70::cat, Idt523::aacC1 (CmR, Gm®)

1dt03::tetA, Idt84::aadA, Idt523::aacC1 ( Tet®, SmR, CmR)
1dt03::tetA, Idt84::aadA, Ipp::cat (Tet?, SmR, CmR)

O O O O O O O 0O O O O O O O

Tableau 4. Oligonucléotides utilisés pour I'amplification des génes Idt chez D. dadantii et E. coli.

For_Ldt03 GTACCGGATAACAACAATTCC
Rev_Ldt03 GCAGCGTAAGCTGCCCTGTG
For_Ldt70 CGCGATGTGATAAAAGCAGTG
Rev_Ldt70 GCCCGTCGATGCAACCCGAG
For_Ldt84 GTAACCCTGTGTTGCGCTCTG
Rev_Ldt84 GATGTCAGAACGCCCGCTGATG
LdtA GAATTCGCTATACTTAAC GGATAGC
RLdtA AAGCTTTCTAATTACCAA CGC

LdtB GAATTCCAATACTCTAATATTCTC
RLdtB AAGCTTATGAGTCCGCCTTTTGCTT
LdtC GAATTCAGGCTTATCTGTTTATTAC
RLdtC AAGCTTCCCCGCGACATGCCGTGTCG
LdtE GAATTCCGACGTTTCAGCGTGAGTC
RLdtE AAGCTTGTCTGCCGTTTACCGCTAC

Tableau 5. Oligonucléotides utilisés pour la construction des versions d’OutB.
Rev_OutBT218Y GCAGTTGCTGTGTCATTTCTTGTATGTCCTGACGGTTTGCTCCCG
OuB_K220tga GAAGTGATGACACAGCAACTGCACATC
ROuB_K220tga GTCATCACTTCGTTGTCCTGACGGTTTG

OuBdIt29B GCCGATATCGCGGATGAAAACCATCCTG

ROuBdIt29B TTTCATCCGCGATATCGGCCCAGCGTTGAT

OuBStrp2 GGCATGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAGCCTCACAGGAGGCGACGCCAG
ROuBStrp2 GAGGCTTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCATGCCGTCTGAGTTGCGCTGTT
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Matériel et méthodes

Souches bactériennes et conditions de culture. Les bactéries (référencées Tableau 3) ont été
cultivées dans le milieu riche Luria-Bertani (LB) a 30°C sous agitation. Si nécessaire, le milieu a été
solidifié avec 15 g.L! d’agar et les antibiotiques ont été ajoutés aux concentrations suivantes :
ampicilline, 100 pg/mL ; kanamycine 50 pg/mL ; chloramphénicol 20 ug/mL. L'IPTG a été ajouté a une
concentration finale de ImM pour induire I'expression des genes d’intérét clonés sur le plasmide sous
contréle du promoteur Plac. L'arabinose a 0,1 % a été ajoutée pour induire I'expression des genes

d’intérét clonés sur le plasmide sous contrdle du promoteur PBAD.

Test de sensibilité au SDS par dilution. Les bactéries ont été cultivées en BL additionné
d’antibiotiques appropriés jusqu’a DOsoo 1,0 et des dilutions au dixiéme jusqu’a la dilution 10 ont été
réalisées. 3 uL de chaque dilution ont été déposés sur milieu LB-agar contenant soit I'inducteur (IPTG
1 mM). Lorsqu’indiqué, le SDS a été ajouté a une concentration de 0,05 % ou 0,1 %. Les boites ont

ensuite été incubées a 30°C et la croissance des bactéries a été observée pendant 12 a 72 h.

Test de sécrétion de pectinases Les bactéries ont été cultivées en BL additionné d’antibiotiques
appropriés jusqu’a DOgoo 1,0. 3 uL de suspension bactérienne a été déposée sur milieu LB-agar
contenant contenant du polygalacturonate (PGA 0,2%) et du glycérol (0,2%). Apres 15h de croissance
a 30°C, les boites ont été recouvertes par une solution aqueuse saturée d'acétate de cuivre, afin de

révéler les halos de digestion du polygalacturonate.

Méthodes de biologie moléculaire.

L'extraction d’ADN plasmidique par lyse alcaline, les digestions d’ADN plasmidique et
I’électrophorése sur gel d’agarose ont été effectuées selon Sambrook and Russell (2001). Les
extractions d’ADN plasmidique ou sur gel ont été réalisées avec les kits Nucleospin Plasmid et
Nucleospin Gel and PCR clean-up (Machery-Nagel). La quantification de I’ADN purifié a été réalisée par
une mesure au NanoDrop. L'amplification de génes Idt et Ipp a été réalisée avec les billes Ready-To-Go
(GE Healthcare). La mutagenése dirigée par PCR a été réalisée avec le kit PrimeSTAR Max DNA
Polymerase (TaKaRa). La vérification du génotype des souches a été réalisée avec les billes Ready-To-
Go (GE Healthcare). Les transformations avec I’ADN plasmidique ont été réalisées par électroporation
chez D. dadantii et par choc thermique chez E. coli sur des cellules rendues compétentes apres un

traitement au CaCl,.

Production des versions d’OutB, de Lpp, de Lpp:OutB, de PaeX et des fusions Bla-OutB. Les
plasmides utilisés dans les expériences sont référencés Tableau 9. Les différentes versions d’OutB ont
été générées par mutagenese dirigée (amorces Tableau 5) et leur séquence a été vérifiée (Eurofins,
MicroSynth). Les versions Lpp:OutB ont été construites a partir des génes Ipp et outB de D. dadantii
(amorces Tableau 5 et 6) et ont été clonés dans le pGEM-T. Les genes paeX, [dt03, Idt84, Idt70 et Idt523
ont été amplifiés a partir de I’ADN chromosomique de D. dadantii (amorces Tableau 4 et 8), clonés
dans pGEM-T, puis dans pBluescript et pBAD-18. Les génes IdtA, IdtB, IdtC et LdtE ont été amplifiés a
partir de I’ADN chromosomique d’E. coli (amorces Tableau 4), puis ont été clonés dans le pGEM-T ou

le pBluescript. Les différentes versions et de PaeX ont été générées par mutagenese dirigée (amorces
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Tableau 6. Oligonucléotides utilisés pour la mutagenése dirigée du motif C-terminal de Lpp.

Nom Séquence

For_Lpp CGTAGTGGTGATGGTTTCCG

Rev_Lpp CGCAATCGGCATGGTCTGC

Lpp_dIt58 Y56T GTACTACCAAGTAGTAAGAACTGGTTGAATG
RLpp_dIt58 Y56T CTTGGTAGTACGAACCTGGTTGTCCAGG
Lpp_dIt58 K57R TACAGGTAGTAAGAACTGGTTGAATG
RLpp_dIt58 K57R CTACCTGTAAGTACGAACCTGGTTG

Lpp_dIt58_K57R_Y56T GTACTACCAGGTAGTAAGAACTGGTTGAATG
RLpp_dIt58_K57R_Y56T  CTACCTGGTAGTACGAACCTGGTTGTCCAG

Lpp-B#12 GACGCTCTGGCTACCGACGTCGATGACGCCGCGCAAGAC

RLpp-B#12 GTCTTGCGCGGCGTCATCGACGTCGGTAGCCAGAGCGTC
Lpp_twnStrp2 CAGCTGGTCCCATCCCCAATTTGAGGCTTCCTGGAGCCACCCCCAGTTCG
RLpp_twnStrp2 TCCAGGAAGCCTCAAATTGGGGATGGGACCAGCTGGAGCAACCAGCCAGC
LppY56T_K57Y GGACAACCAGGTTCGTACTACTATGAAGTAAGAACTGGTTGAATG
RLppY56T_K57Y CATTCAACCAGTTCTTACTTCATAGTAGTACGAACCTGGTTGTCC
LppT55K CCTGGACAACCAGGTTCGTAAATACAAGAAGTAAGAACTGG

RLppT55K CCAGTTCTTACTTCTTGTATTTACGAACCTGGTTGTCCAGG

LppK57R CAACCAGGTTCGTACTTACAGGAAGTAAGAACTGGTTGAATG
RLppK57R CATTCAACCAGTTCTTACTTCCTGTAAGTACGAACCTGGTTG

LppR54T GCGCCTGGACAACCAGGTTACTACTTACAAGAAGTAAGAACTGG
RLppR54T CCAGTTCTTACTTCTTGTAAGTAGTAACCTGGTTGTCCAGGCGC

LppY56T CCTGGACAACCAGGTTCGTACTACCAAGAAGTAAGAACTGGTTG
RLppY56T CAACCAGTTCTTACTTCTTGGTAGTACGAACCTGGTTGTCCAGG
LppV53A CCAGCGCCTGGACAACCAGGCTCGTACTTACAAGAAGTAAG

RLppV53A CTTACTTCTTGTAAGTACGAGCCTGGTTGTCCAGGCGCTGG

Tableau 7. Oligonucléotides utilisés pour la construction de la fusion BlaM-OutB.
BladItB GACGGTTTGCGGTTTCCCGCCTGGCCAAATG
RBladItB GGGAAACCGCAAACCGTCAGGACAACGAAG

Tableau 8. Oligonucléotides utilisés lors de la mutagenése de PaeX.

ForPaeX_RI GAATTCAAACGGGTAAACTGTCATG
RevPaeX_HllI TAAGCTTGGGCTGCAGGTCGAC
PaeX_K322T GGCGAATCAACCGGATAAAACATAAC
RPaeX_K322T GTGACGGTGTAACTAGTTATGTTTTA
PaeX_K321tga ATACGGCGAATCAACCGGATTGAAAAT
RPaeX_K321tga GACGGTGTAACTAGTTATTTTCAATCC
PaeX_K313A CTAACATCGCTGCCGTTAAAGGCAAATA
RPaeX_K313A CCGGTTGATTCGCCGTATTTGCCTTTA
PaeX_K312Y CTGGCTAACATCGCTGCCGTTATACAAAA
RPaeX_K312Y CCGGTTGATTCGCCGTATTTTTGTATAAC
PaeX_K312-313A GGCTAACATCGCTGCCGTTAGCGGCAA
RPaeX_K312-313A GGTTGATTCGCCGTATTTGCCGCTAAC
PaeX_K312tga GGCTAACATCGCTGCCGTTATGAAAAA
RPaeX_K312tga CGGTTGATTCGCCGTATTTTTTCATAAC

Tableau 8) et leur séquence a été vérifiée (Eurofins, MicroSynth). Les versions de Bla-OutB ont été

générées par mutagenese dirigée (amorces Tableau 7).
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Tableau 8) et leur séquence a été vérifiée (Eurofins, MicroSynth). Les versions de Bla-OutB ont été

générées par mutagenése dirigée (amorces Tableau 7).

Construction des souches de D. dadantii mutantes (Ipp et Idt). Pour la construction d’une souche
Ipp-, un fragment d’ADN contenant le géne Ipp avec une région de 200 pb en amont et 500 pb en aval
a été amplifiée par PCR en utilisant les amorces Lpp_For et Lpp_Rev (Tableau 6). Le produit PCR a
ensuite été cloné dans le plasmide pGEM-T et un géne de résistance au chloramphénicol cat (codant
pour I'acétyltransférase du chloramphénicol) a été inséré dans le géne Ipp en utilisant le site Hpal. Le
plasmide ainsi obtenu a été introduit par électroporation dans la souche sauvage de D. dadantii et la
construction Ipp::cat a été recombinée sur le chromosome a la place de l'alléle Ipp sauvage par la
recombinaison homologue. En pratique, a la suite des cultures successives dans le milieu bas
phosphate facilitant la recombinaison, les bactéries ont été étalées sur les boites BL. Les colonies ont
ensuite été répliquées sur les boites contenant soit du chloramphénicol, soit de I'ampicilline afin de
sélectionner les colonies Cmf et Amp® ayant recombinés le géne muté Ipp::cat mais perdu le plasmide
pPGEM-T. Les colonies mutées ainsi sélectionnées ont ensuite été vérifiées par PCR et par Western blot.
Pour éviter la présence de mutations secondaires apparu lors de recombinaison, la mutation Ipp::cat
a été transduite de novo dans la souche sauvage. Les souches mutées de génes /dt ont été construites
de méme maniére, mais en utilisant des genes de résistance aux antibiotiques différents (voir le
Tableau 3).

Purification du peptidoglycane. Les cultures de D. dadantii ont été ensemencées en 1/20 dans le
milieu LB additionné de glycérol et d’antibiotiques, et cultivées sous agitation a 30°C. Lorsque DOggo
atteint 1,0 (~5-6 h), les cellules ont été collectées par centrifugation 5 min a 5000 g, resuspendues
dans le méme volume de milieu inducteur (LB additionné d’antibiotiques, de galacturonate, d’'IPTG
et/ou d’arabinose), puis remises a cultiver sous agitation pendant 3 h. Les cellules ont ensuite été
collectées par centrifugation 7 min a 7 000 g et congelées a -20°C. Les cellules congelées ont été
reprises par 2,5 mL de tampon PBS (50 mM Na phosphate pH 7.2, 0,1 M NaCl) sur la glace, puis ajoutées
goutte par goutte dans 2 mL de SDS 10% bouillant, laissé bouillir pendant 1 h. Aprées 24 h de repos a
20 °C, la solution a été centrifugée 2 h a 200 000 g et le culot de PG a été remis en suspension dans du
SDS 2%, puis mis a bouillir pendant 1 h. Le PG a été précipité par la centrifugation, resuspendu dans le
tampon TNP (tris-HCl pH 8, NP-40 0.5 %) et incubé a 60°C pendant 1 h. Cette opération de lavage
(centrifugation-suspension-incubation) a été répétée 3 fois et le PG a été resuspendu dans 1 mL de
TNP.

Analyse des protéines attachées au PG en gel de polyacrylamide (SDS-PAGE). Les échantillons du
PG purifié (50 pL) ont été digérés ou non par I'ajout de 2 pL de lysozyme (2 pg/uL), ou 1 pL de PGRP (2
pg/uL), ou 1 puL de mutanolysine (2 pg/uL) pendant 3 h a 37°C. lls ont ensuite été additionnés de 20 pL
de tampon de lyse, bouillis pendant 7 min et séparés par électrophorese en gel de polyacrylamide,
SDS-PAGE, soit dans un systéme « classique » selon Laemmly, soit « Tris-Tricine ». La migration a été
effectuée a 20 mA par gel pendant 5 h et les protéines soit ont été visualisées dans une solution de
Bleu de Coomassie R-250 0,25%, d’acide acétique 10% et d’éthanol 40%, soit transférées sur une

membrane et révélées avec les anticorps appropriés.
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Tableau 9. Plasmides utilisés dans ce travail.

Nom

pGEM-T
pGEMT_OutB_wt
pGEMT_OutB_T218Y
pGEMT_OutB_K219tga
pGEMT_OutB_K220tga
pGEMT_OutBA29
pGEMT_OutBA22
pGEMT_OutB+21
pGEMT_OutB_ACt
pGEMT_OutB_ACTE
pGEMT_OutB_PS
pGEMT_PaeX
PGEMT_PaeX_K312Y;
pPGEMT_ PaeX_K313A
PGEMT_PaeX_ K321tga
PGEMT_PaeX_ K322tga
PGEMT _Lpp_wt
pGEMT_Lpp+21
pGEMT_LppA21
pGEMT_Lpp:OutB#3
pGEMT_Lpp:OutB#4
pGEMT_Lpp:OutB#5
pGEMT_Lpp:OutB#6
pGEMT_Lpp:OutB#7
pPGEMT_Lpp:OutB#8
pGEMT_Lpp:OutB#9
pGEMT_Lpp:OutB#10
pGEMT_Lpp:OutB#11
pGEMT_Lpp:OutB#12

pBluescript
pBS_Ldt03
pBS_Ldt84
pBS_Ldt70
pBS_Ldt523
pBS_LdtA
pBS_LdtB
pBS_LdtC
pBS_LdtE

pBAD-33
pBAD_OutBwt
pBAD_OutB+21
pBAD_OutBA21

Description
Permet le clonage direct des produits PCR et la sélection par a-
complémentation. Promoteurs pT7 et Plac ; AmpR
PGEM-T portant le géne outB sauvage
PGEM-T portant le géne outB muté, codant OutB_T218Y
PGEM-T portant le géne outB muté, codant OutB_K219tga
PGEM-T portant le géne outB muté, codant OutB_K220tga
PGEM-T portant le géne outB muté, codant OutB_A29
PGEM-T portant le géne outB muté, codant OutB_A22
PGEM-T portant le géne outB muté, codant OutB+21
pPGEM-T portant le gene outB muté, codant OutB_ACt
PGEM-T portant le géne outB muté, codant OutB_ACTE
pPGEM-T portant le géne outB muté, codant OutB_PS
PGEM-T portant le gene PaeX
pPGEM-T portant le gene PaeX muté
PGEM-T portant le géne PaeX muté
PGEM-T portant le gene PaeX muté
PGEM-T portant le gene PaeX muté

PGEM-T portant le géne Ipp

PGEM-T portant le gene Ipp+21

PGEM-T portant le gene IppA21

PGEM-T portant la fusion Ipp::outB#3

PGEM-T portant la fusion Ipp::outB#4

PGEM-T portant la fusion Ipp::outB#5

PGEM-T portant la fusion Ipp::outB#6

PGEM-T portant la fusion Ipp::outB#7

PGEM-T portant la fusion Ipp::outB#8

PGEM-T portant la fusion Ipp::outB#9

PGEM-T portant la fusion Ipp::outB#10

PGEM-T portant la fusion Ipp::outB#11

PGEM-T portant la fusion lpp::outB#12

Site multiple de clonage et le promoteur Plac inductible par I'lPTG; la
sélection par a-complémentation ; Kan®

pBluescript portant le géne /dt03
pBluescript portant le géne Idt84
pBluescript portant le géne Idt70
pBluescript portant le géne /dt523
pBluescript portant le géne /dtA
pBluescript portant le géne /dtB
pBluescript portant le géne IdtC
pBluescript portant le géne IdtE

Porte le site multiple de clonage et le promoteur PBAD inductible par
arabinose ; Cmf

pBAD portant le gene outB
pBAD portant le géne outB+21
pBAD portant le gene outBA21
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Western blot : immunodétection de protéines sur une membrane. Aprés la séparation sur un gel
SDS-PAGE, les protéines ont été transférées sur membrane de Immobilon PSQ (Merck) a I'aide d’un
appareil semi-sec (Biorad) dans un tampon Tris-glycine (glycine 0,3%, tris 0,6%, SDS 0,04% et méthanol
10 %) pendant 24 min a 100 mA par gel. Les sites de fixation aspécifiques ont été bloqués en baignant
la membrane dans une solution de gélatine 3% pendant 1 h. Aprés 3 lavages de 5 min dans du tampon
TBS-T (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM Nacl, 0,1% Tween-20), la membrane a été mise en contact
avec la solution d’anticorps primaire (anti-OutB ou anti-Lpp) dilué dans du TBS-T pendant 1 h. La
membrane est relavée au TBS-T, 3 fois pendant 5 min avant d’étre mise en contact avec la solution
d’anticorps secondaires couplés a la peroxydase (dilués dans du TBS-T) pendant 1 h. La membrane est
lavée 3 fois pendant 5 min dans du TBS-T, puis incubée dans une solution Western-HRP Luminata™
pendant 1 min et exposée sur un film autoradiographique. La peroxydase catalyse I'oxydation du
luminol présent dans les réactifs. Cette réaction s’accompagne d’une émission de lumiére détectable
par une exposition sur un film autoradiographique ou dans un appareil qui détecte Ia
chemoluminescence (ChemiDoc, BioRad). Les résidus d’acide N-acétyl-muramique du PG ont été
révélés par Western blot, comme c’est décrit pour les anticorps : avec WGA-biotinylée, utilisée comme

« premiers anticorps » et la streptavidine couplée a la peroxydase, comme « deuxieémes anticorps ».

Observation microscopique en coloration négative des mutants /dt et du mutant /pp exprimant
les versions de Lpp. La structure de surface des cellules a été observée en coloration négative a partir
de cultures bactériennes cultivées overnight dans le milieu riche Luria-Bertani (LB) a 30°C sous
agitation). L'ultrastructure des bactéries a été observée en microscopie électronique a transmission
(MET).

Préparation des échantillons de PG pour analyse par spectrométrie de masse.

Les cellules de Dickeya dadantii wt, Idt03 ou Idt84 ont été cultivées en erlenmeyer de 1 L
contenant 150 mL de BL liquide additionné de glycérol, a concentration finale 0.40 %. Les cultures ont
été incubées a 30°C pendant 10 heures a 115 rpm. A l'issue de la culture, les cellules ont été
centrifugées 1 h a 30 °C et a 14 000 g. Le culot a été repris dans 10 mL H,0, puis mis a bouillir gouttes
par gouttes dans 20 mL de SDS 10 % pendant 1h. Le PG a été lavé cinq fois avec 10 mL H,O en
centrifugeant 15 min, a 30 °C et a 14 000 g entre chaque lavage, puis le PG a été repris dans 1 mL de
Tris-HCl 10 mM pH 7,5. 10 pL de pronase (10 mg/mL) a été ajouté a I’échantillon, mis sous agitation
overnight a 37 °C. Le PG ainsi digéré a été centrifugé 15 min a 30 °C a 14 000 g, puis a été lavé 2 fois
avec 1 mL H,0, en centrifugeant a 15 min a 30°C et a 14 000 g entre chaque lavage. Le culot a été
resuspendu dans 1 mL NaPO4 20 mM pH 8. 10 pL de trypsine (10 mg/mL) a été ajouté a I’échantillon
et mis sous agitation 6 h a 37 °C. Le PG digéré par la trypsine a été centrifugé 15 min a 30 °C a 14 000
g, puis a été lavé 2 fois avec 1 mL H;0O, en centrifugeant a 15 min a 30°C et a 14 000 g entre chaque
lavage. Le culot a été repris dans 400 puL de NaPO4 25 mM pH 6, puis 10 uL de mutanolysine (20 000
U/mL) et 10 pL de lysozyme (10 mg/mL) ont été ajoutés a I’échantillon, puis mis a 37 °C overnight dans
un bain-marie. L'échantillon a été centrifugé 10 min a 14 000 g, puis le surnageant a été récupéré, et
a subi une réduction par I'ajout de 5 mg de NaBH.. Le tampon borate pH 9 500 mM a été ajouté et mis
aincuber 30 min a température ambiante. Enfin, 5 uL d’acide ortophosphorique 20 % a été ajouté afin

d’acidifier I’échantillon a pH 3-4.
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Purification d’OutB_PS par chromatographie d’affinité Strep-tag.
Production d’OutB PS Strep.

Les cellules de Dickeya dadantii portant le plasmide pGEMT OutB PS Strep + Idt03 (fraichement
transformées) ont été cultivées en erlenmeyer de 1 L contenant 150 mL de BL liquide additionné
d’ampicilline et de glycérol, a concentration finale de 200 pg/mL et 0.40 % respectivement. Les cultures

ont été incubées a 30°C overnight pendant 15 heures a 115 rpm.
Extraction et digestion du PG.

A l'issue de la culture, les cellules ont été centrifugées. Le culot a été repris dans 10 mL de PBS,
puis mis a bouillir gouttes par gouttes dans 20 mL de SDS 10% pendant 1h. Le PG a été centrifugé,
remis a bouillir dans du SDS 2%, recentrifugé, puis traité de la méme facon 2 fois dans du TNP-40. Le
PG ainsi extrait a été repris dans 3 mL de TNP-40, puis aliquoté par 1.5 mL dans des eppendorf 2 mL.
50 pL du PG non digéré ont été collectés et conservés pour analyse sur Western blot. Afin de digérer
le PG, 40 pL de lysozyme 2 mg/mL ont été additionnés a chaque eppendorf. Ces derniers sont ensuite
incubés sous agitation a I'horizontal dans un bain sec a 37°C pendant 3h. A I'issue de la digestion,
I’échantillon a été additionné de NP-40 a concentration finale 0.2 %, puis mis a incuber 5 min sur une
roue (10 rpm). 50 pL de cet échantillon ont été collectés et conservés. Le PG digéré a été centrifugé a
14 000 g, pendant 10 minutes a 30°C. Le surnageant contenant la protéine OutB PS Strep a été
récupéré, puis a été chargé sur une résine afin de procéder a la purification par chromatographie
d’affinité.

Préparation de la résine et purification par chromatographie d’affinité Strep-tag.

Les purifications ont été réalisées en « batch » sur résine Strep-Tactin®XT 4Flow (IBA). 0.4 mL de
résine (~0.3 mL sec) ont été utilisés pour les étapes suivantes. Toutes les solutions ont été maintenues
dans la glace. La résine a été lavée 3 fois avec 900 pL d’eau stérile, puis a été équilibrée 3 fois 900 uL
d’un tampon 1 (Tris HCI 100 mM, NaCl 150 mM , EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, triton 0.2%) en procédant
par incubation de 5 minutes sur une roue (10 rpm), suivies de 2 minutes de centrifugation a 3 000 g,
puis de 2 minutes de repos de la résine sur la paillasse (15 °C) afin de sédimenter la totalité des billes
contenues dans la résine. 1.5 mL de |’échantillon de PG digéré ont été chargés sur 0.4 mL de la résine,
puis mis a incuber pendant 2 h sur une roue a 15°C. Le surnageant a été collecté et conservé (50 uL
flow-through), puis la résine a été lavée 7 fois avec 900 uL de tampon 1, puis 3 fois avec le tampon 2
(Tris HCI 1200 mM, NaCl 150 mM , EDTA 1 mM, PMSF 1 mM). Les protéines accrochées lors des étapes
précédentes ont été éluées (3 fois) par incubation de la résine avec 300 pL de tampon 3 (Tris HCl 100
mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, D-biotine 50 mM, DMSO 200 mM). 50 uL de ces 3 élutions

successives ont été conservées pour analyse.
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Linker
HR
T™MS
Cyt OutB CTE
B. Lpp-box
Lpp E. coli CSSNAKIDQLSSDVQTLNAKVDQLSNDVNAMRSDVQAAKDDAARANQRLDNMAT KYRK

Lpp D. dadantii CSSNAKLDQLSSDVSSLNEKVSALTSKVDALATDVQAAKDDAARANQRL DNQVRTIKK

OutB D. dadantii
MKNTPEVKASPQTGYRIPGYLLVVYALLLFTLGWEFGHQRWADISPIPLSTSAAAT
AAPPTKVGMVPASTAVTADENHPGSLHAAAENSATQTAASGSQTSASSQEATPDT
KPAKLVTGWQTAKPGELPYIAFSAHVYTSAPDKRSVTLNGERYREGDSPYQGLVI
EQIEQDMVIFSEFNGEPFILDSLODWPGGKPGDDAAQGNEQEPTSKPEQTVRTTER

103 OutB CTE 12

OutB D. dadantii KPGDDAAQGNEQEPTSKPEQTVRTTEE

OutB D. solani KPGTDAAKDNEQEPASKPEKTVRTTEK

OutB D. dianthicola KPGTDAAQGNEQESASKPEKTVRTTEE

OutB D. chrysanthemi KPGSDADNGSTPPPSKSEKTVRTTKEK

OutB D. fangzhongdai KPGADAAQVNDPEPTSKPEKTVRTTEK

OutB D. oryzae KPGSDASEDSVPKTTSKPEKTIRTTKK

OutB D. zeae KPGSDAGEDAMPKTTSKPEKTIRTTKK

OutB D. undicola KPDADATQASDPEPTSKPEKTARTTKK

OutB D. poaceiphila KPGTGVVEGNMPKTTAKPEKTVITTKK

OutB D. lacustris KPDTESAAASDEPREDKPALKTPKTTNTAKRD
OutB D. aquatica KPDTDATTTNDESGESKPTLKAPKAAKTAKRD
OutB P. carotovorum KFNENERSADNQSGSATP

GspB M. paradisiaca KPDSDMIEGDSQ

Figure. 30. A. Modeéle Alphafold d’OutB. OutB posséde une courte région cytoplasmique (en noir), un segment
transmembranaire d’ancrage a la MI (TMS, en vert), une partie linker non structurée (en noir) suivie d’'un domaine HR
(en jaune), et d’une extension C-terminale de 28 résidus (CTE) terminée par le motif Lpp-box (en vert fluo) et deux
lysines (en rouge). HR : homology region ; sa structure (PDB 4WfW) a été résolue dans une étude précédente (Zhang
2022). B. L’extrémité de la CTE d’OutB est spécifique aux bactéries du genre Dickeya. L'extrémité C-terminale
d’OutB de D. dadantii posseéde un motif de 6 résidus, (VRTTKK, surligné en vert) appelé Lpp-box. La Lpp-box est a un
résidu pres identique a celle de Lpp de D. dadantii (VRTYKK), mais differe de celui de Lpp d’E. coli (ATKYRK). OutB de
D. solani, D. dianthicola, D. chrysanthemi et D. fangzhongdai possédent une Lpp-box identique a celle d’'OutB de D.
dadantii (VRTTKK). En revanche, OutB des autres espéces du genre Dickeya, a I'exception de D. lacustris et de D.
aquatica, possedent un motif trés similaire comportant deux lysines C-terminales. D. lacustris, D. aquatica et
Musicola paradisiaca (anciennement D. paradisiaca) constituent deux sous-groupes phylogénétiques distincts des
autres Dickeya. Leurs OutB sont dépourvues de la Lpp-box. Les homologues d’OutB retrouvés chez les bactéries
encore plus éloignés phylogénétiquement, comme Pectobacterium, possedent une CTE plus courte et sont dépourvus
de la Lpp-box.



Résultats

I) L’attachement covalent d’OutB au PG de D. dadantii

1) OutB est attachée de maniéere covalente au PG de D. dadantii

OutB est un composant du T2SS de la y-protéobactérie phytopathogene Dickeya dadantii. OutB
est une protéine de 220 résidus possédant une courte région cytoplasmique, un segment
transmembranaire d’ancrage a la Ml, une partie linker suivie d’'un domaine HR localisés dans le
périplasme, et d’'une extension C-terminale de 28 résidus (CTE) spécifique aux bactéries du genre
Dickeya (Fig. 30.A et 30.B). Une étude menée au laboratoire a mis en évidence que la CTE d’OutB,
interagissait avec le PG (Zhang et al. 2022). L'inspection de la séquence d’OutB a révélé que la CTE
d’OutB de D. dadantii, D. solani et quelques autres espéces de Dickeya se terminait par un motif de 6
résidus (VRTTKK), similaire a I'extrémité C-terminale de Lpp de D. dadantii (VRTYKK), appelée par la
suite, Lpp-box (Fig. 30.B). Pour rappel, Lpp est attachée de maniere covalente par sa lysine C-terminale
au mDAP? du peptide-tige, via 'action enzymatique de L,D-transpeptidases (Magnet et al. 2007). Cela
nous a laissé penser que, tout comme Lpp, OutB pourrait elle-aussi étre attachée de maniéere covalente
au PG chez D. dadantii. Pour tester cette hypothése, le PG de D. dadantii exprimant la version sauvage
d’OutB sur plasmide a été purifié par ébullition des cellules dans du SDS, suivie d’étapes successives
de lavage destinées a éliminer les protéines contaminantes, y compris celles liées de maniére non
covalente au PG, et les résidus de détergent. A I'issue de cette étape, le PG a été digéré soit par i) le
lysozyme, une muramidase qui coupe les liaisons glycosidiques des chaines glycanes entre les résidus
acide N-acétylmuramique et N-acétyle-D-glucosamine, soit par ii) 'amidase PGRP de Sitophilus
zeamais (Maire et al. 2019), qui clive la liaison amide entre le résidu D-lactyl en C3 de I'acide N-
acétylmuramique et le résidu L-Ala® du peptide-tige (Fig. 31.A). Les protéines ainsi libérées ont été
analysées par SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie (Fig. 31.B). Lpp est la protéine la plus abondante
chez E. coli, et 1/3 des molécules sont couplées de maniére covalente au PG (Cowles et al. 2011). Une
préparation intacte du PG de la souche sauvage de D. dadantii ne contient pas de Lpp visible au bleu
de Coomassie ni avec les anticorps dirigés contre Lpp (Fig 31.B). La digestion du PG par le lysozyme
cause I'apparition de sept bandes protéiques (Lpp-PG1 a 7) visibles sur gel SDS-PAGE coloré au bleu de
Coomassie (Fig. 31.B). Les bandes les plus abondantes possedent des poids moléculaires légerement
supérieurs a ceux de Lpp (~6 — 10 kDa), et quelques bandes minoritaires possédent un poids
moléculaire encore plus élevé (15 — 20 kDa) (Fig. 31.B). L’analyse de ces mémes échantillons par
Western blot révele que ces bandes réagissent avec les anticorps anti-Lpp, et pourraient donc
correspondre a Lpp attachée a des résidus de PG de taille variable (Fig. 31.B). Le traitement de
I’échantillon avec I'amidase PGRP engendre I'apparition de deux bandes (Lpp-PT1 et Lpp-PT2) trés
proches, de plus faible poids moléculaire (6 — 8 kDa), et plus intenses, ce qui serait cohérent avec
I’élimination des résidus de glycanes de ces formes de Lpp. Ces adduits correspondraient a Lpp couplée
au peptide-tige (Fig. 31.B). Afin de vérifier la présence de résidus de glycanes sur ces diverses formes
de Lpp générées par la digestion enzymatique du PG, nous avons réalisé un Western blot avec
I'agglutinine de germe de blé (WGA), qui reconnait spécifiquement les résidus de N-acétyle-D-

glucosamine (Fig. 31.A). En accord avec notre hypothéese, WGA réagit avec les formes de Lpp libérées
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Figure. 31. Mise en évidence du couplage de Lpp au PG chez D. dadantii. A. Représentation schématique du
couplage covalent de Lpp et de I’action du lysozyme et de I’'amidase PGRP sur le PG. Le PG est constitué d’une
alternance de disaccharides GlcNac-MurNac formant des chaines de glycanes. Le MurNac porte le peptide-tige,
ici constitué de trois acides aminés (L-Ala?, D-iGlu2, mDAP3). Lpp est liée de maniére covalente au PG par une
liaison peptidique établie entre le résidu mDAP3 du peptide-tige et la lysine C-terminale de Lpp. Le lysozyme (en
rouge) est une muramidase qui coupe les chaines de glycanes entre les résidus MurNac et GlcNac, libérant la
protéine attachée au peptide-tige et a des résidus de chaine de glycanes. L'amidase PGRP, clive la liaison entre le
groupement D-lactyl en C3 du MurNac et le résidu L-Ala® du peptide-tige (en vert), ce qui a pour effet de libérer
la protéine attachée au peptide-tige. WGA : agglutinine de germe de blé, se fixe au GlcNac. MurNac : acide N-
acétylmuramique, GlcNac : N-acétyle-D-glucosamine. B. Mise en évidence du couplage covalent de Lpp au PG.
Le PG de D. dadantii a été digéré par le lysozyme ou par PGRP. Les protéines libérées lors de la digestion du PG
ont été séparées en gel SDS-PAGE (18 % tris-tricine), puis soit colorées bleu de Coomassie (a gauche), soit
transférées sur une membrane et révélées avec les anticorps dirigés contre Lpp (au milieu) ou avec WGA (a
droite). Lorsque le PG est digéré avec le lysozyme, 7 bandes protéiques appelées Lpp-PG1 a 7 (indiquées par les
fleches rouges) sont visibles en coloration au bleu de Coomassie, et avec les anticorps anti-Lpp et WGA. Lorsque
le PG est digéré par PGRP, deux bandes nommées Lpp-PT1 et 2 (en vert) de poids moléculaire plus faible que
Lpp-PG sont visibles en coloration au bleu de Coomassie et avec les anticorps anti-Lpp, mais pas avec WGA. Ceci
indique que ces formes de Lpp (Lpp-PT1 et Lpp-PT2) ne sont pas attachées a des résidus de glycanes. L'étoile
rouge indique la position du lysozyme. L’étoile verte indique la position de PGRP.



par I'action du lysozyme, ce qui indique la présence de résidus de glycanes accrochés a Lpp (Fig. 31.B).
Cependant, WGA ne reconnait pas les formes de Lpp libérées par I’action de PGRP, ce qui est cohérent
avec élimination de chaines de glycane par I'amidase (Fig. 31.B). Ces résultats confirment donc que
chez D. dadantii, Lpp est attachée de maniere covalente aux peptides-tiges du PG. De maniere
intéressante, la digestion du PG par le lysozyme, comme par I'amidase PGRP, génére de multiples
formes de Lpp (Lpp-PG) (Fig. 31.B). On pourrait attribuer ces formes Lpp-PG a une digestion
enzymatique partielle. Or, les profils protéiques présentés ici restent stables a partir de 3 h et jusqu’a
24 h de digestion, indiquant que celle-ci est bien compléte (Fig. Annexe 1). Dans le cas du lysozyme,
on pourrait attribuer ces multiples formes Lpp-PG a une variabilité de la composition des chaines de
glycane. De méme, les deux formes de Lpp-PT générées par I'amidase pourraient correspondre au
couplage de Lpp a deux sortes de peptides-tiges différents. L’analyse par spectrométrie de masse du
PG issu de deux souches de D. dadantii mutées pour les genes de L,D-transpeptidases a récemment
été réalisée par I'équipe de Michel Arthur. Les résultats de spectrométrie de masse ont confirmé cette

derniére hypothése (voir chapitre ‘Spécificité des Ldt03 et Ldt84’).

OutB est une protéine modérément exprimée, a l'inverse de Lpp qui est la protéine la plus
abondante chez E. coli (Li et al. 2014). En conséquence, le niveau d’expression chromosomique d’outB
est a peine suffisant pour bien détecter OutB dans I'extrait cellulaire de D. dadantii par Western blot.
Afin de pallier cet inconvénient et d’évaluer le couplage potentiel d’OutB au PG, nous avons cléné le
géne outB sous le contréle du promoteur Plac inductible a I'lPTG du plasmide pGEM-T. Le pGEM-T est
un plasmide a fort nombre de copies conférant la résistance a I'ampicilline, et dont I'origine de
réplication (ColE1) est compatible avec la réplication chez D. dadantii. Le taux d’expression d’OutB sur
le plasmide permet sa détection par Western blot, mais pas par coloration au bleu de Coomassie. Afin
de déterminer le couplage potentiel d’OutB au PG, nous avons purifié le PG de D. dadantii exprimant
OutB sur plasmide, nous I'avons digéré avec le lysozyme et PGRP, puis nous avons séparé les protéines
libérées sur gel SDS-PAGE. L'analyse de I’échantillon de PG non digéré par Western blot avec les
anticorps dirigés contre OutB montre la présence d’une bande de poids moléculaire de ~30 kD3,
supérieure au poids moléculaire estimé d’OutB (23.5 kDa) (Fig. 32.A). Dans I’échantillon de PG digéré
par le lysozyme, on voit apparaitre trois bandes supplémentaires distinctes au-dessus de la protéine
OutB (OutB-PG) (Fig. 32.A). Ces bandes supplémentaires pourraient correspondre a OutB attachée a
des résidus de PG libérés par I'action du lysozyme. En accord avec cette hypotheése, I'action simultanée
du lysozyme et de I'amidase PGRP sur le PG génére une bande de poids moléculaire plus faible que
celles libérées par le lysozyme (OutB-PT), mais de plus grande intensité (Fig. 32.A). Cet adduit d’OutB
pourrait correspondre a OutB détachée des résidus glycanes par I'action de 'amidase, mais restant
toujours couplée au peptide-tige. Afin de vérifier cette hypothése, unWestern blot a été réalisé avec
WGA (Fig. 32.E). Or, probablement en raison de I'abondance des formes de Lpp couplée dans cet
échantillon, une longue trainée a empéché de visualiser la présence potentielle de telles formes d’OutB

(Fig. 3E). Ainsi, ces résultats suggerent qu’OutB est liée de maniére covalente au PG.

Il est intéressant de noter qu’a la différence de Lpp, une fraction d’OutB, dite ‘native’, reste
toujours présente dans I’échantillon de PG non-digéré (Fig. 32.A). On peut supposer que puisqu’OutB

est localisée dans la membrane interne, une fraction de la protéine resterait piégée a l'intérieur du
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Figure. 32. Analyse du couplage d’OutB au PG chez D. dadantii. Le PG de D. dadantii exprimant les versions
d’OutB (représentées schématiquement sur la Fig. 33) sur plasmide a été digéré par le lysozyme et/ou PGRP. Les
protéines libérées ont été séparées sur gel SDS-PAGE (10 % tris-glycine) puis analysées par Western blot avec les
anticorps anti-OutB. A. Comme pour Lpp, des formes d’OutB couplées au PG (OutB-PG) sont générées par la
digestion du PG au lysozyme. Une forme d’OutB de plus faible poids moléculaire (OutB-PT) est générée par la
digestion du PG par PGRP. La bande protéique visible dans I’échantillon de PG non digéré correspondrait a une
forme d’OutB piégée dans le saccule, libérée lors de la digestion enzymatique du PG. Tout comme OutB wt, la
version OutB_T218Y mimant I'extrémité C-terminale de Lpp est couplée au PG. En revanche, la délétion des deux
lysines C-terminales (OutB_K219tga) abolit le couplage d’OutB au PG, ce qui indique que celles-ci sont
importantes pour ce phénomeéne. B. L'unique lysine C-terminale du variant (OutB_K220tga) permet son couplage
au PG. La délétion de lI'entiereté de la CTE d’OutB abolit son couplage au PG (OutB_ACTE), tandis qu’OutB
possédant une CTE raccourcie, mais préservant la Lpp-box, est toujours couplée au PG (OutB_ACt). C. L'absence
de visualisation de formes d’OutB lors de I'expression du vecteur vide chez D. dadantii indique que le taux
d’expression d’OutB chromosomique n’est pas suffisante pour une détection par Western blot. La version
OutB_PS est couplée au PG, puisque la digestion du PG par le lysozyme libére une bande protéique détectable
avec les anticorps anti-OutB. La digestion du PG avec PGRP engendre une forte diminution de l'intensité de cette
bande. Il faut noter que le poids moléculaire observé d’OutB_PS couplée aux résidus de PG est beaucoup plus
élevé que celui attendu. D. La digestion par le lysozyme du PG des souches exprimant les versions raccourcies
d’OutB (OutBA29 et OutBA22) génere une trainée qui correspondrait a OutB couplée aux résidus de PG, et qui
disparait lors de la digestion avec PGRP. La trainée générée par la digestion du PG avec OutB+21 est plus nette et
disparait elle-aussi avec la digestion du PG par PGRP. E. La visualisation des formes d’OutB couplées au PG n’est
pas possible avec WGA, puisqu’une trainée de formes abondantes de Lpp couplées au PG génere un fond tres
intense.



saccule malgré les multiples lavages. Cependant, cette forme d’OutB serait libérée lors de la digestion
du saccule par le lysozyme ou lors de la migration sur gel SDS-PAGE. En effet, méme si le poids
moléculaire estimé d’OutB est de 23.5 kDa, son PM apparent sur SDS-PAGE est ~30 kDa. Par ailleurs,
le segment transmembranaire d’OutB, enchainé dans les micelles de détergent, pourrait augmenter la
taille réelle de la protéine. Cette hypothése est appuyée par le fait que toutes les versions d’OutB,
excepté celle dépourvue du TMS, ont été partiellement piégées dans |’échantillon de PG non digéré
(Fig. 32.A a2 32.D).

a. ldentification des régions d’OutB indispensables a son couplage au PG

Par la suite, nous avons souhaité identifier les régions d’OutB indispensables a son couplage au
PG. Afin d’évaluer I'importance de I'ancrage d’OutB a la membrane interne sur le couplage au PG, nous
avons construit une version appelée OutB_PS, dans laquelle la région transmembranaire d’OutB a été
remplacée par un peptide-signal (Fig. 33.A). Cette modification permet I'exportation par le systeme
Sec d’une version soluble d’OutB dans le périplasme. Ainsi, si 'attachement a la membrane interne est
important pour le couplage d’OutB au PG, on s’attend a ce que cette forme périplasmique d’OutB ne
soit pas attachée de maniére covalente au PG. L’analyse du PG de la souche exprimant OQutB_PS montre
gu’aucune forme d’OutB_PS n’est visible dans I’échantillon non digéré au lysozyme (Fig. 32.C). Cela
signifierait que cette version d’OutB est efficacement éliminée lors des lavages du PG, et qu’elle serait
capable de passer a travers les pores du saccule, ce qui est cohérent avec la taille attendue d’OutB_PS
(19 kDa) (Fig. 32.A). Curieusement, la digestion du PG par le lysozyme engendre I'apparition d’'une
bande protéique de ~40 kDa, ce qui ne correspond pas au poids moléculaire attendu pour cette version
d’OutB couplée aux résidus de PG. Toutefois, la digestion du PG avec I'amidase PGRP engendre
I'apparition d’une bande protéique de poids moléculaire et d’intensité plus faible, qui pourrait étre
compatible avec une version d’OutB couplée au peptide-tige (Fig. 32.C). Ces résultats démontrent que
I’ancrage a la Ml n’est pas nécessaire pour le couplage d’OutB au PG, puisqu’OutB_PS accede au PG et

y est attaché.

Durant ma thése, une version d’OutB_PS taguée d’une étiquette d’affinité a la streptavidine a été
purifiée par chromatographie d’affinité. Cette version d’OutB a été préférée a OutB sauvage car elle
ne présentait pas de protéine contaminante non liée au PG (voir échantillons non digérés au PG). En
effet, '|abondance de protéine OutB non liée au PG dans |’échantillon OutB sauvage, pourrait nuire a
la détection des formes d’OutB couplées par spectrométrie de masse, car celles-ci sont minoritaires.
Une expérience en cours au laboratoire et en collaboration avec I'équipe de Michel ARTHUR (Sorbonne

Université, Paris) va permettre d’identifier la nature des résidus attachés a OutB_PS par HPLC-MS/MS.

Ensuite, nous avons voulu évaluer I'impact de la longueur du linker périplasmique d’OutB sur son
couplage au PG (Fig. 32.E et 33.A). En effet, le PG occuperait une place bien définie dans le périplasme,
car 'espacement entre la ME et le PG est définie par la longueur de Lpp (Cohen et al. 2017; Mandela
et al. 2022), et I'espace entre la Ml est le PG serait maintenu par la protéine de la membrane interne

TolR (Boags et al. 2019). Ainsi, en étant numériquement faible, OutB ne devrait pas affecter
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Figure. 33. A. Représentation schématique des versions d’OutB utilisées lors de ces travaux. La protéine
OutB posseéde une courte région cytoplasmique, une hélice transmembranaire (TMS) d’ancrage a la Ml (en
vert), et dans le périplasme un linker suivi d’'un domaine HR (en jaune) et une extension C-terminale (CTE).
Les résidus délétés, substitués ou additionnés sont indiqués pour chaque variant. Dans OutB_PS, le segment
transmembranaire a été remplacé par le peptide-signal (en orange), qui est ensuite clivé par la signal-
peptidase lors de I'exportation d’OutB_PS dans le périplasme. B. Représentation des versions d’OutB dont
la CTE a été modifiée. La CTE se termine par la Lpp-box de 6 résidus (en vert), identique a un acide aminé
prés a celle de Lpp de D. dadantii. Les deux résidus lysines ont été délétées unes a unes afin d’évaluer le
couplage d’OutB au PG (OutB_K220tga et OutB_K219tga). Dans la version OutB_ ACTE, la CTE a été délétée
complétement, tandis que dans la version OutB_ACt, la CTE a été raccourcie tout en préservant la Lpp-box.
Enfin, la thréonine?'® a été substituée par une tyrosine (OutB_T218Y) afin que la CTE d’OutB soit
parfaitement identique a I'extrémité C-terminale de Lpp de D. dadantii.



I’espacement entre la Ml et le PG, mais au contraire, OutB pourrait subir des contraintes de taille pour
accéder et se coupler au PG. La région linker d’OutB de 75 résidus, située entre le segment
transmembranaire et le domaine HR, ne semble pas posséder une structure secondaire bien définie
sur le modele AlphaFold d’OutB (Fig. 30.A). Ainsi, nous avons pensé que la région linker d’OutB pourrait
assurer |'accessibilité de la région CTE d’OutB a la couche de PG. Si cette hypothése est vraie,
I’extension ou le raccourcissement du linker d’OutB devrait par conséquent éloigner, ou
respectivement rapprocher, la CTE de la couche de PG, ce qui pourrait affecter son couplage au PG.
Ainsi, pour tester cette hypothése, nous avons construit les versions raccourcies d’OutB, délétées de
29 ou 22 résidus (OutBA29, OutBA22), respectivement délétées au niveau de la Ser44 3 la Thr72 et de
la Ser51 a la Thr72, et une version plus longue d’OutB, additionnée de 21 résidus au niveau de I'lle43
a la Gly63 (OutB+21) (Fig. 33.A). Ces versions modifiées d’OutB ont été exprimées chez D. dadantii et
leur couplage au PG a été évalué par Western blot (Fig. 32.D). L’analyse du PG de la souche exprimant
OutBA29 montre que le PG intact présente une bande protéique de poids moléculaire de ~20 kDa, ce
qui est compatible avec le poids moléculaire attendu de cette version d’OutB. Bien que les bandes
nettement observées avec OutB sauvage ne soient pas observables avec cette version d’OutB, une
forme d’OutB de plus haut poids moléculaire représentée par une trainée est détectée a la suite de la
digestion du PG par le lysozyme (Fig. 32.D). Le profil du PG suggére qu’OutBA29 est liée au PG. La
digestion du PG par PGRP fait disparaitre cette trainée d’OutB, ce qui signifie qu’OutB était couplée a
des résidus de glycanes (Fig. 32D). Chez le PG de la souche exprimant OutBA22, on peut remarquer
que la digestion du PG par le lysozyme entraine également I'apparition d’une trainée d’OutB de plus
haut poids moléculaire, en accord avec la longueur plus importante d’OutB (Fig. 32D). De méme, la
digestion du PG avec PGRP entraine la disparition de la trainée (Fig. 32D). Le PG intact de la souche
exprimant OutB+21 montre la présence d’une forme d’OutB de ~33 kDa (Fig. 32D). Comme
précédemment, la digestion du PG avec le lysozyme libére une forme d’OutB de plus haut poids
moléculaire plus abondante qu’avec les versions d’OutBA29 et OutBA22. Ces formes d’OutB
disparaissent avec la digestion du PG avec PGRP (Fig. 32D). Les formes d’OutB de plus haut poids
moléculaire détectées lors de la digestion par le lysozyme les variants OutBA29, OutBA22 et OutB+21,
témoignent de leur capacité a interagir et a se coupler au PG (Fig. 32D). Toutefois, la présence de
formes non couplées d’OutB dans la fraction du PG non digéré rend difficile la détection de formes
couplées (Fig. 32D). Néanmoins, ces résultats suggerent que les tailles du linker périplasmique d’OutB
testées permettent toujours le couplage d’OutB au PG. Ainsi la construction de dérivés d’OutB portant
un linker encore plus court pourrait permettre de déterminer la taille minimale requise pour le
couplage d’OutB au PG de D. dadantii. Finalement, il faut aussi prendre en compte qu’au sein du T2SS,
le domaine HR, situé juste avant la CTE, interagit avec le domaine NO de la sécrétine (Zhang et al. 2022).
Ainsi la longueur apparemment excessive du linker d’OutB pourrait permetrrait a I'accés du domaine

HR d’OutB au domaine NO de la sécrétine.

b. Identification des résidus de la CTE d’OutB impliqués dans son couplage au PG
La CTE d’OutB est composée de 28 résidus y compris la Lpp-box de 6 résidus, située en son

extrémité C-terminale (Fig. 30A). Afin d’examiner I'importance de cette région, tout d’abord la totalité
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Figure. 34. La fusion de la protéine rapportrice BlaM (B-lactamase périplasmique) a I'extension C-terminale
d'OutB permet son attachement covalent au PG. A. Modeéle AlphaFold de BlaM. B. Représentation
schématique des fusions Bla-CTE utilisées. La CTE d’OutB comprenant la Lpp-box (en vert) a été fusionnée a
I'extrémité C-terminale de BlaM (en bleu). La version Bla-ACt possede I'extrémité C-terminale raccourcie, mais
porte toujours la Lpp-box, tandis que la Lpp-box de Bla-CTE_T218Y est identique a celle de Lpp de D. dadantii
(tyrosine en rouge). C. Analyse du couplage des fusions Bla-CTE au PG de D. dadantii. Le peptidoglycane des
cellules D. dadantii exprimant les fusions Bla-OutB présentées en B. a été digéré avec du lysozyme en
combinaison ou non avec I'amidase PGRP. Les protéines ont été séparées sur gel SDS-PAGE, puis analysées par
Western blot avec les anticorps anti-BlaM. La digestion du PG par le lysozyme génére les formes de Bla-OutB
couplées au PG (Bla-CTE-PG, fleches rouges), et la digestion du PG par PGRP produit une forme plus petite (Bla-
CTE-PT, fleches vertes) (échantillons Bla-CTE, Bla-CTE_T218Y et Bla-ACt). La délétion des deux lysines C-
terminales de la fusion Bla-CTE abolit son couplage au PG



de la CTE a été éliminée par I'insertion d’un codon stop a la place du codon G193 d’OutB (OutBACTE)
(Fig. 33B). L’analyse du PG intact de la souche exprimant le variant OutBACTE montre la présence d’une
bande protéique de ~25 kDa (Fig. 32.B). En revanche, aucune forme d’OutB n’est détectable lors de la
digestion du PG avec le lysozyme ou PGRP (Fig. 32.B). Ce résultat signifie qu’OutBACTE n’est pas
couplée au PG, et suggere que le site de couplage d’OutB se situe dans la CTE (Fig. 33.B). La zone de la
CTE située en amont de la Lpp-box est riche en acides aminés chargés. De fait, celle-ci pourrait étre
impliquée dans l'interaction avec le PG, et donc influencer le couplage covalent d’OutB. Afin de tester
cette hypothése, nous avons construit une version raccourcie de la CTE, délétée des résidus 196 a 212,
située en amont de la Lpp-box, tout en conservant la Lpp-box (OutB_ACt) (Fig. 33.B). L’analyse du PG
de la souche exprimant ce variant d’OutB montre qu’OutBACTE est présent dans le PG intact (bande
protéique a ~25 kDa) et que la digestion du PG avec le lysozyme libére une forme d’OutB de plus haut
poids moléculaire, qui disparait avec la digestion de PGRP (Fig. 32.B). Ce résultat signifie qu’OutB_ACt
est couplé au PG, et suggere que la région de la CTE en dehors de la Lpp-box n’est pas essentielle pour
le couplage covalent. Ainsi, il est probable qu’un ou plusieurs résidus de la Lpp-box soient responsables
du couplage au PG (Fig. 33.B). Il est toutefois probable que les 22 résidus de la CTE situés en amont de
la Lpp-box permettent de garder un espace suffisant entre le domaine HR et la Lpp-box. En effet, dans
ces expériences, le taux d’expression d’OutB (a partir d’'un plasmide) a été bien plus fort que le niveau
natif chromosomique. La majeure partie d’OutB n’était donc pas associée avec le systéme T2SS. Or, au
sein du T2SS, OutB subit une contrainte spatiale supplémentaire puisque son domaine HR interagit
avec le domaine NO de la sécrétine. Dans cette situation, un espacement entre le domaine HR et la

Lpp-box pourrait jouer un réle plus évident.

La CTE d’OutB se termine par une séquence de 6 résidus (VRTTKK) qui, a un résidu pres, est
identique a celle de Lpp de D. dadantii (VRTYKK) (Fig. 30.B). En effet, un résidu thréonine est a la place
du résidu tyrosine en quatrieme position de I'extrémité C-terminale (Fig. 30.B). Chez E. coli, Lpp se
termine par une séquence ATKYRK et est attachée au groupement carboxyle du carbone oo du mDAP?
d’un peptide-tige par I'amine € de sa lysine C-terminale (Magnet et al. 2007) (Fig. 30.B). La pénultiéme
arginine de Lpp d’E. coli ne serait pas directement impliquée dans le couplage de Lpp au PG, mais
constituerait une charge positive indispensable a son couplage (Zhang et Wu 1992). Puisqu’OutB et
Lpp de D. dadantii se terminent par une double lysine (au lieu de RK chez E. coli), nous avons souhaité
évaluer la capacité des deux lysines d’OutB a se lier au PG (Fig. 33.B). Pour cela, nous avons construit
deux versions d’OutB par linsertion d’un codon stop: l'une délétée d’une lysine C-terminale
(OutB_K220tga), I'autre délétée des deux lysines C-terminales (OutB_K219tga). Nous avons par la suite
testé la capacité de ces versions d’OutB a se lier au PG (Fig. 32. A, 32.B et 33.B). La digestion du PG de
la souche exprimant la version OutB_K219tga par le lysozyme ne libére aucune forme supplémentaire
d’OutB (Fig. 32.A). Un résultat similaire est observé lors de la digestion du PG avec PGRP (Fig. 32.A),
signifiant qu’OutB_K219tga n’est pas couplée au PG. Ce résultat est en accord avec I’hypothése selon
laquelle OutB est couplée au PG par une de ses deux lysines C-terminales. Afin de déterminer si une
seule lysine pouvait suffire au couplage d’OutB, nous avons testé la capacité d’OutB_K220tga, ne
possédant qu’une seule lysine C-terminale, a se lier au PG (Fig. 32.B). L'analyse du PG de la souche
exprimant cette version révele que des formes d’OutB de plus haut poids moléculaire apparaissent

lors de la digestion du PG avec le lysozyme, et qu’une bande de poids moléculaire plus faible apparait
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Figure. 35. A. Séquence des fusions entre Lpp et I'extrémité C-terminale d’OutB (Lpp:OutB), et des versions
allongée et raccourcie de Lpp. Les variants Lpp:OutB ont été construits en substituant les 30 résidus C-terminaux
de Lpp par une séquence d’'une longueur équivalente issue de la CTE d’OutB. Les résidus proline (P, en gris) sont
supposés casser la structure secondaire de I'hélice-a.. Dans la version Lpp:OutB#12, seuls 23 résidus C-terminaux
de Lpp ont été substitués par la CTE d’OutB pour mieux préserver la structure de Lpp. B. Analyse de la
production des constructions de Lpp et des fusions Lpp:OutB chez D. dadantii. Les versions de Lpp et des
fusions Lpp:OutB ont été exprimées chez D. dadantii Ipp a partir d’'un plasmide PGEM-T. Les cellules ont été
cultivées en présence de I'inducteur IPTG, puis lysées et les protéines ont été séparées sur gel SDS-PAGE (18 %
tris-tricine), puis analysées par Western blot avec les anticorps anti-Lpp et anti-OutB. Les versions Lpp+21 et
LppA21 sont produites a un taux équivalent a Lpp wt. En revanche, les versions Lpp:OutB semblent étre
produites beaucoup plus faiblement, suggérant qu’elles sont probablement instables et dégradées.



lors de la digestion avec PGRP (Fig. 32.B). Ce résultat démontre qu’OutB_K220tga est couplée au PG,
bien que celle-ci ne posséde qu’une seule charge positive C-terminale (Fig. 33.B). Ainsi, une seule lysine
C-terminale semble étre suffisante au couplage d’OutB au PG. La seule différence entre les Lpp-boxes
de Lpp et d’OutB réside dans I'antépénultiéme résidu, respectivement la tyrosine versus la thréonine
(Fig. 33B). Nous avons donc substitué la Thr218 de la Lpp-box d’OutB par une tyrosine (OutB_T218Y),
afin que son extrémité C-terminale soit identique a celle de Lpp (Fig. 33.B). Cette substitution a
conservé le couplage d’OutB au PG, puisque des bandes de haut poids moléculaire correspondant a
OutB couplée au PG sont visibles dans le PG digéré au lysozyme, et qu’une bande de poids moléculaire

plus faible est visualisable lors de la digestion avec PGRP (Fig. 32.A).

L'ensemble de ces résultats démontre que la lysine C-terminale de la Lpp-box d’OutB permet le
couplage d’OutB au PG. De plus, il semblerait qu’OutB puisse étre couplée soit sur la derniére soit sur
I'avant-derniere lysine C-terminale, au moins, lorsque celle-ci devient le dernier résidu (comme dans
OutB_K220tga). Toutefois, nos résultats ne permettent pas de déterminer si ces deux lysines sont
couplées in vivo. Afin d’apporter une preuve irréfutable du couplage d’OutB au PG, la protéine
attachée au PG a été purifiée, et sera analysée utltérieurement par HPLC-MS afin de déterminer les

résidus impliqués dans cet attachement.

2) La Lpp-box d’OutB, une séquence de liaison « universelle » au PG chez D.

dadantii ?

Etant donné que la CTE d’OutB ne posséde pas de structure secondaire particuliére (modéle
AlphaFold) (Fig. 30.A), nous avons pensé que l'ajout de cette séquence a une protéine rapportrice
permettrait le couplage de cette derniére au PG. Autrement dit, nous avons cherché a savoir si la CTE
d’OutB pouvait constituer une séquence de liaison « universelle » au PG chez D. dadantii. Pour tester
cette hypothése, nous avons fusionné la CTE d’OutB a I'extrémité C-terminale de la B-lactamase
périplasmique BlaM (Fig. 34). Afin d’assurer une meilleure flexibilité de la CTE, la séquence Pro-Gly-Gly
a été placé entre BlaM et la CTE (Fig. 34.B). Par ailleurs, pour mieux évaluer I'importance de la zone de
la CTE en dehors du motif Lpp, deux versions de CTE ont été utilisées : une version entiére de la CTE,
donnant lieu a Bla-CTE et une version de la CTE raccourcie de 17 résidus, mais conservant la Lpp-box,
Bla-ACt (Fig. 34.B). Ainsi ces deux fusions miment respectivement, OutB elle-méme et la variante
OutB_ACt analysées plus haut (Fig. 33.B). Les deux fusions Bla-CTE ont été exprimées chez D. dadantii
et les protéines libérées par la digestion du PG ont été analysées par Western blot avec les anticorps
dirigés contre BlaM. Les résultats montrent que les versions Bla-CTE et Bla-ACt sont couplées au PG de
maniere similaire puisque la digestion du PG par le lysozyme engendre |'apparition de deux bandes
(Bla-OutB-PG) et la digestion du PG avec PGRP engendre |'apparition d’'une bande protéique de poids
moléculaire plus faible (Bla-OutB-PT) (Fig. 34.C). En accord avec le role des lysines C-terminales dans
le couplage d’OutB, la délétion de deux lysines C-terminales de Bla-CTE (Bla-CTE_K219tga) a aboli son
couplage au PG (Fig. 34.C). La substitution de la thréonine par la tyrosine de Lpp (Bla-CTE_K218Y)

conserve le couplage covalent au PG (Fig. 34.C). Ces résultats démontrent que la Lpp-box d’OutB
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Figure 36. A et B. Evaluation du couplage au PG des fusions Lpp:OutB au PG de D. dadantii. Le PG de la
souche mutante Ipp de D. dadantii exprimant les versions Lpp:OutB a été digéré au lysozyme. Les protéines
ainsi libérées ont été séparées sur gel SDS-PAGE (18 % tris-tricine), puis colorées au bleu de Coomassie (A)
ou analysées par Western blot avec les anticorps anti-Lpp et anti-OutB (B). Aucune version Lpp:OutB ne
semble pas étre couplée au PG, puisque les formes de Lpp-PG ne sont ni visibles en bleu de Coomassie, ni en
Western blot. L’étoile rouge indique le lysozyme. C. Test de sensibilité au SDS du mutant Ipp de D. dadantii
exprimant les fusions Lpp:OutB. Aucune fusions Lpp:OutB analysée ne restaure la résistance au SDS,
contrairement a Lpp wt.



composée de six résidus C-terminaux constitue une véritable séquence de couplage permettant

I'attachement d’OutB et de la protéine rapportrice BlaM au PG chez D. dadantii.

Suivant la méme logique, nous avons cherché a savoir si la CTE d’OutB pouvait se substituer
fonctionnellement a I'extrémité C-terminale de Lpp. Pour cela, nous avons substitué les 30 résidus C-
terminaux de Lpp par une séquence d’une longueur équivalente issue de la CTE d’OutB. Ainsi, neuf
variants de cette fusion, appelée Lpp:OutB (#3, #4, #5, #6, #7, #9, #10, #11, #12) ont été construits (Fig.
35.A), car il est difficile de prédire a priori la stabilité de telles constructions (Fig. 35.B). Afin d’évaluer
leur couplage au PG et d’éviter une compétition avec la Lpp sauvage, ces constructions ont été
exprimées dans le mutant Ipp de D. dadantii. Dans un premier temps, nous avons réalisé des tests de
sensibilités au SDS, afin d’évaluer la capacité de ces fusions a complémenter I'absence de Lpp. En effet,
Lpp étant responsable de I'attachement covalent de la ME au PG, son couplage permet de maintenir
la stabilité de I'’enveloppe bactérienne. Ainsi, si Lpp n’est pas couplée au PG, la ME n'est pas attachée
au PG et celle-ci forme des vésicules extracellulaires, témoignant de la déstabilisation de I’enveloppe.
L'enveloppe déstabilisée présente ainsi une sensibilité accrue au détergent (Mathelié-Guinlet et al.
2020). L'expression des fusions Lpp:OutB dans un mutant /pp de D. dadantii ne restaure pas la
résistance au SDS, contrairement a I'expression de Lpp sauvage (Fig. 36.C). Ce résultat suggere que ces
versions ne sont pas fonctionnellement actives, car soit pas assez produites soit, ne sont pas couplées
au PG. L'analyse de lysats de cellules exprimant les fusions Lpp:OutB par Western blot avec un mélange
d’anticorps dirigés contre Lpp et contre OutB révele que les constructions Lpp:OutB sont faiblement
produites, par rapport a Lpp sauvage (Fig. 35.B). Il est probable que de telles constructions ne soient
pas stables, et soient dégradées par la cellule. Or, on ne peut pas étre slr de la quantité réelle de ces
fusions, car la délétion de la moitié de la séquence de Lpp a certainement éliminé un nombre important
d’épitopes reconnus par les anticorps polyclonaux contre Lpp. D’un autre c6té, on ne sait pas non plus
si les anticorps polyclonaux contre OutB (utilisés en méme temps) reconnaissent bien la CTE d’OutB
présente dans les fusions Lpp:OutB. Nous avons donc souhaité évaluer le couplage de ces fusions au
PG par SDS-PAGE. Comme Lpp est tres abondante, I'analyse de son couplage au PG est tout d’abord
réalisée par SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie (Fig. 36.A), ou par Western blot avec les anticorps
dirigés contre Lpp si les variants ne sont pas visibles par coloration au bleu de Coomassie (Fig. 36.B).
L’analyse du PG du mutant Ipp de D. dadantii exprimant les fusions Lpp:OutB révele qu’aucun variant
analysé n’est détectable lié au PG de fagon covalente, et ce méme, en Western blot avec les anticorps
dirigés contre Lpp ou contre OutB (Fig. 36.B). Ce résultat est donc en accord avec les tests de sensibilité
au SDS (Fig. 36.C). Ainsi, la substitution de I'extrémité C-terminale de Lpp par celle d‘OutB ne semble
pas étre fonctionnelle, et ne peut pas compenser I'absence de la moitié C-terminale de Lpp. Ces deux
expériences (avec BlaM et Lpp:OutB) indiqueraient que la séquence C-terminale d’OutB peut
constituer un motif d’accrochage au PG si la structure secondaire et/ou le repliement de la protéine le
permet. Dans le cas de la fusion Bla-CTE, la CTE a été fusionnée a un domaine protéique bien compact
et donc stable (Fig. 34.A). Or, dans le cas de la fusion Lpp:OutB, la CTE aurait di permettre de préserver
la structure en triple hélice a de Lpp, tandis que la séquence CTE elle-méme ne semble pas adopter
une structure secondaire en hélice. Il est donc probable que le remplacement d’une séquence Lpp

assez longue par celle d’OutB a provoqué la déstabilisation de la protéine chimérique. Méme si a
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Figure 37. Evaluation du couplage des versions Lpp+21 et LppA21 au PG de D. dadantii. Le PG issu de la
souche Ipp- de D. dadantii exprimant les versions Lpp+21 et LppA21 a partir de pGEM-T a été digéré au
lysozyme et les protéines libérées ont été séparées sur gel SDS-PAGE (18 % tris-tricine), puis colorées au bleu
de Coomassie (A). Les résultats montrent que la version allongée et la version raccourcie de Lpp sont
couplées au PG car génerent plusieurs formes Lpp-PG (fleches rouges). Le poids moléculaire apparent de ces
formes change en accord avec la longueur de versions de Lpp. L’étoile rouge indique le lysozyme. B. Test de
sensibilité au SDS de la souche D. dadantii Ipp- exprimant Lpp+21 et LppA21 a partir de pGEM-T. La
souche exprimant LppA21 forme des colonies muqueuses. L'expression de LppA21 restaure la sensibilité au
SDS de la souche Ipp- a un niveau similaire a celui avec Lpp wt (voir également Fig. 36.C). En revanche,
I’expression de Lpp+21 ne complémente pas aussi efficacement le mutant Ipp. C. Evaluation du couplage de
Lpp et d’OutB lors de I’expression simultanée des versions allongées et raccourcies de ces deux protéines
chez la souche Ipp de D. dadantii. Les versions Lpp wt, Lpp+21 et LppA21 ont été exprimées sur le pGEM-
T respectivement avec les versions OutB wt, OutB+21 et OutBA21 exprimées sur pBAD. Le PG issu de ces
souches a été digéré avec le lysozyme, puis analysé par coloration au bleu de Coomassie et par Western blot
avec les anticorps dirigés contre OutB. Cette expérience a été réalisée afin de déterminer si le changement
de taille de périplasme induit par Lpp d’'une longueur variée influencait la capacité d’OutB a se lier au PG.
Malheureusement, la présence simultanée des plasmides pGEM-T et pBAD au sein de D. dadantii Ipp- ne
permet pas un niveau d’expression suffisant pour la détection convenable de Lpp et d’OutB.



posteriori, ces raisons semblent étre assez évidentes, il nous a paru intéressant de tester cette

possibilité.

3) Lataille du périplasme impacte-t-elle la capacité d’OutB a se lier au PG ?

Il a récemment été montré que l'allongement de Lpp de 21 résidus, induisait non seulement
I’élargissement du PG, mais également un phénoméne compensatoire de repositionnement de la
couche de PG (Mandela 2022). Plus spectaculaire encore, les variations de la taille du périplasme
causées par un allongement ou raccourcissement de Lpp affectent la mise en place des protéines et
des complexes multiprotéiques situés dans le périplasme, comme les flagelles et la lipoprotéine
senseur de stress RcsF (Cohen et al. 2017; Hussein et al. 2018). Ainsi, nous avons voulu savoir si la
modification de la taille du périplasme par le raccourcissement ou l'allongement de Lpp aurait un
impact sur la capacité d’OutB a s’attacher au PG. Pour cela, nous avons construit une version de Lpp
délétée de 21 résidus (LppA21) ou une version de Lpp augmentée de 21 résidus (Lpp+21) (Fig. 35.A).
Ces versions de Ipp ont été clonées sur le plasmide pGEM-T sous contrdle du promoteur Plac. Le taux
de production de ces versions de Lpp est comparable a celui de la version sauvage de Lpp (Fig. 35.B).
Les tests de sensibilité au SDS montrent que I'expression de ces versions de Lpp dans un mutant /lpp
de D. dadantii restaure la résistance au SDS, mais que la souche exprimant Lpp+21 est moins résistante
que celle exprimant Lpp sauvage ou LppA21 (Fig 36.C et 37.B). On peut noter que I'expression de ces
versions de Lpp a engendré des phénotypes particuliers caractérisés par la formation de colonies
mugqueuses par la souche exprimant LppA21, et des colonies plutét « séches » par la souche exprimant
Lpp+21 (Fig. 37.B). L'analyse du PG issus du mutant Ipp de D. dadantii exprimant ces versions de Lpp
montre que celles-ci sont couplées au PG de fagon covalente aussi efficacement que Lpp sauvage. Les
formes de Lpp couplées au PG (Lpp-PG1 a 7, fleches rouges) similaires a celles de la souche sauvage
sont visibles lors de la digestion du PG par le lysozyme (Fig. 37.A). De plus, en accord avec l'ajout ou la
délétion de résidus, on peut remarquer que les formes de LppA21 couplées au PG présentent un poids
moléculaire plus petits que ceux de Lpp sauvage, tandis que ceux de Lpp+21 semblent étre plus grands
(Fig. 37.A). Par la suite, nous avons exprimé les variants OutB sauvage, OutBA22 ou OutB+21 sur
plasmide pBAD (conférant la résistance au chloramphénicol) dans un mutant Ipp de D. dadantii
complémenté avec le plasmide pGEM-T (Amp®) portant Lpp sauvage, LppA21 ou Lpp+21, afin de tester
le couplage d’OutB chez les souches exprimant ces versions de Lpp (Fig. 37.C). Nous avons voulu savoir
si la modification de la taille du périplasme par I'allongement ou le raccourcissement de Lpp (Mandela
et al. 2022), permettrait toujours le couplage d’OutB au PG. Malheureusement, cette expérience n’a
pas abouti a des résultats concluants étant donné que la cohabitation de deux plasmides dans la cellule
ne permettait pas I'expression simultanée de Lpp et d’OutB en quantités suffisantes et de maniere
pérenne. En conséquence le PG purifié a partir de ces souches n’a pas permis de visualiser de maniére
claire le couplage de Lpp ni d’OutB (Fig. 37.C). Toutefois, la récente construction de mutants de D.
dadantii portant sur le chromosome le géne IppA21 ou Ipp+21 a la place de I'allele sauvage de Ipp

permettra de poursuivre cet axe de recherche.
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Figure 38. Mutageneése dirigée de la Lpp-box de Lpp de D. dadantii. A. Substitutions introduites dans la Lpp-box
de Lpp de D. dadantii. Les résidus de Lpp-box sont soulignés en vert. Les résidus substitués ou délétés sont
surlignés en jaune. La version Lpp_Y56T mime la Lpp-box d’OutB. Le variant Lpp_A58 a été délété d’une lysine C-
terminale. Les fusions Lpp YbiJ, Lpp-Blc, Lpp-PelW, Lpp-YahO, Lpp-Prt_inh, Lpp_BsmNeig ont été construites par
mutagenese dirigée afin d’évaluer le potentiel du couplage au PG de ces mémes protéines. Les acides aminés
substitués sont soulignés en noir. B et C. Tests de sensibilité au SDS du mutant Ipp de D. dadantii exprimant les
versions de Lpp construites. Les versions de Lpp présentées en panel A ont été exprimées sur plasmide pGEM-T
dans la souche Ipp de D. dadantii. Les bactéries ont été cultivées dans BL + Amp toute la nuit a 30°C, puis diluées

(jusqu’a 107) et déposées en gouttes sur un milieu sans SDS (a gauche), ou avec du SDS a une concentration de
0,05% (a droite) et les boites ont été incubées pendant 48h a 30°C.



Il) Résidus C-terminaux de la Lpp de D. dadantii indispensables a son
couplage au PG

1) Mutagenése dirigée des six résidus C-terminaux de Lpp de D. dadantii

La séquence des Lpp differe sensiblement entre E. coli (ATKYRK) et D. dadantii (VRTYKK). En
revanche, au sein de la méme espéce, la forte similarité des Lpp-boxes de Lpp et d’OutB de D. dadantii
(VRTYKK et VRTTKK respectivement) nous a laissé penser qu’il pouvait exister une Lpp-box propre a
chaque espéece bactérienne, caractéristique des protéines couplées au PG. Ainsi, les expériences
suivantes ont été menées dans le but de déterminer une potentielle séquence consensus de couplage
au PG chez D. dadantii.

La mutagenese de la région C-terminale d’OutB décrite plus haut (chapitre Il, Fig. 32 et Fig. 33) a
démontré que sa Lpp-box pouvait tolérer des substitutions assez importantes sans que son couplage
au PG ne soit affecté. On peut donc raisonnablement supposer que le motif de couplage de Lpp de D.
dadantii pourrait aussi étre assez permissif et tolérer plus au moins bien la substitution de résidus
situés a proximité de la lysine C-terminale. Or, il est beaucoup plus évident d’estimer d’une maniére
semi-quantitative I'efficacité de couplage au PG de formes mutée de Lpp, que celles d’OutB. En effet,
en menant la mutagenése plus au moins systématique de la région C-terminale de Lpp, nous avons
tenté de définir une séquence consensus permettant le couplage de Lpp, et donc des autres protéines
au PG (Fig. 38). Nous pensions, qu’une fois la séquence consensus connue, nous allions pouvoir
rechercher in silico la présence d’un tel motif dans les protéines de D. dadantii, localisées ou exposées
dans le périplasme et ensuite tester leur liaison covalente potentielle au PG. Pour déterminer une
séquence consensus de la Lpp-box chez D. dadantii, nous avons décidé d’évaluer I'efficacité de
couplage de variants de Lpp de D. dadantii ayant subi des mutations dans les six résidus C-terminaux
(Fig. 38, 39, 40 et 41). Lpp est d’une part abondamment couplée au PG et on peut estimer assez
précisément la baisse de I'efficacité de couplage d’une version Lpp mutée par SDS-PAGE et Western
blot. D’autre part, Lpp est responsable de I'attachement de la ME au PG et son absence ou défaut de
couplage provoque la déstabilisation de I'enveloppe. De cette facon I'efficacité de couplage de Lpp
pouvait étre aussi évaluée par des tests de sensibilité au SDS de la souche Ipp de D. dadantii exprimant
les variants de Lpp afin d’évaluer le niveau de la résistance au SDS conférée par ces variants. Tout
d’abord, six variants de Lpp ont été construits : Lpp V53A, Lpp R54T, Lpp T55K, Lpp Y56T, Lpp K57R,
Lpp Y56T_K57M (Fig. 38.A). Les tests de résistance au SDS montrent que la plupart des variants testés
conferent une résistance au SDS similaire a celle de Lpp sauvage, a I'exception du variant Lpp
Y56T_K57M qui possede une sensibilité au SDS comparable a celle du mutant /pp avec le vecteur vide
(Fig. 38.B). Le variant Lpp Y56T confére quant a lui une résistance intermédiaire au SDS (Fig. 38.B). La

tyrosine®® semble donc étre un résidu important pour le couplage de Lpp au PG de D. dadantii.

Pour aller plus loin dans la caractérisation du couplage de Lpp, nous avons entrepris la
construction d’autres versions de Lpp cumulant plusieurs modifications dans les trois résidus C-
terminaux de la Lpp-box (Fig. 39.A). L’analyse de la production de ces versions de Lpp montre qu’elles
sont toutes exprimées a un niveau similaire a celui de Lpp sauvage (Fig. 39.B). La mutagenese d’OutB
a démontré que le variant OutB_AK220 est toujours bien couplé au PG (chapitre Il, Fig. 32.B). Nous
avons donc construit un mutant équivalent de Lpp, Lpp_AK58 (Fig. 39.A). Bien que Lpp_AK58 ait
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Figure 39. Mutageneése dirigée de la Lpp-box de Lpp de D. dadantii. A. Liste de variants de Lpp de D. dadantii
portant des substitutions dans les trois derniers résidus. Les résidus de Lpp-box sont soulignés en vert. Les
résidus substitués ou délétés sont en rouge. Les résidus C-terminaux de Lpp d’E. coli (variant Lpp_Dd-Ec sont
soulignés en noir. B. Analyse de production des versions de Lpp présentées dans le panel A. Les versions de Lpp
ont été exprimées a partir du plasmide pGEM-T dans un mutant Ipp de D. dadantii. Les cellules ont été lysées
dans le tampon de Laemmli et les extraits cellulaires ont été séparées sur gel SDS-PAGE (18 % tris-tricine) et
analysées par Western blot avec les anticorps dirigés contre Lpp. Les résultats montrent que les versions de Lpp
sont produites a un taux similaire a celui de Lpp wt, a I'exception de Lpp_Dd-Ec. C. Tests de sensibilité au SDS du
mutant Ipp de D. dadantii exprimant les versions de Lpp. Les versions de Lpp ont été exprimées a partir du
plasmide pGEM-T dans la souche Ipp de D. dadantii. Les bactéries ont été cultivées dans BL + Amp toute la nuit a
30°C, puis diluées (jusqu’a 107) et déposées en gouttes sur un milieu sans SDS (a gauche), ou avec du SDS a une
concentration de 0,1% (a droite) et les boites ont été incubées pendant 48h a 30°C.



restauré partiellement la résistance au SDS d’une souche Ipp- de D. dadantii (Fig. 39.C), ce variant n’a
pas été visible sur le SDS-PAGE coloré au Bleu de Coomassie (Fig. 40.B). Cependant, des quantités tres
faibles des formes de Lpp_A58 couplées aux résidus de PG ont été visualisées par Western blot (Fig.
40.C). Ces résultats sont surprenants vu que le variant OutBA220 (OutB_K220tga) a été couplée au PG
avec la méme efficacité qu’OutB sauvage (Fig. 32.B). Comme la seule différence entre la Lpp-box de
Lpp et OutB réside dans I'antépénultiéme résidu, Tyr vs Thr, nous avons donc substitué la tyrosine®®
de Lpp_AK58 par une thréonine (Lpp_AK58_Y56T). Le variant Lpp_AK58_Y56T n’a pas été détectable
sur gel coloré au bleu de Coomassie (Fig. 40.B) mais des formes couplées sont visibles en Western blot
(Fig. 40.C). Néanmoins, la quantité apparente de Lpp AK58 Y56T couplée aux PG est moins
importante que celles de Lpp_AK58 (Fig. 40.C). En revanche, I'expression de Lpp_AK58 Y56T confere
a la souche Ipp de D. dadantii une résistance au SDS supérieure a Lpp_AK58 et comparable a celle de

Lpp sauvage, et (Fig. 39.C).

Par la suite, nous avons construit une version Lpp K57R mimant le C-terminus de Lpp d’E. coli (Fig.
38. A et 40.A). L'analyse du PG en Western blot montre que ce variant est couplé a un taux similaire a
Lpp sauvage de D. dadantii (Fig. 40.A), et qu’il confére une résistance au SDS similaire a cette derniere
(Fig. 38.B et 39.C). En revanche, la délétion de la lysine C-terminale dans la version Lpp_AK58 K57R
(Fig. 39. A et 40.A) abolit le couplage au PG car aucune trace de ce variant n’est visible en bleu de
Coomassie, ni en Western blot (Fig. 40.B et 40.C). En accord avec ces résultats, cette version de Lpp ne
permet pas de restaurer la résistance au SDS (Fig. 39.C). Curieusement, la substitution simultanée de
la tyrosine en thréonine dans la version Lpp_AK58 K57R (ce qui a généré la version Lpp_AK58
_Y56T_K57R) (Fig. 39.A) restaure en partie le couplage de ce dernier variant au PG (Fig. 40.C), et
restaure partiellement la résistance au SDS (Fig. 39.C). Ce dernier résultat est tout a fait surprenant
puisque ce variant Lpp_AK58 Y56T K57R ne porte aucune lysine dans ou proche de I'extrémité C-
terminale, et suggére que Lpp_AK58 Y56T K57R pourrait étre liée par son arginine C-terminale. Or,
chimiquement le groupe guanidine de I’arginine semble étre assez différent de la chaine latérale de la
lysine. En complément de ces expériences, nous avons construit une version de Lpp de D. dadantii
portant les sept résidus C-terminaux de Lpp d’E. coli, Lpp_Dd-Ec (Fig. 39.A). Cette version restaure la
résistance au SDS dans une souche Ipp de D. dadantii a un niveau similaire a Lpp sauvage (Fig. 39.C).
En accord avec ces résultats, I'analyse du PG par gel SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie montre

que Lpp_Dd-Ec est couplée au PG aussi efficacement que Lpp elle-méme (Fig. 41.A).

2) Mutagenése dirigée permettant a Lpp de mimer I'extrémité C-terminale de

protéines candidates

En paralléle, la recherche in silico d’un motif C-terminal (KK, YK, ou KKK) parmi les protéines
périplasmiques de D. dadantii nous a permis d’identifier quelques protéines potentiellement liées au
PG de D. dadantii, dont huit présentes chez D. dadantii et Pectobacterium (Ybil, Blc, PelW, YahO, BsmaA,
BsmNeig, Prt-Inh et PaeX). Ces protéines possedent un ou plusieurs résidus de lysine dans leur
extrémité C-terminale (Fig. 38.A). Les séquences C-terminales de ces protéines ont été fusionnées a

Lpp et leur couplage a tout d’abord été testé par test de résistance au SDS. Les résultats montrent que
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Figure 40. Analyse du couplage des versions Lpp au PG chez D. dadantii. Les versions de Lpp ayant subi une
mutagénese de la Lpp-box (présenté en Fig. 39.A) ont été exprimées chez le mutant lpp de D. dadantii (présenté
en Fig. 39.B). Le PG de ces souches a été purifié et digéré par le lysozyme. Les protéines libérées par I'action du
lysozyme ont été séparées sur gel (18 % tris-tricine), puis colorées au bleu de Coomassie, ou analysées par
Western blot avec les anticorps anti-Lpp. A. La version Lpp_K57R est couplée au PG a un niveau similaire a celui
de Lpp wt. Les deux échantillons de PG ont été dilué 50 fois aprés digestion afin de pouvoir nettement distinguer
les bandes protéiques correspondant a Lpp-PG. B. Les autres versions de Lpp ne sont pas détectables dans le PG
par coloration au bleu de Coomassie. L'analyse du PG des souches exprimant Lpp_Y56T, Lpp_A58, LppA58-Y56T,

Lpp_A58-K57R et Lpp_A58-K57R-Y56T montre que ces versions ne sont pas couplées au PG a un taux aussi
important que Lpp wt ou Lpp_K57R. C. L’analyse du PG par Western blot révéle la présence de formes de Lpp

couplées au PG. L’analyse par Western blot de mémes échantillons de PG que dans le panel B révele la présence
de formes de Lpp mutées couplées au PG. De fagon spectaculaire, la version Lpp_A58-K57R-Y56T est couplée au
PG plus efficacement que le versions Lpp_A58 et Lpp_A58-Y56T. L’étoile rouge indique le lysozyme.



les variants Lpp portant les motifs C-terminaux de Blc, YahOp.¢, BsmNeig ne restaurent pas la résistance
au SDS, indiquant que ces motifs ne permettent pas le couplage de Lpp au PG. En revanche, les variants
Lpp_PelW, Lpp_Prt_inh, Lpp_BsmAke i, €t Lpp_Ybil restaurent la résistance au SDS du mutant Jpp de

D. dadantii, ce qui indique que ces variants pourraient étre liés au PG de maniere covalente (Fig. 38.B).

Afin de vérifier I'efficacité de couplage de ces variants de Lpp au PG, nous avons analysé par gel
SDS-PAGE le PG issu des souches les exprimant. Les résultats de gels colorés au bleu de Coomassie
montrent que les variants Lpp_Ybil et Lpp_E. colisont couplées au PG de D. dadantii dans des quantités
similaires a celle de Lpp sauvage, tandis que Lpp_BsmA¢ i est couplée en moindre quantité (Fig. 41.A).
Les variants Lpp_YahO, Lpp_Blc et Lpp_BsmNeig ne sont pas couplés au PG en Western blot (Fig. 41.B).
De maniére surprenante, les variants de Lpp portant les motifs C-terminaux de PelW, Prtinh ne sont
pas non plus visibles au bleu de Coomassie. Afin d’augmenter la sensibilité de détection des formes
potentielles de Lpp couplées au PG, nous avons analysé ces échantillons par Western blot avec les
anticorps dirigés contre Lpp. Cette approche a été fructueuse, puisque des formes de Lpp couplées
sont visibles chez les variants Lpp_BsmNeig, Lpp_PelW, Lpp_Prtinh, Lpp_YahOk i, mais pas chez le
mutant Ipp, ni les variant Lpp_YahOp qet Lpp_Blc (Fig. 41.B). Toutefois ces formes de Lpp sont couplées
au PG a un taux au moins cent fois inférieur a celui de Lpp sauvage, puisque l'intensité des formes
couplées du témoin Lpp sauvage dilué 50 fois est deux fois supérieure a la réponse obtenue avec les

variants de Lpp (Fig. 41.B).

Ill) Evaluation du couplage covalent des protéines candidates
identifiées
Nous avons ensuite cherché a mettre en évidence le couplage potentiel de quelques-unes des
protéines natives au PG. Pour cela les génes BSmAg.coi, BsSmAp.q, YbiJe.coi, Ybilp.q, YahOkg coiiet YahOp gont
été clénés dans un plasmide, puis exprimés dans le mutant Ipp de D. dadantii pour extraire ensuite le
PG. Comme nous ne possédions pas d’anticorps dirigés contre ces protéines, nous avons analysé les
échantillons de PG par Western blot avec WGA ou par une coloration au nitrate d’argent, plus sensible
que la coloration au bleu de Coomassie (Fig. 41.C). Malheureusement, les résultats obtenus n’ont pas
permis de déterminer de maniére concluante la présence de ces protéines au PG. Une approche
supplémentaire a consisté a I'ajout d’une étiquette polyhistidine au sein des séquences des protéines.

Malheureusement, les protéines ainsi taguées n’ont pas pu étre détectées avec le Ni-NTA-HRP.

Les résultats de la mutagenése de la région C-terminale de Lpp ont démontré que le motif du
couplage de Lpp de D. dadantii au PG peut tolérer des substitutions assez importantes sans que le
couplage soit trop affecté. Par ailleurs, certaines substitutions assurent un couplage au PG
intermédiaire ou un peu moindre de variants de Lpp en question. Vue une telle variabilité potentielle
de la Lpp-box, il nous semble étre assez difficile de trouver in silico les protéines-candidates valables,
potentiellement couplées au PG. En effet, on ne peut pas exclure, qu’en plus des protéines
membranaires situées soit dans la ME (comme Lpp ou les porines) ou dans la Ml (comme OutB),

certaines protéines périplasmiques soient elles aussi étre couplées au PG. Or, une analyse
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Figure 41. Analyse du couplage des versions Lpp portant I’extrémité C-terminale des protéines potentiellement
couplées au PG. Les versions de Lpp ayant subi une mutagénése au niveau de la Lpp-box ont été exprimées chez
le mutant Ipp de D. dadantii. Le PG de ces souches a été purifié et digéré par le lysozyme. Les protéines ainsi
libérées ont été séparées sur gel (18 % tris-tricine), puis colorées au bleu de Coomassie, ou analysées par
Western blot avec les anticorps anti-Lpp. Le couplage au PG versions Lpp_E.coli, Lpp_Ybil et Lpp-BsmA est visible
en coloration au bleu de Coomassie, a un niveau similaire a celui de Lpp wt (A). En revanche, le couplage des
versions Lpp_PelW, Lpp-Prtinh, Lpp-YahOEc et Lpp_BsmNeig est visible en Western blot avec les anticorps anti-
Lpp. Lpp_YahOdd et Lpp_Blc ne sont pas couplées au PG (B). L'échantillon Lpp wt a été dilué 50 fois. C.
Evaluation du couplage des protéines identifiées au PG. Les génes des protéines-candidates ont été clénés dans
le vecteur pGEM-T. Les protéines ont été exprimées chez le mutant /pp de D. dadantii et le PG a été extrait, puis
digéré par le lysozyme. Les protéines libérées ont été analysées par Western blot avec les anticorps WGA (a
gauche) afin de déterminer la présence de résidus couplés au PG, ou colorées au nitrate d’argent (a droite).
Malheureusement, aucune forme de ces protéines couplées au PG n’a pu étre détectée.
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systématique de la composition en acides aminés des protéines cytoplasmiques et périplasmiques d’E.
coli a démontré que la lysine C-terminale est surreprésentée dans les protéines périplasmiques car
retrouvé dans plus de 20% de toutes les protéines périplasmiques (Kim et al. 2018). Enfin, un exemple
de la lipoprotéine LimB de C. burnetii, montre que certaines protéines peuvent étre couplées au PG via
une lysine interne, située a l'intérieur de la chaine polypeptidique (Sandoz et al. 2021). Cependant,
nous avons voulu explorer cette hypothése en prenant comme exemple la pectine acétyle-estérase
PaeX de D. dadantii (Shevchik et Hugouvieux-Cotte-Pattat 2003) (Fig. 42.A). PaeX est localisée dans le
périplasme ou elle effectue la déestérification des oligomeéres pectiques générés dans le milieu externe
par les pectate lyases sécrétées. PaeX (300 résidus) est composée d’un domaine globulaire bien
structuré qui possede une extension C-terminale de 15 résidus portant une paire de lysines en
extrémité C-terminale et une autre paire de lysines située un peu plus loin (Fig. 42. A et 42.B). Cette
topologie refléte celle du domaine HR d’OutB suivi d’'une extension C-terminale. L'expression de paeX
estinduite en présence de la pectine, mais la quantité de PaeX dans les cellules de D. dadantii (détectée
avec les anticorps dirigés contre PaeX) n’est pas tres élevée. Ainsi, nous n’avons pas pu détecter PaeX
dans le PG de la souche sauvage de D. dadantii. Afin d’augmenter la quantité de la protéine, paeX a
été exprimé a partir d’un plasmide chez D. dadantii. Le PG issu de cette souche a contenu une quantité
importante de PaeX « piégée » et sa digestion par le lysozyme a causé I'apparition d’'une bande
supplémentaire, située au-dessus de PaeX (Fig. 42.C). Le traitement du PG avec I'amidase PGRP a
provoqué la disparition de cette forme supplémentaire (Fig. 42.C). Avec un certain degré de
précaution, on peut donc attribuer cette bande supplémentaire a une forme de PaeX couplée au résidu
de PG (PaeX-PG). Afin de tester cette hypothese et déterminer quelle lysine de PaeX serait impliquée
dans le couplage au PG, nous avons réalisé la mutagenése dirigée de quatre résidus de lysine situés
dans l'extension C-terminale de PaeX (Fig. 42.B). Le Western blot montrent que le variant
PaeX_K321tga ne produit plus la forme supplémentaire, éventuelle PaeX-PG (Fig. 42.C). Ces résultats
suggerent donc que PaeX serait couplée au PG via une de deux lysines C-terminales. Toutefois, ces

résultats restent assez vagues et incertains et devront étre reproduits avec une meilleure qualité.

IV) L,D-transpeptidases de D. dadantii impliquées dans le couplage
covalent d’OutB et de Lpp au PG

L'analyse du chromosome de D. dadantii 3937 a révélé la présence de 4 genes codant pour des
protéines de la famille YkuD, qui pourraient étre des L,D-transpeptidases ou des L,D-endopeptidases
putatives : ABF-0016403, ABF-0020084, ABF-0020070 et ABF-0046523, respectivement nommées ci-
aprées Ldt03, Ldt84, Ldt70 et Ldt523. La comparaison des séquences de ces protéines avec les six L,D-
transpeptidases d’E. coli (LdtA (ErfK), LdtB (YbiS), LdtC (YcfS), LdtD (YcbB), LdtE (YnhG) et LdtF (YafK)) a
révélé que Ldt03 et Ldt84 sont plus proches des LdtA, LdtB et LdtC, qui sont impliquées dans
I'attachement de Lpp au PG (Fig. Annexe 2, 3, 4 et 5). Plus précisément, Ldt03 partage ~60 % d’identité
avec LdtA et LdtB, tandis que LdtC partage 58 % d’identité avec Ldt84 et les deux protéines portent un
motif LysM N-terminal. L’analyse des résidus a proximité de la cystéine catalytique de ces Ldts révele
que Ldt03 possede une triade dans le site catalytique CVR, comme son homologue chez E. coli, LdtB
(YbiS) (Fig. Annexe 2A). Ldt84 possede une triade dans le site catalytique CIR, comme LdtC (YcfS), LdtE
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Figure 42. Analyse du couplage de PaeX au PG chez D. dadantii. A. Structure de PaeX (modéle AlphaFold).
L’extension C-terminale de PaeX est en orange et jaune. L'emplacement des résidus de lysine est indiqué. B.
Séquence C-terminale de PaeX et de ses variants mutés. L’extension C-terminale est soulignée en jaune avec les
résidus de la lysine en rouge. C. PaeX et ses variants ont été exprimés a partir du plasmide chez D. dadantii. Le PG
issu de ces bactéries a été digéré avec le lysozyme ou I'amidase PGRP. Les échantillons ont été séparés en SDS-
PAGE et analysées par Western avec les anticorps dirigés contre PaeX. Les formes supplémentaires de PaeX
apparues apres la digestion enzymatique du PG et présumées étre couplées aux résidus de PG sont indiquées
avec des fléches rouges et vertes.



(YnhG) et LdtA (ErfK) (Fig. Annexe 2A). Par ailleurs, Ldt70 semble étre un orthologue de LdtD (YcbB),
qui est responsable du couplage alternatif 3->3 de peptides-tiges chez E. coli (Magnet et al. 2008). En
effet, Ldt70 et LdtD (YcbB) partagent ~50% d’identité et la méme organisation structurale : en plus du
domaine catalytique YkuD, elles possedent un domaine additionnel de liaison au PG (PF01471) et un
domaine d’échafaudage (voir chapitre ‘Structure et domaine des Ldts’). La triade dans le site
catalytique de Ldt70 présente les résidus CVR, tout comme LdtD (YcbB) (Fig. Annexe 2A). Ldt523 quant
a elle est similaire a YafK (LdtF), qui a récemment été renommée DpaA (peptidoglycan meso-
diaminopimelic acid protein amidase A), la L,D-endopeptidase responsable du découplage de Lpp au
PG d’E. coli (Bahadur et al. 2021). Cela est d’autant plus probable puisque le site catalytique de Ldt523
contient un résidu alanine (CYA) caractéristique des L,D-endopeptidases comme LdtF (YafK) (Winkle et
al. 2021) (Fig. Annexe 2A), alors que les autres enzymes de la famille YkuD identifiées chez D. dadantii
possédent une arginine en deuxiéme position aprés la cystéine catalytique (CVR ou CIR) caractéristique
des L,D-transpeptidases. En revanche, LdtE (YnhG) ne posséde pas d’orthologue chez D. dadantii, mais
curieusement, IdtE partage les mémes genes adjacents que /dt84, dont Ipp. Cela est d’autant plus
étonnant puisque LdtE (YnhG) réalise le couplage 3> 3 de peptides-tiges (comme LdtD (YcbB) (Magnet
et al. 2008) tandis que Ldt84 (comme vous pourrez le voir plus loin) effectue I'attachement covalent
de Lpp au peptide-tige. A part Idt84, aucun autre géne /dt de D. dadantii ne partage de synténie avec
un géne Idt d’E. coli.

1) Identification des Ldts responsables du couplage de Lpp chez D. dadantii

Afin de déchiffrer le réle exact de chaque protéine de la famille YkuD de D. dadantii, et notamment
identifier la ou les Ldts responsables du couplage de Lpp et d’OutB au PG, nous avons construit des
souches de D. dadantii portant des mutations simples ou multiples des quatre génes /dt. Pour cela,
chacun des génes Idt de D. dadantii a été amplifié puis cloné dans un plasmide. Un géne de résistance
a un antibiotique (différent pour chaque /dt) a été inséré dans chaque géne /dt et ces constructions
ont été recombinées par recombinaison homologue dans le chromosome de D. dadantii. Pour
construire les souches portant les mutations doubles et triples, les mutations /dt individuelles ont été

transduites grace au phage transducteur ¢EC2.

Afin de tester I'implication de Ldt putatives de D. dadantii dans le couplage de Lpp au PG, des tests
de sensibilité des mutants /dt au SDS ont été réalisés (Fig. 43). Les études réalisées chez E. coli ont
montré que I'absence de couplage covalent de Lpp au PG chez les mutants /dt peut engendre une
sensibilité accrue au SDS comme cela est le cas chez un mutant Ipp (Fig. 43) (Mathelié-Guinlet et al.
2020). Les résultats des tests montrent que les souches de D. dadantii portant une mutation simple
1dt03, Idt84, Idt70 ou Idt523 possedent une résistance au SDS comparable a celle de la souche sauvage
(Fig. 43). De méme, les doubles mutants /dt03/Idt70, Idt84 /Idt70, Idt03/Idt523, Idt84/Idt523 et
Idt70/1dt523 se comportent également comme la souche sauvage (Fig. 43). En revanche, les mutants
1dt03/1dt84, 1dt03/Idt84/Idt523 et Idt03/Idt84/Idt70 présentent un défaut de croissance en présence
de SDS (Fig. 43). Ce résultat suggere que Ldt03 et Ldt84 seraient responsables du couplage de Lpp au
PG mais pas Ldt70 et Ldt523. D’autre part, ces résultats suggérent que 'activité des Ldt03 et Ldt84 est

redondante, puisque la présence d’une seule de ces Ldt dans la cellule permet de stabiliser I'enveloppe
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Figure 43. Test de résistance au SDS des souches D. dadantii mutées d’un ou de plusieurs génes /dt.
Les souches de D. dadantii mutées de genes Idt ou Ipp ont été cultivées dans BL toute la nuit a 30°C,
puis les cultures ont été diluées (jusqu’a 107) et déposées en gouttes sur un milieu sans SDS (a
gauche), ou avec du SDS a une concentration de 0,1% (a droite). Les boites ont été incubées pendant
48h a 30°C.



de D. dadantii (Fig. 43). Par ailleurs, on peut noter que le double mutant /dt03//dt84 est moins sensible
au SDS que le mutant Ipp, ce qui suggére que les formes de Lpp interagissant de maniére non-

covalentes avec le PG stabilisent en partie I'enveloppe du mutant /dt03/Idt84 de D. dadantii (Fig. 43).

Afin de visualiser plus précisément I'action de chaque Ldt de D. dadantii sur le couplage de Lpp, le
PG de chaque souche mutante a été extrait, puis digéré avec le lysozyme. Les profils des formes de Lpp
ainsi générées ont été observés par gel SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie, puis par Western blot
avec les anticorps anti-Lpp ou avec WGA (Fig. 44). L’analyse des souches mutées pour un seul géne /dt
a démontré des changements de profil considérables du PG chez les mutants /dt03 et Idt84 (Fig. 44).
Notamment, les deux formes majeures de Lpp observées dans la souche sauvage (Lpp-PG2 et Lpp-PG4)
sont significativement moins abondantes dans les souches /dt03 et /dt84, respectivement (Fig. 44.A).
Ces altérations coincident avec la disparition des formes de Lpp minoritaires de poids moléculaire plus
élevé (Lpp-PG5 et Lpp-PG6) dans les mutants /dt03 et Idt84, respectivement (Fig. 44.A). Ces
modifications de profils de Lpp sont spécifiques a chacune de ces deux mutations et 'augmentation
du temps de I'action du lysozyme de 3 a 24 heures ne change pas les profils observés (Fig. Annexe 1).
En revanche, aucune altération des profils de Lpp n’est visible chez le mutant Idt70, ce qui suggere
gu’elle n’est pas impliquée dans l'attachement de Lpp au PG (Fig. 44.A). En accord avec cette
hypothése, les profils observés dans les doubles mutants /dt03/Idt70 ou Idt84/Idt70 sont identiques a
ceux des simples mutants /dt03 et Idt84 respectivement. De plus, en cohérence avec I’'homologie de la
séquence de Ldt523 avec YafK (LdtF ou DpaA), celle-ci serait effectivement une L,D-endopeptidase,
puisque la mutation du géne Idt523 semble provoquer une certaine augmentation de la quantité de
Lpp couplée au PG (Fig. 44. A et 44.B). En revanche, le résultat le plus spectaculaire est qu’aucun dérivé
de Lpp n’est observable dans le double mutant /dt03//dt84, ni dans le triple mutant Idt03/Idt84/Idt70
(Fig. 44.A). Ces résultats démontrent que Ldt03 et Ldt84 sont effectivement impliquées dans le
couplage de Lpp au PG, mais que Ldt70 et Ldt 523 ne le sont pas. De plus, I'effet que I'absence de /dt03
et ldt84 génére des profils Lpp-PG différents suggere que les Ldt03 et Ldt84 pourraient avoir une

spécificité particuliere vis-a-vis du site de couplage.

Afin de vérifier cette hypothése, le double mutant /dt03/Idt84 a été complémenté avec un
plasmide portant le géne Idt03 ou /dt84 (Fig. 46.A). Comme attendu, I'expression ectopique de /dt03
ou /dt84 a généré des profils de couplage de Lpp différents, similaires a ceux générés par les simples
mutants (Fig. 44.A). Plus précisément, la complémentation du double mutant avec /dt03 génere le
profil de digestion du PG propre a la souche mutée de /dt84, et inversement (Fig. 44. A et 45.A). De
plus, I'action de PGRP génere deux formes de Lpp-PG (Lpp-PT1 et PT2), dont la forme Lpp-PT1 est plus
abondante avec le PG de la souche exprimant Ldt03, tandis que Lpp-PT2 est plus abondante avec Ldt84
(Fig. 48.D). Ces résultats supportent donc davantage I’hypothése proposant que Ldt03 et Ldt84

possédent une spécificité de site de couplage de Lpp au PG.

2) L’expression de Ldt84 est toxigue dans certaines conditions

Dans la majorité des expériences décrites ci-dessus, les genes d’intérét ont été exprimés sur le

plasmide pGEM-T (Promega), qui possede le gene blaM conférant la résistance a I'ampicilline. Le
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Figure 44. Analyse du couplage de Lpp dans les souches de D. dadantii mutées d’un ou de plusieurs génes
Idt. A. Profils des formes couplées de Lpp des mutants /dt03 (03), Idt84 (84), Idt70 (70) et Idt523 (523)
visualisés en bleu de Coomassie (en haut), par Western blot avec les anticorps anti-Lpp (au milieu) ou avec
WGA (en bas). B. Profils des formes de Lpp générés par les mutants simples /dt03, Idt84, Idt70, par les
mutants doubles (03/523, 70/523 ou 84/523) ou triples (03/84/70) ou par la délétion de /pp. L'étoile rouge
indique la position du lysozyme. Chaque souche mutante a été cultivée dans BL toute la nuit a 30°C, puis le
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PG a été extrait, purifié, digéré avec le lysozyme et analysé par SDS-PAGE et/ou Western blot.



plasmide pGEM-T est bien supporté par D. dadantii et permet une expression modérée de genes
d’intérét. Si nécessaire une induction supplémentaire par IPTG, néanmoins plus faible que celle chez
E. coli, pourrait étre réalisée. Cependant, nous avons remarqué un certain effet bactériostatique, voire
toxique, lors de I'expression du gene /dt84 sur le plasmide pGEM-T en présence d’ampicilline a la fois
chez le mutant /dt03//dt84, mais également chez la souche sauvage de D. dadantii (Fig. 45. A et 45.B).
Cet effet était particulierement visible lors des tests de sensibilité au SDS : lors de I'expression de /dt84
sur le pGEM-T en absence d’ampicilline, la souche sauvage ou le mutant /dt03//dt84 forment des
colonies saines (Fig. 45. A, panel gauche). En revanche, lors de I'ajout d’ampicilline dans le milieu (pour
maintenir une pression de sélection du plasmide), les souches exprimant /dt84 forment des colonies
translucides affectées dans leur croissance (Fig. 45. A, panel droit et 45.B). Or, comme vu
précédemment, ce phénomene n’est pas observable chez D. dadantii portant une simple mutation
Idt03 (Fig. 43), ou lors de I'expression de Idt84 sur plasmide pGEM-T en absence d’ampicilline (Fig. 45.
A, panel gauche). Pour ces raisons, et afin d’éviter des biais d’interprétation, tous les génes Idt ont été
sous-clonés sur un plasmide pBluescript possédant la résistance a la kanamycine. Ce sont ces
constructions qui ont été utilisées pour les expériences du chapitre précédant (Fig. 46) et des chapitres

suivants.

3) Expression hétérologue des Ldt d’E. coli chez le mutant /dt03//dt84 de D. dadantii

Par la suite, nous avons souhaité examiner la capacité des L,D-transpeptidases d’E. coli de coupler
Lpp au PG chez D. dadantii, et comparer les profils de Lpp générés par les Ldts d’E. coli a ceux générés
par Ldt03 et Ldt84 de D. dadantii. Pour rappel, E. coli possede six enzymes de la famille YkuD dont cing
L,D-transpeptidases (LdtA a LdtE) et une L,D-endopeptidase LdtF (YafK ou DpaA), tandis que D. dadantii
ne possede que trois L,D-transpeptidases (Ldt03, Ldt84 et Ldt70) et une L,D-endopeptidase putative,
Ldt523. Ldt70 partage la méme organisation en domaines et 52 % d’identité de séquence avec LdtD
(YcbB), qui effectue le couplage 323 de peptides-tiges chez E. coli (Magnet et al. 2008). Les résultats
présentés ci-dessus suggeérent que I'absence de Ldt70 n’affecte pas le couplage de Lpp au PG. Ainsi,
Ldt70 serait un orthologue fonctionnel de LdtD et ne serait pas impliquée dans le couplage de Lpp au
PG. Les quatre autres L,D-transpeptidases d’E. coli (LdtA a LdtE) sont les homologues les plus proches
de Ldt03 et Ldt84 qui sont responsables du couplage de Lpp au PG chez D. dadantii (Fig. Annexe 2).
Comme il a été indiqué ci-dessus (§ll. et Fig. 39.A), les séquences C-terminales de Lpp de D. dadantii et
E. coli different assez significativement, ce qui a priori laisse présager une certaine spécificité de L,D-

transpeptidases envers la Lpp issue de la méme bactérie.

Ainsi, nous avons entrepris d’évaluer la capacité des Ldts d’E. coli a lier de facon covalente Lpp de
D. dadantii au PG. Dans ce but, nous avons cloné les génes IdtA, IdtB, IdtC et IdtE d’E. coli et réalisé leur
expression ectopique chez le mutant /dt03/Idt84 de D. dadantii chez lequel Lpp n’est plus couplée par
les Ldts natives de la bactérie (Fig. 46). Il nous a paru particulierement intéressant de tester la capacité
de LdtE (YnhG) a coupler Lpp. En effet, bien que LdtE (YnhG) ait été démontrée comme étant une Ldt
de ménage réalisant les couplages 33 chez E. coli (Magnet et al. 2008), le géne IdtE est située a
proximité du gene Ipp (comme Idt84 chez D. dadantii). L’analyse des profils de couplage de Lpp au PG

effectués par chacune de quatre Ldt d’E. coli montre que LdtA et LdtB génerent un couplage de Lpp a
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Figure 45. L'expression de /dt84 sur plasmide pGEM-T provoque un défaut de croissance de D. dadantii en
présence d’ampicilline. A. Les souches de D. dadantii sauvage (en haut) et /dt03/Idt84 (en bas) complémentées
avec les Idt03, Idt84 exprimées sur pGEM-T ont été cultivées dans BL + Amp toute la nuit a 30°C, puis les cultures
ont été diluées (jusqu’a 10-3) et déposées en gouttes sur un milieu sans ampicilline, avec ou sans SDS (a gauche),
et en présence d’ampicilline, avec ou sans SDS (a droite). Les boites ont été incubées pendant 48h a 30°C.
L’expression de Ldt84 sur plasmide pGEM-T provoque un défaut de croissance (encadré rouge) chez les souches
de D. dadantii sauvage et Idt03/Idt84, en présence d’ampicilline, mais pas en absence d’ampicilline. B. Test de
résistance au SDS de la souche Idt03/Idt84 complémentée avec les génes Idt de D. dadantii et de E. coli. La
souche de D. dadantii Idt03/ldt84 complémentées avec les génes Idt de D. dadantii ou d’E. coli exprimés sur
PGEM-T ont été cultivées dans BL + Amp toute la nuit a 30°C, puis ont été diluées (jusqu’a 107) et déposées en
gouttes sur un milieu sans SDS (a gauche) ou contenant du SDS 0,05% (a droite). L'expression de |dt84 génére un
défaut de croissance en présence d’ampicilline, y compris en absence de SDS (encadré rouge).
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un taux similaire a celui des Ldt03 et Ldt84 (Fig. 46.A). En revanche, la quantité de Lpp couplée par
LdtC est sensiblement plus faible que celle par LdtA et LdtB, alors qu’aucune forme de Lpp couplée au
PG n’est visible dans la souche exprimant LdtE (Fig. 46.A). De plus, I'analyse des profils générés par
LdtA, LdtB et LdtC suggere que, comme les Ldts de D. dadantii, celles-ci possedent une spécificité
enzymatique. En effet, la digestion du PG par le lysozyme dans la souche exprimant IdtA (erfK) génére
un profil de Lpp enrichi en Lpp-PG2 et appauvri en Lpp-PG5 (Fig. 46.A). Ce profil semble donc
particulierement similaire a celui de la souche exprimant /dt84. A I'inverse, le profil de Lpp généré par
LdtB parait similaire a celui de Ldt03. Plus précisément, les bandes protéiques correspondant a Lpp-
PG1 et Lpp-PG5 sont plus abondantes (Fig. 46.A). Quant a LdtC, I'intensité du profil de digestion du PG
est trop faible pour pouvoir conclure de maniére certaine sur sa similarité avec des profils de LdtA ou
LdtB (sur la Fig. 46. A, le PG de LdtC a été concentré 4x avant dép6t). Néanmoins, il semblerait que les
bandes protéiques correspondant a Lpp-PG1 et Lpp-PG5 soient plus abondantes chez la souche
exprimant LdtC (Fig. 46.A). De fait, le profil généré par LdtC se rapprocherait du profil de LdtB et Ldt03
(Fig. 46.A). Ce dernier résultat est inattendu puisque d’apres la comparaison de séquences, LdtC
partage plus de similarité avec Ldt84, qu’avec Ldt03 ou LdtB (Fig. Annexe 2). De méme, LdtA partage
plus de similarité avec Ldt03 et LdtB (Fig. Annexe 2). Pourtant LdtA réalise un couplage similaire a Ldt84
(Fig. 46.A).

En paralléle, afin d’estimer la capacité des Ldts d’E. coli a complémenter les défauts de stabilité de
I’enveloppe de la souche /dt03/Idt84 de D. dadantii, nous avons effectué des tests de sensibilité au
SDS. Les résultats de ces tests montrent que les LdtA, LdtB d’E. coli restaurent la résistance au SDS au
méme niveau que les LdtO3 et Ldt84 de D. dadantii (Fig. 46.B). En revanche, LdtC d’E. coli ne
complémente pas aussi efficacement les défauts de I'enveloppe du double mutant /dt03/Idt84 de D.
dadantii que LdtA et LdtB, ce qui est cohérent avec la faible efficacité du couplage de Lpp chez la souche
exprimant LdtC (Fig. 46. A et 46.B). Par ailleurs, en accord avec les résultats en SDS-PAGE (Fig. 46.A),
LdtE ne restaure pas la résistance au SDS de D. dadantii (Fig. 46.B).

Nous avons également souhaité tester I'effet de la présence de phosphate dans le milieu sur
I'activité des Ldts d’E. coli et de D. dadantii. Cette expérience a été menée dans le but d’identifier des
conditions particulieres d’activité des Ldts. Pour cela, nous avons supplémenté les boites de SDS avec
du NaH,PO, a concentration finale de 50 mM, tout en maintenant le pH du milieu a 7,2 (Fig. 46.C). De
facon surprenante, les résultats de ces tests révelent que seules la Ldt03 et la LdtA sont capables de
restaurer la résistance au SDS chez ces souches en présence de 50mM de NaH,PO, (Fig. 46.C),
suggérant que différentes Ldts possedent effectivement des conditions particulieres pour leur activité.
Rappelons que les résultats précédents ont montré que Ldt03 et LdtA généraient des profils différents
de Lpp couplée aux résidus de PG (Fig. 46. A et Annexe 2). Cependant, nous ne saurions pas expliquer
la pertinence biologique de I'augmentation de la concentration de phosphate et son impact sur
I'activité des L,D-transpeptidases, ni les conditions in vivo dans lesquelles peuvent se dérouler ce

processus.

L'ensemble de ces résultats suggere donc que LdtE n’est pas capable de coupler Lpp au PG, malgré
sa similarité apparente avec LdtA et LdtB et bien que le gene /dtE soit a c6té du gene Ipp comme Idt84

chez D. dadantii. Par ailleurs, LdtA et LdtB d’E. coli sont capables de lier Lpp de D. dadantii au PG en
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Figure 46. A. Analyse du couplage de Lpp par les Ldt de D. dadantii et d’E. coli. Le mutant /dt03/Idt84 de D. dadantii a
été complémenté avec les génes Idt03, Idt84 et Idt523 de D. dadantii, ou alors avec les génes IdtA, IdtB, IdtC et IdtE d’E.
coli, exprimées sur plasmide pBS KS (KanR). Le PG de ces souches a été purifié et a été digéré par le lysozyme. Les
protéines libérées ont ensuite été séparées sur gel SDS-PAGE (18 % tris-tricine) et colorées au bleu de Coomassie. Le PG
de la souche exprimant LdtC a été concentré 4 fois. B. Test de sensibilité au SDS du mutant /dt03/Idt84 de D. dadantii
complémenté avec les génes Idt de D. dadantii et E. coli. Les souches de D. dadantii Idt03//dt84 complémentées avec
les Idt de D. dadantii ou d’E. coli a été cultivée dans BL + Kan toute la nuit a 30°C, puis les cultures ont été diluées
(jusqu’a 107) et déposées en gouttes sur un milieu sans SDS (a gauche), ou avec du SDS a une concentration de 0,1% (a

droite). Les boites ont été incubées pendant 48h a 30°C. C. Le méme test de résistance au SDS que présenté en B. a été
réalisé en dans un milieu contenant 50 mM de NaH,PO, 50 mM.



faisant cela aussi efficacement que les deux Ldt natives, Ldt03 et Ldt84. Or, comme cela a été évoqué
auparavant, et vu la différence apparente des régions C-terminales de Lpp d’E. coli et D. dadantii (Fig.
39.A), on a pu penser a priori que les Ldt d’E. coli seraient moins efficaces chez D. dadantii. De plus,
tout comme les Ldt03 et Ldt84, les LdtA et LdtB d’E. coli semblent posséder une spécificité enzymatique
vis-a-vis du site de couplage. En effet, a notre connaissance, une quelconque spécificité enzymatique
d’une Ldt de type « Lpp-active » vis-a-vis de la zone de couplage n’a jamais encore été observée. Ce
phénoméne (analysé plus en détails plus bas, chapitre ‘Spécificité enzymatique des Ldt03 et Ldt84’,

Fig. 48) peut apporter une explication de la redondance apparente de Ldts chez les protéobactéries.

4) Test de stabilité de I'’enveloppe

Dans une approche complémentaire aux tests de sensibilité au SDS décrits plus haut (Fig. 43 et
46.B), nous avons souhaité évaluer I'effet de la déstabilisation de I'enveloppe provoquée par I'absence
de Lpp ou de certaines Ldt sur la sécrétion de pectinases (Fig. 47). D. dadantii sécréte des pectinases
par le T2SS, un complexe multiprotéique qui traverse I'enveloppe bactérienne (voir chapitre ‘T2SS’,
bibliographie). Ainsi, lorsque I'enveloppe est déstabilisée par défaut de couplage du Lpp au PG, il est
possible que la mise en place du T2SS a travers I'enveloppe soit affectée, et que par conséquent, le
taux de sécrétion de pectinases soit diminué. Pour ces tests nous avons utilisé des souches mutantes
de D. dadantii dépourvues de Ipp ou de certains génes /dt (Fig. 47.A) et le double mutant Aldt03/Idt84
complémenté avec les Idt de D. dadantii ou d’E. coli (Fig. 47.B). Afin d’évaluer le taux de sécrétion de
pectinases, nous avons utilisé un milieu gélosé contenant du polygalacturonate du sodium, un dérivé
de la pectine. Suite a la sécrétion de pectinases par les bactéries, le polygalacturonate est dégradé, ce
qui provoque I'apparition d’un halo autour des bactéries. Ce test est semi-quantitatif, puisque la taille
du halo est corrélée a l'efficacité de digestion de la pectine, et donc de la quantité de pectinases
produites et sécrétées. Les tests de sécrétion de pectinases montrent que les mutants Ipp, Idt03/Idt84,
ainsi que Idt03/1dt84/Idt70 étaient entourés de halos de dégradation significativement plus petits que
ceux entourant la souche sauvage (Fig. 47.A). Ce résultat indique que ces souches sécretent moins
efficacement des pectinases. En revanche, les mutations /dt03, Idt84 Idt70 et Idt523 ne semblent pas
affectés pour la sécrétion de pectinases (Fig. 47.A). De méme pour les mutants /dt70/Idt84,
1dt84/1dt70, 1dt03/523 et Idt84/Idt523 (Fig. 47.A). Curieusement, la délétion de [dt03/Idt70 et
Idt70/1dt523 semble affecter légérement la sécrétion de pectinases (Fig. 47.A). Cependant, une analyse
plus précise de ces résultats permet de détecter des différences plus nuancées entre ces souches. Par
exemple, il semble que la délétion de Ipp provoque un effet un peu plus fort sur la sécrétion que la
double délétion Idt03/Idt84. De méme, les mutants simples /dt03, et en particulier /dt84, semblent
générer des halos légerement moins grands que la souche sauvage (Fig. 47.A). Toutefois, ces résultats

nécessitent la réalisation de multiples réplicas biologiques pour bien quantifier de telles différences.

Dans une approche inverse, nous avons complémenté le double mutant /dt03/Idt84 avec les Idt
de D. dadantii et d’E. coli pour déterminer leur efficacité a restaurer la sécrétion de pectinases (Fig.
47.B). Les résultats montrent que le double mutant /dt03/Idt84 complémenté avec Idt70, Idt523 ou
IdtE présentait des halos de méme taille qu’avec le contrdle négatif, le vecteur vide (Fig. 47.B). Les

bactéries exprimant /dtC forment des halos légérement supérieurs au control négatif. En revanche, la
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Figure 47. A. Test de sécrétion de pectinases des souches de D. dadantii mutées d’un ou de plusieurs genes Idt
ou du geéne Ipp. Les souches de D. dadantii mutées pour un ou plusieurs genes Idt ou pour le gene Ipp ont été
cultivées dans BL toute la nuit a 30°C, puis les cultures ont été diluées a DO=1 et déposées en gouttes sur un milieu
contenant du polygalacturonate de sodium (dérivé de la pectine). La taille du halo autour des colonies est
proportionnelle a la production et/ou la sécrétion de pectinases dans le milieu.. B. Test de sécrétion de pectinases
du mutant /dt03/Idt84 complémenté avec les génes Idt de D. dadantii et d’E. coli. Les souches de D. dadantii
Idt03/1dt84 complémentées avec les génes Idt de D. dadantii ou d’E. coli exprimés sur pGEM-T ont été cultivées
dans BL + Ap toute la nuit a 30°C, puis ont été diluées a DO=1 et déposées en gouttes sur un milieu contenant du

polygalacturonate.



souche mutante complémentée avec /dt03, Idt84, IdtA ou IdtB forme de grands halos de taille
comparable, méme si ceux avec IdtA semblent étre légérement plus petits. (Fig. 47.B). Ces derniers
résultats témoignent de la restauration de la sécrétion par le T2SS. De plus, ces résultats sont en
adéquation avec les tests de sensibilité au SDS et I'analyse de couplage de Lpp au PG (Fig. 43 et 46).
Ensemble, ces résultats montrent que les LdtA et LdtB d’E. coli possédent une activité croisée envers

Lpp de D. dadantii, bien que la région C-terminale de Lpp de ces deux bactéries soit assez dissimilaire.

Il n’est pas exclu que I'action de ces Ldts permette également un meilleur couplage d’OutB au PG
(voir résultats plus bas, Fig. 49), et par conséquent une mise en place plus efficace du T2SS a travers
I’enveloppe. Par ailleurs, il semble nécessaire de garder du recul par rapport aux résultats de sécrétion
de pectinases, puisque la taille des halos dépend de la sécrétion, mais également de la production de
pectinases. Cette derniere n’a pas été testée dans ces expériences. Il n’est donc pas exclu que la
déstabilisation de I'enveloppe puisse également déclencher I'activation d’un ou de plusieurs systemes
de stress extra cytoplasmique tel que Cpx, qui vont a leur tour diminuer I'expression de genes pel.
Ainsi, une analyse plus fine et poussée de la production et de la sécrétion des pectinases serait
nécessaire. Cela peut se faire en réalisant des cultures en milieu liquide contenant un dérivé pectique
comme l'inducteur de genes pel et out, et en quantifiant ensuite par Western blot la présence de

pectinases dans les extraits cellulaires (production) et dans le surnageant (sécrétion).

5) Spécificité enzymatique des Ldt03 et Ldt84

Les profils de formes Lpp-PG générés par les Ldt03 et Ldt84 visibles en SDS-PAGE et en Western
blot (Fig. 44. A et 46.A) suggerent que chacune de ces enzymes posséde une spécificité enzymatique
envers des régions du PG. Afin de déchiffrer la nature exacte d’une telle spécificité, nous avons établi
une collaboration avec I’équipe du Dr. Michel Arthur (CRC UMR S 1138, Inserm, Paris) qui est en outre
spécialisée dans I’étude des L,D-transpeptidases d’E. coli. Cette collaboration nous a permis d’une part,
de déterminer la composition du PG de D. dadantii, et d’autre part de déchiffrer la spécificité
enzymatique des Ldt03 et Ldt84 de D. dadantii. Pour réaliser ce projet, nous avons fourni le
peptidoglycane purifié a partir de culture de la souche sauvage de D. dadantii. Par la suite, le PG a été
digéré par le lysozyme, puis par la trypsine. Les échantillons ont été analysés par nos collaborateurs a
Paris, et les données ont été collectées et analysées par Yucheng LIANG, étudiante en these au CRC
(Paris). L’analyse par HPLC-MS/MS du PG de la souche sauvage de D. dadantii a révélé que celui-ci
possédait la méme composition que celui d’E. coli (Fig. 48.A). A savoir que le peptide-tige est composé
de L-Alal, D-iGlu?, mDAP3, D-Ala® D-Ala® (Fig. 3). Les muropeptides élués lors de I'analyse par HPLC-
MS/MS révelent la présence de plusieurs types de muropeptides. On peut notamment visualiser les
peptides monomériques reliés au disaccharide GlcNac-MurNac, comme les tripeptides monomériques
(Tri) au pic d’élution (PEl) n°1, de tétrapeptides terminés par une glycine (Tri+Gly) (PEl n°2), de
tétrapeptides monomériques (Tetra) (PEI n°3) (Fig. 48.A). De plus, le PG de D. dadantii est composé de
muropeptides dimériques, c’est-a-dire deux peptides-tiges reliés entre eux par une liaison covalente,
comme les tripeptides dimériques (Tri-Tri) reliés par une liaison (3 3) (PEI n°7), les tétrapeptides reliés
a un tripeptide par une liaison (43 ou 3> 3) (Tetra-Tri) (PEl n°8), les tétrapeptides dimériques reliés
par une liaison (4->3) (Tetra-Tetra) (PEl n°9), et les tétrapeptides dimériques dont I'un des peptides

106



A. WT

GIcNAc  MurNAc

on on
Abs 205 nm “‘L;é . ng
600 - w9 NH
3 0;<C m/gj’/\c»,
Tetra b LAl
500 +
D-Glu
400 - 9
Tetra-Tetra
DAP
300 A 8
Tetra-Tri D-Ala
1 7 I
200 ri (Di) |
10 11
100 4 2 ?'KK Tetra+GM TetraTriki TetrarTetra Anh
Tri+Gly rl Tetra NR
0 T T T

B

2500

2000

1500

1000 -

500 A

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45

Time (min)
Tetra
Tetra-TriK
| Tetra-Tetra
Tetra-Tetra
NR
4 Tetra-TriKK NR
Tetra-Tri Anf  Tetra-TriKK Anh
Tri-TrikK
Tri-Tetra Tetra-TriKl
Tetra-Tri Tetra-Tetra Anh
Tetra-Tri+Gly
Tri
Tri+Gly Tetra-Tetra-TrikK
Tetra + GM
Tri-Tri

2000

1500

1000

500 A

0

20 21 22 23 24 25

Ldt84

26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

Tetra

Tetra-TriK
Tetra-Tetra

Tetra-TriKK Anh

Tetra-Tetra Anh
Tetra-Tri An
Tetra-Tri

Tri-Tetra

Tetra-Trik|

Tetra-Tri+Gl

Tetra + GM \
TAKK v ity

Trik

Tri TrivGly

|

Tri-Tri K7

Tetra-Tetra-TriKK

/

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

D. Ldto3 Ldt84
Lysozyme — 4+ + - + +
PGRP — — + - - +
—
- *-
-
-
> P -
'&_‘4 -———
KK-containing Ldt03 Ldt84
Monomer 2,801,000 235,000
Dimer 346,000 834,000
E. TrikK
Ldt03 '}'
©) m— N— KK
Lpp
Tetra-TriKK
O PBP? Ldt84 H
O => N-@ = N- KK
Lpp

Figure 48. Profils de HPLC-MS/MS de I'analyse du PG de D. dadantii sauvage (A), du mutant /dt84 (exprimant Ldt03) (B) et du mutant
Idt03 (exprimant Ldt84) (C). Les bactéries ont été cultivées jusqu’a DO=1,5. Le PG a été extrait, puis digéré sur la nuit au lysozyme, puis
6h par la trypsine puis analysé par HPLC-MS/MS au laboratoire de Michel ARTHUR . Muropeptides monomériques : tripeptide (Tri) et
tétrapeptide (Tetra). Muropeptides dimériques : Tri-Tri ou Tetra-Tri. Tri-K(K) : tripeptide lié a Lpp, Tetra-K(K) : tétrapeptide lié a Lpp.
Tetra-Tri-K(K) : tétrapeptide relié a un tripeptide (43 ou 3->3) lié a Lpp, Tri-Tri-K(K) : tripeptide lié a un tripeptide (3=23) lié a Lpp. GM :
GlcNac-MurNac, NR : non-réduit. D. Analyse de I'abondance des formes de Lpp liées au PG chez le mutant /dt03 ou /dt84. Le PG des
souches de D. dadantii mutée de génes Idt03 et Idt84 a été digéré avec le lysozyme ou I'amidase et analysé par SDS-PAGE. On peut
constater que les formes de Lpp couplées au PG avec Ldt84 ont un poids apparent plus élevé qu’avec Ldt03. En bas est représenté une
quantification de formes de Lpp couplées au muropeptides monomériques et dimériques selon les analyses présentées en panels B et C.
Chez le mutant /dt84, exprimant Ldt03 (a gauche) les formes de Lpp couplées a un monomeére de muropeptide (2,801,000) sont plus
abondantes que les formes de Lpp couplées a un dimére de muropeptides (346,000). Chez le mutant /dt03, exprimant Ldt84 (a droite),
les formes de Lpp couplées a un monomeére de muropeptide (235,000) sont moins abondantes que les formes de Lpp couplées a un
dimeére de muropeptides (834,000). E. Schéma représentant la possible spécificité enzymatique de Ldt03 (en haut) et de Ldt84 (en bas).
Les analyses de PG par HPLC-MS/MS ont été réalisées au laboratoire de Michel ARTHUR par Mme Yucheng LIANG.



est relié a un anhydroMurNac (Tetra-Tetra Anh) (PEl n°11) (Fig. 48.A). Ces résultats témoignent de
I'activité de PBPs et de Ldts dans la synthése du PG de D. dadantii. De plus, les peptides retrouvés dans
les PEI n°4, 5 et 10 sont respectivement des tripeptides monomériques (TriK et TriKK) ou des peptides

dimériques (Tetra-TriKK) reliés aux lysines C-terminales de Lpp (Fig. 48.A).

L’analyse par HPLC-MS/MS des muropeptides du PG des deux souches de D. dadantii portant une
mutation /dt03 ou Idt84 a démontré qu’effectivement les Ldt03 et Ldt84 possédaient chacune une
spécificité enzymatique, puisque leurs profils de HPLC sont différents (Fig. 48.B et 48.C). Plus
précisément, 'analyse de la composition des muropeptides du mutant /dt84 (qui exprime uniquement
Ldt03), montre que les peptides couplés au motif C-terminal de Lpp (KK) sont majoritairement des
peptides monomériques (Fig. 48.C et 48.D). En revanche, dans la souche mutante /dt03 (exprimant
uniquement Ldt84), I'abondance des diméres rattachés a des lysines est supérieure, ce qui suggere
gue Lpp est majoritairement rattachée a des peptides dimériques (Fig. 48.C et 48.D). Ces résultats sont
en accord avec notre analyse sur gel SDS-PAGE du PG issu des mutants /dt03 et Idt84 (Fig. 48.D).
Effectivement, la digestion du PG de la souche sauvage de D. dadantii par 'amidase PGRP, généere deux
formes de Lpp de petit poids moléculaire (Lpp-PT1 et Lpp-PT2), en quantités similaires. Dans le PG du
mutant /dt84, qui ne produit que Ldt03, la forme la plus petite Lpp-PT1 est plus abondante, ce qui
pourrait correspondre a Lpp attachée a un peptide-tige monomérique (Fig. 48.E). En revanche, chez le
mutant /dt03, c’est la forme de Lpp de plus haut poids moléculaire (Lpp-PT2) qui est majoritaire, et
pourrait correspondre a Lpp attachée a un peptide-tige dimérique (Fig. 48.D et 48.E). Par ailleurs, les
profils de Lpp générés lors de I'expression de Ldt03 et Ldt84 dans le double mutant /dt03//dt84 de D.
dadantii ont été respectivement similaires aux profils de Lpp générés par LdtA et LdtB d’E. coli (Fig.
46.A). Il est donc possible que ces L,D-transpeptidases d’E. coli possédent elles aussi la méme
spécificité enzymatique envers les peptides-tiges que Ldt03 et Ldt84. La spécificité enzymatique de
LdtC n’a pas pu étre déterminée avec certitude car le profil de digestion de LdtC est trop faible dans
les conditions testées (Fig. 46.A). Néanmoins, ces résultats de HPLC-MS/MS pourraient étre reliés avec
la faible intensité de profil de LdtC. En effet, il apparait que les tripeptides dimériques (32 3) reliés a
Lpp sont minoritaires par rapport aux diméres tétrapeptide-tripeptides (4> 3) reliés a Lpp (Fig. 48.B et
48.C). Ainsi, nous pouvons émettre I'hypothése que les substrats de LdtC sont des tripeptides
dimériques (32 3), minoritaires dans la cellule (Fig. 48.A). Cela expliquerait alors la faible intensité des
profils générés par LdtC (Fig. 46.A). Cette hypothése pourrait étre testée en effectuant I’expression
ectopique de LdtC dans le triple mutant /dt03//dt84/Idt70 chez lequel le couplage de tripeptides (32 3)
est théoriquement aboli. Cependant, on ne peut non plus exclure que LdtC présent une activité
spécifique plus faible envers Lpp de D. dadantii ou que le substrat de LdtC soit une autre protéine d’E.
coli (a découvrir). Par ailleurs, I'activité enzymatique plus forte de Ldt84 envers les peptides-tiges
dimériques pourrait expliquer la toxicité de son expression en présence d’ampicilline (Fig. 45). En effet,
les peptides dimériques Tétra-Tri sont les plus abondants, et leur formation nécessite I'action de PBPs,
inhibées pas les B-lactames comme I'ampicilline. De fait I'inhibition des PBPs par I'ampicilline surtout
dans les premiéres heures de cultures diluées déposées en goutes lors des tests de résistance au SDS
(malgré I'expression de la B-lactamase BlaM par le pGEM-T) empécherait la formation du substrat de

Ldt84 et donc le couplage covalent de Lpp au PG. Néanmoins, cela n’explique pas les raisons de

107



\‘b‘x
 AQ & A0
Al P PITFIETEY

Lysozyme + + + + + + + +

-_T72
- 55

45
— 35

OutB-PG ' - a |
OutB — " 25

- 18

Lysozyme — — — — —_ —_ — =
OutBi- — - an 2
a OutB
Idt03/Idt84/
C. Idto3/1dt84 1dt70 1dt03/1dt84
Lysozyme + - - + - +

— v O

-— 10 »
- - —z

Lpp OutB

- 35

B. Ve Ldt03 Ldt84
Lysozyme  _ 4 4+ — 4+ + — + +
PGRP 4 - - o = — 4

-_T72

- 55
- 45

>
| — — 35
OutB »"b---ﬂ... !2

25
— 18

o OutB

Figure 49. Analyse du couplage d’OutB au PG chez les mutants de D. dadantii dépourvus d’un ou de plusieurs
genes Idt. Le PG des souches mutées de genes /dt et exprimant outB sur plasmide pGEM-T a été purifié, puis
digéré au lysozyme (panel en haut) ou non (panel en bas). Les protéines libérées ont été séparées sur gel SDS-
PAGE (10 % tris-glycine) puis révélées par western blot avec les anticorps anti-OutB. B. Expression ectopique de
Idt03 et Idt84 chez la souche sauvage de D. dadantii. Le PG de la souche sauvage exprimant /dt03 ou /dt84, ou
portant un vecteur vide (Ve) a été purifié, digéré par le lysozyme ou PGRP et analysé par Western blot avec les
anticorps anti-OutB. C. Une faible quantité de Lpp et d’OutB est couplée au PG méme en absence de Ldt03 et
Ldt84. Le PG purifié des souches de D. dadantii double Idt03/Idt84 ou triple Idt03/Idt84/Idt70 mutants a été
digéré avec le lysozyme et analyse par Western avec anti-OutB. L’exposition prolongée du western blot (45 min
contre 3 min en Panel A) permet de distinguer des formes de Lpp et d’OutB couplées au PG méme en absence

de LdtO3 et de Ldt84.



I'absence d’un tel phénomene avec LdtA qui semble elle-aussi réaliser le couplage de Lpp a des

peptides dimériques, ou de LdtC qui possede le plus haut taux d’identité avec Ldt84.

6) ldentification des Ldts de D. dadantii responsables du couplage d’OutB au PG

Afin d’identifier les Ldts impliquées dans le couplage d’OutB au PG de D. dadantii, le PG des
souches mutées de Idt et exprimant outB sur plasmide ont été analysés par Western blot avec les
anticorps dirigés contre OutB (Fig. 49.A). Comme observé avec Lpp, la suppression de Idt70 n’a pas
altéré le profil d’OutB, suggérant que Ldt70 n’est pas impliquée dans le couplage d’OutB au PG (Fig.
49.A). En revanche, les mutations /dt03 et Idt84 ont provoqué une diminution notable de la quantité
d’OutB couplée au PG, OutB-PG, ainsi qu’OutB « piégée », mais avec des ratios différents pour chaque
mutant (Fig. 49.A). Aucune trace d’OutB n’a été détectée dans le double mutant /dt03//dt84 (Fig 49.A)
et une faible proportion d’OutB a été détectée dans le PG du mutant [pp (non montré), ce qui suggére
que d’une part Ldt03 et Ldt84 sont responsables du couplage d’OutB au PG, mais également que le
couplage d’OutB serait dépendant, directement ou indirectement, de la présence de Lpp. Ce dernier
résultat pourrait étre lié a une déstabilisation importante de I'enveloppe et de la couche de PG dans
le mutant Ipp ce qui pourrait empécher le couplage d’OutB au PG. Dans une approche complémentaire,
I’expression ectopique des génes Idt03 et Idt84 dans la souche sauvage a généré la formation plus
importante de formes OutB couplées aux résidus de PG (Fig. 49.B). En particulier, I'expression de /dt03
a généré des formes d’OutB-PG plus abondantes que I'expression de /dt84 (Fig. 49.B). Ce résultat
suggere que Ldt03 serait plus active que Ldt84 dans le couplage d’OutB au PG. La digestion du PG par
PGRP génere une bande de poids moléculaire inférieur a celle libérée par I'action du lysozyme qui peut
correspondre a OutB couplée au peptide-tige (Fig. 49.B). Comme OutB a un poids moléculaire
beaucoup plus élevé que Lpp, il est impossible de distinguer par Western la nature du peptide-tige
attaché a OutB, monomeére ou dimere. Curieusement, comme cela était observé avec Lpp, une
quantité minime d’OutB liée au PG est visualisée dans le double mutant /dt03//dt84 ou dans le mutant
1dt03/1dt84/Idt70, lors d’une exposition prolongée en Western blot (Fig. 49.C). Pourtant, aucune des
Ldt a priori active sur OutB ou Lpp n’est présente chez ces souches. Cette observation suggere
I’existence d’une autre enzyme non encore identifiée, capable de réaliser un attachement de Lpp et
OutB au PG.

Ensemble, ces résultats montrent que comme pour Lpp, le couplage d’OutB est réalisé par les
Ldt03 et Ldt84. Ldt03 semble avoir une action prépondérante pour le couplage d’OutB au PG.
Toutefois, a la différence de Lpp, la résolution des Western blot ne nous permet pas d’apprécier de
maniere plus précise la spécificité enzymatique de Ldt03 et Ldt84 vis-a-vis d’OutB. La protéine OutB
purifiée exprimée chez les mutants /dt03 ou Idt84 permettra de confirmer une spécificité enzymatique
de Ldt03 et Ldt84 vis-a-vis d’OutB.
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V) Visualisation de I'’enveloppe des mutants Ipp et Idt de D. dadantii
par microscopie électronique

L'absence de Lpp, ou l'absence de son couplage au PG, sont connus pour provoquer la
déstabilisation des parois et des multiples défauts, qui sont visibles en microscopie électronique (voir
chapitre ‘Lpp’, partie bibliographique) (Asmar et al. 2017; Mathelié-Guinlet et al. 2020). Nous avons
donc entrepris de visualiser I'impact des mutations Ipp et Idt sur l'intégrité de I'enveloppe de D.
dadantii. Dans ce but, nous avons établi une collaboration avec I'’équipe de Pr. Robert CZAJKOWSKI
(Université de Gdarnsk, Pologne) qui travaille sur une bactérie proche, D. solani et a un accés privilégié
a la plateforme de bioimagerie dirigée par le Dr. Magdalena NARAJCZYK du méme institut. Les souches
de D. dadantii mutées pour Ipp ou les génes codant pour les enzymes responsables du couplage de
Lpp au PG (/dt03 et Idt84) ont été envoyées a Gdansk pour étre observées en microscopie électronique
par coloration négative et en microscopie électronique a transmission (MET) (Fig. 50, 51 et 52). Les
cellules ont été cultivées en milieu liquide sur la nuit a 30°C, puis observées en microscopie. Les
observations de la souche sauvage ont révélé que les cellules de D. dadantii mesuraient entre 1 et 3
pUm, avaient une forme caractéristique de bacille, et possédaient des flagelles péritriches (Fig. 50). Le
mutant /pp posséde quant a lui des cellules allongées dépassant généralement les 3 um (Fig. 50). De
plus, le mutant Ipp présente des perturbations évidentes de I’enveloppe, notamment visibles par la
formation de vésicules extracellulaires a la surface de la cellule (Fig. 50). Ce résultat témoigne de la
déstabilisation de I'enveloppe en I'absence de Lpp. Par ailleurs, les cellules du mutant /pp semblent
étre moins flagellées que la souche sauvage (Fig. 50). De maniéere assez spectaculaire, le mutant /pp
présent une auréole noire autours de cellules d’une nature inconnue qui pourrait étre causée par la
libération ou I'exposition a la surface de bactéries de certains composants. Ensemble, ces résultats

démontrent les effets pléiotropiques de la délétion de Ipp sur la structure de I'’enveloppe bactérienne.

L'observation des mutants délétés de /dt03 montre que les cellules possedent des flagelles
visiblement plus courts que ceux de la souche sauvage, méme si aucune estimation statistique n’a été
réalisée (Fig. 50). L'enveloppe ne semble toutefois pas étre déstabilisée autant que chez le mutant Ipp
puisqu’aucune structure vésiculaire n’est observée autour des cellules (Fig. 50). Néanmoins, une
auréole noire est aussi visible autour de cellules /dt03, méme si elle n’a pas exactement le méme aspect
que chez le mutant Ipp. Il est intéressant de noter que la mutation de /dt84 engendre un phénotype
assez différent de celui du mutant /dt03, et qui est assez similaire a celui de la souche sauvage. Chez le
mutant /dt03, les flagelles a la surface de la cellule sont assez nombreux et longs et aucune auréole

n’est visible autour des cellules (Fig. 50).

L'observation du double mutant Idt03/Idt84 a révélé que celui-ci ne présentait pas le méme
phénotype que le mutant /pp. En effet, les flagelles a la surface de la cellule sont assez nombreux et
les cellules sont significativement plus courtes que celles du mutant /pp (Fig. 50). Plus étonnant encore,
le mutant /dt03/Idt84 ne présente pas de vésicules de la ME a sa surface, contrairement au mutant
Ipp, bien que Lpp ne soit plus couplée chez le mutant /dt03/1dt84 (Fig. 50 et Fig. 44.A). Ces expériences
illustrent bien que Ldt03 et Ldt84 ont chacune une spécificité d’action sur Lpp, puisque I'enveloppe ne
présente pas le méme état général chez les mutants. Par ailleurs le défaut du couplage de Lpp au PG,

en absence de /dt03 et Idt84, ne provoque pas les défauts si néfastes que la suppression de Ipp elle-
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méme. Ce dernier résultat suggére que méme en absence de son couplage au PG, Lpp continue de

jouer un réle stabilisateur dans I'enveloppe.

Les observations de l'ultrastructure des cellules par MET ont nécessité de figer les cellules dans
une couche d’époxy, ce qui a pu légerement modifier I'aspect général de bactéries (Fig. 51). Ce
traitement a d{ permettre de mieux distinguer la structure de I’enveloppe, notamment de visualiser
le périplasme (Fig. 51). Les clichés MET montrent que la souche sauvage de D. dadantii posséde une
structure d’enveloppe intacte, ondulant Iégérement, et un périplasme de taille réguliére (Fig. 51).
Comme attendu, la délétion de Ipp engendre un élargissement du périplasme, en particulier aux poles
de la cellule, certainement di a I'absence de couplage de Lpp pour ancrer la ME au PG (Fig. 51). Par
endroits, I'enveloppe semble étre moins réguliére que chez la souche sauvage, et sa forme ne semble
pas suivre la forme de la cellule (Fig. 51). De plus, quelques vésicules extracellulaires sont observables
et méme si moins nombreuses qu’en coloration négative (Fig. 50 et 51). Il est trés probable que la
méthode de préparation des cellules utilisée pour I'observation au MET empéche la visualisation de
telles structures, y compris les flagelles. Les souches mutées pour /dt03 et Idt84 semblent quant a elles
posséder une ultrastructure intermédiaire entre les phénotypes observés chez la souche sauvage et le
mutant /pp (Fig. 51). L'enveloppe du mutant /dt03 est ondulée et forme un tout plus cohérent avec la
forme de la cellule, comme ce qui est observé chez la souche sauvage (Fig. 51). La largeur du
périplasme semble également plus réguliere tout autour de la cellule, a I'exception des poles, tout
comme le mutant /pp (Fig. 51). En revanche, chez le mutant /dt84, la largeur du périplasme semble étre
moins réguliére que celle du mutant /dt03 (Fig. 51). Enfin les cellules du mutant /dt03/Idt84 présentent
une largeur de périplasme moins réguliere comparé a la souche sauvage, et les cellules semblent

posséder le méme phénotype que celles de la souche /dt84 (Fig. 51).

Dans une autre série d’observations microscopiques, les souches de D. dadantii mutées pour Ipp
exprimant le vecteur vide, Ipp sauvage, Ipp+21 ou IppA21 ont également été visualisées par coloration
négative (Fig. 52). Nous voulions savoir si ces versions de Lpp étaient capables de complémenter
totalement ou partiellement les défauts de I'enveloppe du mutant /pp, et également tenter de mesure
la taille du périplasme chez ces souches modulées par Lpp de taille différente. Curieusement, les clichés
envoyés montrent que le mutant /pp posséde de nombreux flagelles péritriches et ne présente pas de
vésicules extracellulaires a sa surface et les cellules mesurent en moyennes 2 a 3 um (Fig. 52). En
revanche, l'expression de Ipp wt chez le mutant Ipp engendre I'accumulation de vésicules
extracellulaires et de cellules de taille plus importante dépassant les 3 um (Fig. 52). Il est possible que
les fichiers envoyés aient été mal nommeés, et que les interprétations soient faussées. En effet, les
phénotypes observés sont inverses a ce qui a été précédemment observé (Fig. 51). La
complémentation du mutant Ipp avec le géne Ipp+21 engendre la présence de vésicules
extracellulaires de plus petite taille que celles observées précédemment chez le mutant Ipp ou encore
chez la souche complémentée avec Ipp wt (Fig. 52). La taille des cellules est comprise entre 2 et 3,5
pum (Fig. 52). Le mutant /pp exprimant le variant LppA21 ne présente pas de vésicules extracellulaires,

mais la taille des cellules est visiblement plus petite, et les flagelles sont visiblement moins nombreux
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(Fig. 52). Les images de MET n’ont pas encore été obtenues pour ces constructions. L'ultrastructure de

ces souches permettra de déterminer la taille du périplasme médiée par Lpp.

Ensemble ces résultats démontrent que I'enveloppe de D. dadantii est déstabilisée par I'absence
de Lpp a la ME. Toutefois, I'absence de phénotype similaire chez le mutant /dt03//dt84 suggére que
dans cette souche, Lpp est capable d’interagir de facon non covalente avec le PG, et ainsi de stabiliser

partiellement I'enveloppe de D. dadantii.
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A. Ldt523
LdtD 0.
Lat70 C
LdtE 0.
LdtA O,
LdtB 0.
LdtC 0.
Ldt84 (
B. Ldt70
LdtD
Ldt03
LdtB
Ldt84
LdtA
LdtC
LdtE
Ldt523
LdtF
’ Activité
D. dadantii __Longueur Site catalytique Domaine PG _Substrat Spécificité enzymatique __(phosphate) Efficacité couplage Lpp
Ldt70 562 CVR PG = ? =
Ldt03 365CVR Lpp Monomere Oui 100%
Ldt84 332CIR Lpp Dimére Non 100%
Ldt523 241CYA Lpp = ? =
Activité
E. coli Longueur Site catalytique Domaine PG_Substrat_Spécificité enzymatique __ (phosphate) Efficacité couplage Lpp
LdtD (YcbB) 615CVR PG = ? =
LdtB (YbiS) 306 CVR Lpp Monomere Non 100%
LdtC (YcfS) 320 Lpp Monomeére ? Non 5%
LdtE (YnhG) 334CIR PG - ? -
LdtA (ErfK) 310 Lpp Dimére Oui 100%
LdtF ou DpaA
(YafK) 246CYA Lpp - ? -

Figure Annexe 2. A. Arbre phylogénétique des Ldt d’E. coli et de D. dadantii. Arbre obtenu par la méthode du

maximum de vraisemblance, avec un Bootstrap de 100. B. Alignement Muscle des résidus avoisinant le site

catalytique des Ldt d’E. coli et de D. dadantii. La cystéine catalytique est indiquée par un astérisque. C. Tableau
récapitulatif des caractéristiques des Ldts de D. dadantii et d’E. coli. La couleur rouge a été utilisée pour les

endopeptidases. L'efficacité de couplage de Lpp par les Ldts a été estimé a partir de la Figure 46.A.
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d’E. coli et de K. pneumoniae. L'alignement multiple a été réalisé avec Clustal Omega (ebi.ac.uk) et le serveur

ESPript. Les groupes de résidus identiques sont surlignés en rouge et les résidus similaires sont en jaune
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Introduction

The envelope of Gram-negative bacteria, also called/termed as diderms or diderms with
lipopolysaccharides (LPS-diderms), is comprised of two membranes, the inner and outer membranes,
IM and OM, respectively (3,+). The periplasm, an aqueous extra-cytoplasmic compartment situated
between these two membranes, contains a thin layer of peptidoglycan (PG) as well as an array of
enzymes, permiases, chaperons and a variety of transport systems crossing the cell envelope (Ref).
Peptidoglycan is a continuous mesh-like polymer that consists of extended glycan chains made of
alternating residues of N-acetylglucosamine and N-acetylmuramic acid linked by B-1,4-bonds. The
lactyl group of N-acetylmuramic acid residues is usually substituted by a pentapeptide stem that in E.
coli has L-Ala;-D-Glu-mDAP;-D-Alas-D-Alas sequence, were mDAP is a meso-diaminopimelic acid
(10+Ref). The stem peptides are cross-linked together either as D-Ala;~>mDAP; or mDAP3;->mDAP; by

D,D-transpeptidases or L,D-transpeptidases, respectively (Ref).

A proper attachment of peptidoglycan layer to the outer and inner membranes is essential for the
integrity of cell envelope and several specialized proteins and protein complexes perform/accomplish
this function /are implicated in this process. In many y-proteobacteria, such as the paradigmatic
laboratory model E. coli, the Braun’s lipoprotein, also termed as Lpp, tethers the OM to the PG layer
(4,5). The lipidated N-terminus of Lpp is embedded/ anchored into the outer membrane, while the C-
terminal lysine residue of Lpp is covalently linked to the mDAP residue of peptide stem by specialized
L,D-transpeptidases (Ref). In this way, Lpp forms a trimeric helix attaching the OM to the PG layer. In
parallel, a beta barrel outer membrane protein OmpA anchors non-covalently the OM to the PG, via
the periplasmic PG-binding domain of OmpA (1,2). Finally, the Tol-Pal system, a trans-envelope
complex composed of five proteins, constitutes a network linking the peptidoglycan layer with/to the
outer and inner membranes (5+8Ref). Several other proteins carrying specialized PG-binding domains
of various types (LysM, AMINN, OmpA-like etc.) are non-covalently attached to the PG in Gram-
negative bacteria (ref). In this way, the peptidoglycan layer plays an important protective role but acts
also as a matrix for a non-covalent attachment of some periplasmic and membrane proteins. Until
lately, Lpp has remained the only known protein in Gram-negative bacteria covalently linked to the
PG. Yet, the recent studies have identified that in certain a- and y-proteobacteria, which do not
possess an Ipp ortholog, some B-barrel outer membranes proteins (OMPs) are covalently attached via
their N-terminal Ala or Gly residues to the mDAP residue of stem peptide (6,7). These OMPs
represent/exemplify an alternative mechanism of stabilization and attachment of OM to the

peptidoglycan cell wall.

In all the reported/known examples of covalent linkage cited above, both Lpp and OMPs are
numerically very abundant proteins (e.g. ~10° copies per cell of Lpp) that play a structural role by
tethering the OM to the PG hence, stabilizing the cell envelope. Here we show that an inner membrane
protein OutB of Dickeya dadantii is covalently linked to the stem peptide of PG by the same molecular

mechanism as Lpp. Contrary to very abundant Lpp and OMPs, OutB is moderately expressed (~10?

112
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Figure 2“Lpp diff enz Ig& WGA”. The PG-acting enzymes generate various Lpp-PG specie. A. The
peptidoglycan from D. dadantii wild-type strain was digested or not with the lysozyme (egg or human), or
PGRP amidase, or mutanolysin and separated on SDS-PAGE. The gel was either stained with Coomassie
R250 or analyzed by Western blot with anti-Lpp or WGA. The positions of Lpp-PG derivatives generated by
the lysozyme, PGRP amidase and mutanolysin are indicated with red, green and blue arrows, respectively.
Note that PGRP and mutanolysin cut off the glycan moieties reactive with WGA. Mutanolysin (Sigma-
Aldrich M9901) contains a mixture of muramidases and amidase and exhibits some proteolytic activity. An
asterisk shows a truncated derivative of PGRP generated by mutanolysin. B. Schematic of action of the

lysozyme and the PGRP amidase on Lpp bound to PG. Wheat germ agglutinin (WGA) recognizes N-acetyl-D-

glucosamine.
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copies per cell) and utilizes/uses the PG as a matrix to better attach itself and the related secretin pore

to the bacterial envelope.

Results
The inner membrane protein OutB is covalently linked to the PG.

Our previous study has showed that a component of D. dadantii T2SS, the IM protein OutB, is
attached to the PG (0). Particularly, in vivo cross-linking experiments have suggested that a 28 residue-
long, C-terminal extension (CTE) of OutB is essential for and/or directly involved in the interaction with
the PG. The CTE of OutB shares some common features with sugar-binding motifs but it does not
belong to any known family of PG-binding domains (Ref). Yet, the inspection of its sequence shows
that the six-residue long C-terminal sequence of OutB CTE is identical to that of the Braun’s lipoprotein

Lpp, except for the third from last residue is threonine in OutB instead of tyrosine in Lpp (Fig. 1).

Since the C-terminal lysine of Lpp is covalently linked to mDAP residue of stem peptides, we
examined if OutB could also be/is covalently attached to PG similarly to that of Lpp. In this order, the
PG of D. dadantii was purified and digested with the muramidase (egg lysozyme), which cleaves the
glycosidic bonds (between N-acetyl-D-glucosamine and N-acetylmuramic acid residues) of glycan
chains (Fig. 2). Western blot analysis of this sample revealed, in addition to ‘free’ form of OutB, one or
two less quickly migrating OutB species (Fig. 3). These adducts could correspond to OutB linked to the
remaining PG moieties. To test this hypothesis, the PG was digested with the PGRP amidase from XX,
which cleaves the amide bond between N-acetylmuramic acid and L-Ala of peptide stem (Ref).
Therefore, it may be expected that PGRP could/will release OutB linked to the peptide stems only (Fig.
2). Accordingly, the apparent mass of OutB adduct generated by PGRP was lower than/as compared
to those generated by the lysozyme (Fig. 3).

To better assess the validity/reliability of these data, we analyzed the Lpp patterns/forms
generated by the lysozyme and PGPR. Four main protein bands reactive with Lpp-antibodies were
released from the D. dadantii PG by lysozyme (Fig. 4, Lpp-PG1 to Lpp-PG4). Treatment of PG with the
PGRP amidase generated two anti-Lpp reactive specie of lower apparent masses, consistent with the
removal of glycosyl moieties from the Lpp-PG1 to Lpp-PG4 specie (Fig. 4). To corroborate this
assumption, the Lpp-PG adducts generated by lysozyme and PGRP were probed with the wheat germ
agglutinin (WGA), which recognizes/interacts with the N-acetyl-D-glucosamine residues of PG. As
expected, WGA bound to Lpp-PG species generated by the lysozyme, but did not to those produced
by PGRP (Fig. 4). Unfortunately, a similar WGA-based assay was not relevant/illustrative with OutB

because of intense smears generated by the much more abundant Lpp specie.

Enzymes of D. dadantii implicated in the covalent attachment of Lpp to PG.

E. coliencodes six proteins carrying an YkuD-type catalytic domain (PF03734), a distinctive feature

of known L,D-transpeptidases. These enzymes fulfill three major roles in remodeling of PG, i) 3-3 cross-
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Figure 3. Bla-CTE. BlaM fused to the C-terminal extension of OutB is covalently attached to the PG. A.
Schematic of the used BlaM-OutB fusions. The C-terminus of BlaM is highlighted in grey; the rest of
sequence corresponds to OutB (from W190 to K220). The Lpp-like box is in green and the T218Y
substitution is in red. B. The peptidoglycan from D. dadantii A5652 cells expressing the BlaM-OutB fusions
shown in ‘A’ was extracted, washed, digested with either lysozyme or lysozyme plus PGRP amidase and
analyzed by immunoblotting with anti-BlaM antibodies. The positions of BlaM-OutB fusions and their
derivatives linked to PG moieties generated by the lysozyme and the PGRP amidase are indicated with red

and green triangles, respectively.



linking of stem peptides, LdtD (YcbB) and LdtE (YnhG), ii) the covalent linking of Lpp to the stem
peptide, LdtA (ErfK), LdtB (YbiS) and LdtC (YcfS), and iii) the cleavage of the latter bond between the
Lpp and stem peptide, LdtF (YafK) (11+Ref). Analysis of D. dadantii 3937 genome
(asap.genetics.wisc.edu) reveals the presence of four genes encoding putative Ldt orthologues, ABF-
0016403, ABF-0020084, ABF-0020070 and ABF-0046523, hereinafter referred to as Idt03, Idt84, Idt70
and /dt23, respectively. Ldt03 and Ldt84 have/share a highest similarity/homology with the L,D-
transpeptidases LdtA, LdtB and LdtC of E. coli that fulfill the attachment of Lpp to PG, while Ldt70 is
similar to LdtD (YcbB) that accomplishes the 3-3 cross-linking of stem peptides (fig. Oa) (ref).
//Interestingly, Idt84 of D. dadantii shares the gene synteny with IdtE (ynhG) of E. coli; the both [dt
genes are collocated with the Ipp gene. Yet, the closest homologs of Ldt84 are LdtA and LdtB that
attach Lpp to PG in E. coli, while LdtE is involved in the 3-3 cross-linking of peptide stems (Ref). Asto
the IdtA and IdtB genes, they are located into two distinct sites of E. coli genome and do not share

synteny with any /dt gene of D. dadantii.

To examine the function of these putative Ldt, mutant D. dadantii strains carrying a single
mutation in each /dt gene were constructed. PG was purified from these strains, digested with
lysozyme and analyzed by SDS-PAGE and Western. The Lpp patterns produced by D. dadantii Aldt70
and Aldt23 single mutants were very similar to those of the wild-type strain, although/while the
relative amount of observed Lpp-PG specie was somewhat higher in Aldt23 mutant strain (Fig. 6A). In
contrast, D. dadantii Aldt03 and Aldt84 single mutants produced the Lpp patterns slightly/apparently
different between them both and from that of the wild-type strain (Fig. 6A). Notably, certain Lpp-PG
specie characteristic of/present in the wild-type strain were absent or significantly diminished in Aldt03
and Aldt84 single mutants. In the double Aldt03 Aldt84 mutant strain, no Lpp covalently linked to the
PG was detected. These data indicate that both Ldt03 and Ldt84 are implicated in the cross-linking of
Lpp to the PG. It seems also likely that Ldt23, a homologue of LdtF (YafK), the enzyme cleaving the
amide bond between Lpp and stem peptide (11), acts as an antagonist of Ldt03 and Ldt84.

To further evaluate the relevance of D. dadantii Ldt for covalent bonding of Lpp to PG, a series of
strains carrying various combinations of double and triple mutations of /dt genes was constructed. The
mutant strains that combine Aldt03 or Aldt84 mutation with Aldt70 produced the Lpp-PG patterns very
similar or identical to those of the corresponding single Aldt03 and Aldt84 mutants (Fig. 6A). The
combination of the two latter mutations with Aldt23 cause some increase in the amount of the
detected Lpp-PG specie. As can be expected, no Lpp-PG species was detected in the triple Aldt03
Aldt84 Aldt70 and Aldt03 Aldt84 Aldt23 mutant strains (Fig. 6A). In another attempt, the /dt genes of
D. dadantii were expressed from a plasmid in D. dadantii Aldt03 Aldt84 double mutant. An ectopic
expression of /dt03 in this strain generated an Lpp-PG pattern very similar to that in the D. dadantii
Aldt84 mutant (Fig. S1). Inversely, expression of /dt84 produced an Lpp-PG pattern very similar to that
in the D. dadantii Aldt03 strain.

Taking together, these data show that both Ldt03 and Ldt84 fulfill covalent bonding of Lpp to the
PG and each of these two enzymes has a particular specificity towards the PG-linking site. Ldt23 seems

to play as an antagonist of Ldt03 and Ldt84, while Ldt70 more probably acts as LdtD of E. coli and
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performs 3-3 cross-linking of stem peptides; the absence of Ldt70 did not obviously/apparently affects
the efficiency of Lpp-PG bonding by Ldt03 and Ldt84.

L,D-transpeptidases of D. dadantii implicated in the covalent attachment of OutB to PG

The PG samples purified from D. dadantii strains lacking various /dt genes were next analyzed for
the presence of OutB specie bound to PG (PG-bound OutB specie). Markedly, the observed OutB-PG
patterns follow roughly the same trends/tendency/variations as those of Lpp (Fig. 6B). More precisely,
suppression of Idt03 or Idt84 caused an obvious diminution of certain OutB-PG species, but not the
same for both mutants. Consequently, deletion of both /dt03 and /dt84 provoked a complete loss/
disappearance of any PG-bound OutB forms (Fig. 6B). Conversely, an ectopic expression of /dt03 or
1dt84 in the wild-type strain increased the amount of PG-bound OutB. Deletion of /dt70 did not
apparently alter the observed OutB-PG patterns in any tested parental strains, in either wt, or /dt03,
or Idt84, or Idt03 Idt84 (Fig. 6B). Yet, deletion of /dt23 caused a some increase in the amount of PG-
bound OutB. These data show/suggest that the covalent linking of OutB to PG is accomplished by the
same enzymes as for Lpp, namely by Ldt03 and Ldt84.

Regions of OutB implicated/essential for its attachment to PG

In E. coli, the Lpp is attached to the peptide stem through the C-terminal lysine residue. Precisely,
the e-amino group of side chain of lysine forms an amide bond with the a-carboxyl group of m-DAP
(Ref). In D. dadantii, the C-termini of Lpp and OutB possess two residues of lysine in place of Arg-Lys
sequence in the Lpp of E. coli (Fig. 1). We therefore evaluated possible involvement of these two C-
terminal lysine residues in covalent bonding of OutB to PG. //or To evaluate possible involvement of
these two C-terminal lysine residues in covalent bonding of OutB to PG, they were removed one by
one (corresponding codons were substituted by an Opal stop codon)//. As well as can be expected,
the removal of both C-terminal lysine residues prevents the attachment of OutB to PG (Fig. 7). Yet
surprisingly, the OutB variant lacking the only one C-terminal lysine, OutB_A220K, remains linked to
PG, apparently as efficiently as /at the similar level as the wild type OutB (Fig. 7B). This suggests that
OutB could be linked to PG through the remaining penultimate lysine residue. Similarly, suppression
of the last C-terminal lysine residue from the D. dadantii Lpp (Lpp_AS58K) did not completely
block/prevent its attachment to PG. Yet in this case, the amount of mutant Lpp_A58K covalently linked
to PG was significantly lower as compared with the wild type Lpp (Fig. 8). Since the only difference
between/in the six residue-long C-terminal sequences of OutB and Lpp of D. dadantii is the third from
last residue (Thr vs Tyr, respectively), Y56 in Lpp_A58K was substituted with a threonine. The
generated Lpp_Y56T/A58K was bonded to PG more amply/massively than Lpp_A58K (Fig. 8). These
data suggest that in the context of the shortened Lpp and OutB lacking the C-terminal lysine, the VRTTK
C-terminal sequence enables/leads to a better linkage to PG as compared to the VRTYK sequence.
Conversely, in the context of the full-length OutB, replacement of T218 with a tyrosine results to a
better attachment of the generated OutB_T218Y variant as compared with the wild-type OutB (Fig. 7).
Consistent with the latter, Lpp_Y56T variant was bonded to PG less amply than the wild-type Lpp (Fig.
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Lysozyme

Supplementary figure 1. “Lpp long et court” Lpp-PG patterns generated by the Lpp variants of
different lengths. D. dadantii Alpp strain was complemented with a plasmid carrying either Ipp_wt, or
IppA21 or Ipp+21. Peptidoglycan from these cells was extracted, washed, digested with lysozyme,
separated on SDS-PAGE and stained with Coomassie G250. Lpp specie linked to PG moieties (Lpp-PG1
to Lpp-PG4) are indicated with arrows. Note the apparent size of Lpp-PG specie generated by the

different Lpp variants vary accordingly to their molecular masses.



8). Taking together, these data show that the Lpp/OutB PG-linking box/motif is flexible enough and
allows the protein linkage to PG through both, the ultimate or penultimate lysine residue and that the

nature of the third from last residue (Thr vs Tyr) controls the efficiency of these bonding.

The Lpp from E. coli and those from many other enterobacteria are ended by an RK sequence.
The side chain of arginine possesses a guanidinium group that has a lower/different reactivity towards
the carboxyl groups of amino acids or mDAP, as compared to the € amino group of lysine. We
nevertheless wonder if the penultimate arginine residue of E. coli-like Lpp could also be covalently
bonded to mDAP of stem peptides. To this end, we generated Lpp variants carrying an arginine residue
in the place of the penultimate lysine. As can be expected Lpp_K57R variant was efficiently linked to
PG, yet/while the pattern of the generated Lpp-PG forms was slightly different from that of the wild-
type Lpp (Fig. 8). Analysis of the PG of two shortened variants, Lpp_K57R_AK58 and
Lpp_Y56T_K57R_AKS58 did not detect any PG-bound Lpp specie (Fig. 8). It seems therefore likely that
in the E. coli-like Lpp, the C-terminal lysine is the only residue to be covalently linked to the PG stem

peptides.

Search for specificity of action of Ldt03 and Ldt84

The patterns of PG-bound forms of Lpp and OutB generated by Ldt03 and Ldt84 differ in some
details suggesting a certain specificity of these enzymes towards the PG-bonding site. Indeed, recent
xxx studies/analyses of fine PG composition have showed a large variability of composition of stem

peptides as well as glycan chains (refs).

On the other hand, it could not be excluded that Ldt03 and Ldt84 could exhibit certain specificity
towards the nature of lysine residue to link to stem peptide, namely ultimate vs penultimate. To
examine this question, a series of shortened Lpp variants were co-expressed with either Ldt03 or Ldt84
in the D. dadantii strain lacking Idt03, Idt84 and Ipp genes (Fig. Ob). Next description/comparison of
data (SDS-PAGE and westerns of PG digested by lysozyme) with Lpp_wt, Lpp_AK58 and
Lpp_Y57T_AK58 to see if there are some obvious differences in the patterns and relative amounts of

these Lpp variants depending on if they were linked by Ldt03 or Ldt84.

C-terminal extension of OutB drives attachment of a reporter periplasmic protein to PG.

The C-terminal 6 residue-long Lpp-like box of OutB is preceded with a 22 residue-long region that
follows the HR domain (Fig. 1). This region is rich on charged residues and shares some features with
sugar-binding motifs (ref). To test the relevance of this region for OutB bonding to PG, a 17 residue-
long stretch from G196 to E212 was removed (Fig. 7A). The generated OutB_ACt variant remains to
be linked to PG although/while apparently less amply as compared to the full-length OutB (Fig. 7B).
This suggests a rather limited involvement of this linker region into the bonding of OutB to PG.
Otherwise, this could result from a distance matter, i.e. in OutB_ACt, the Lpp-like box is located too
close to the HR domain causing some spatial hindrance/ interference with the action of implicated Ldt

enzymes.
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Mutation:  wt [dt23  [dt03  1dt03,23 Idt84 Idt23,84 Idt70 1dt23,70 Idt03,70,84
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Supplementary figure 3. “D. dadantii Idt mutants_2". PG-bonding patterns of various /dt mutant
strains of D. dadantii. Peptidoglycan from D. dadantii wild-type and Aldt mutant strains was
digested with lysozyme (+) or undigested (-), separated on SDS-PAGE and stained with Coomassie
R250. The Lpp specie bound to PG moieties are indicated with the red arrows and lysozyme with an

asterisk.



To further address this question, ether the full-length, 30 residue-long C-terminal extension of
OutB, or only its short 13 residue-long part carrying the Lpp-like box (as in OutB_ACt variant) were
fused to the C-terminus of BlaM, a bone fide periplasmic protein (Fig. 7A). PG-bonding tests show that
both generated variants, BlaM_CTE and BlaM_ACt, were equally linked to the D. dadantii PG (Fig. 7C).
These data show that six to eight C-terminal residues of OutB constitute a genuine PG-bonding motif

that drives linkage of OutB and the reporter periplasmic protein, BlaM, to the D. dadantii PG.

The length of the periplasmic linker is important but not crucial for OutB attachment to PG

In E. coli and other y-proteobacteria, the trimeric Lpp forms a sort of spring covalently tethering
the OM to the PG layer. In this way, Lpp controls the size of the periplasm and mutant Lpp variants
with altered lengths cause/impose corresponding variations in the width of the periplasmic space
between the OM and PG (Ref). OutB is anchored into the inner membrane via the N terminal
hydrophobic helix that is followed by a ~“xx residue-long flexible linker and the HR domain interacting
with the entry of the secretin pore (Fig. 1A) (0). The Lpp-like box that allows covalent attachment of
OutB to PG is located at the C-terminus of the protein. Therefore, by analogy with Lpp, that controls
the width of the periplasm, it may be expected that inversely, the length of the linker connecting/
between the IM segment and the HR domain of OutB could control the linkage of OutB to the PG

because of distance matter.

To test this hypothesis, we constructed OutB variants with altered length of the linker region,
OutB_A21 and OutB_A29 lacking, respectively, 21 or 29 residues and OutB+21 carrying additional 21
residues (Fig. 9A). OutB_A21, OutB_A29 and OutB+21/All these variants remains to be linked to PG
although apparently less amply, as compared to the wild-type OutB (Fig. 9B). These data show that
the length of the linker region connecting the HR domain and related Lpp-like motif to the inner
membrane is permissive enough. Indeed, the length of this linker region vary even in the close Dickeya

specie.

In another attempt, we generated a periplasmic variant of OutB, OutB_SP, where the inner
membrane segment was substituted with the cleavable signal peptide (Fig. 9A). In contrast to the full-
length OutB, no ‘free’ form of OutB_SP was detected in the intact PG, consistent with the small size of
this OutB derivative (19 kDa) that apparently is not retained by (passes through) the meshes of the PG
saccules. Yet the digestion of this PG preparation with the lysozyme generated an anti-OutB
interacting adduct of an apparent size about 40 kDa (Fig. 9B). The treatment of this PG with the PGRP
amidase produced an OutB species of a lower apparent mass consistent with/indicating the removal
of glycan moieties. These data show that an inner membrane attachment is not essential for the OutB

linkage to PG since the periplasmic OutB_SP variant gains accesses and is covalently linked to the PG.

In the absence of Lpp, OutB is no longer attached to PG

E. coli Ipp- mutant bacteria are viable in the laboratory conditions but present multiple defects of

the envelope such as formation of blobs and OM vesicles as well as an increased sensitivity to
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Supplementary figure 4 “Ldt specificity” Ldt03 and Ldt84 show certain specificity towards the PG
sites bound to Lpp. A. D. dadantii Aldt03 Aldt84 strain was complemented with a plasmid carrying
either Idt03, or Idt84, or an empty vector. Peptidoglycan from these cultures was extracted, washed,
digested with lysozyme, separated on SDS-PAGE and stained with Coomassie G250. The peptidoglycan
from the wild type strain carrying both these /dt genes was used as a control. Lpp specie linked to PG
moieties (Lpp-PG1 to Lpp-PG4) are indicated with arrows. Note the Lpp-PG patterns generated by
Ldt03 and Ldt84 differ one from another and from that of the wild-type PG. B. Similar experiment was
performed with D. dadantii Alpp Aldt03 Aldt84 strain complemented with a plasmid carrying Ipp-strp
and either /dt03 or Idt84. The peptidoglycan was digested with either lysozyme or PGRP amidase.
Note that Lpp-Strp carrying a twin Strep tag (73 residues vs 58 residues in Lpp) behaves as the wild-

type Lpp vis-a-vis Ldt03 and Ldt84 generating slightly different digestion patterns.



surfactants, antibiotics and some other drugs (Ref). These defects result from an inefficient tethering
of the OM to the PG layer. Yet, since OutB interacts with the PG layer from the IM side, it seems
possible that OutB could remain to be linked to the PG even in the absence of Lpp. To test this
hypothesis, outB was expressed in D. dadantii Alpp strain. This mutant strain shows an increased
sensitivity to SDS and an ectopic/plasmid expression of the wild-type Ipp allele restored this defect
(Fig. S2A). Rather surprisingly, no PG-bound OutB was detected in the PG sample extracted from the
D. dadantii Alpp cells, indicating that OutB could not be covalently linked to the defective cell wall (Fig.
S2B). needs a correctly placed PG layer we can speculate is it because of improperly positioned PG

layer or the absence of what?

Discussion/Conclusion

We showed that an inner membrane protein, a component of T2SS system is covalently linked to
the PG by the same/similar mechanism as Lpp. Difference between OutB and other known proteins
covalently linked to PG in Gram-negative bacteria (Lpp and some OMPs): 1. attachment from the IM
side; 2. OutB is a moderately expressed protein and it does not play a structural role towards the cell

envelope, but scaffolding role for the related T2SS.

The PG-bonding Lpp-like motif of OutB is grafted/attached onto the periplasmic HR domain, which
in turn is linked to the IM anchor with/via an extensive flexible linker. The length of this linker vary
substantially even among/in the close Dickeya species/strains. Consistent with this observation, we
showed that truncation or lengthening of this linker did not prevent the OutB linking to PG, yet slightly
diminished its efficiency. It seems therefore likely that the OutB periplasmic linker is naturally
extensible and flexible and hence, permissive for additional shortening or enlargements. In this way,
OutB linker is better adapted to both roles: i) get close the HR domain to the NO domain of secretin
and ii) draw the Lpp-like motif close to the PG layer. Supporting this vision/Consistent with these
suggestions, in the Alfafold model of OutB, this linker takes a rather disordered form/shape

allowing/consistent with a large flexibility.

Interestingly, TolR, a protein from transenvelope Tol-Pal complex, shares a similar cell and domain
topology with OutB (12). TolR is anchored into the IM via an N-terminal membrane helix and carries
an OmpA-like periplasmic PG-binding domain, which is linked to the IM by an extensible linker (Ref).
Yet, in TolR, this linker is substantially shorter, 25 residues versus ~60 residues in OutB. In the resting
state, the PG-binding domain of TolR is located close to the IM. However, an energy (PMF)-driven
conformational changes in Tol-Pal complex trigger extension of the TolR linker and allows the related
PG-binding domain to reach and bind the PG layer (JBC15). It seems therefore likely that the length of
the OutB linker is largely enough to fulfill a roughly similar function, connect an IM anchor with the
PG-binding domain. An apparently excessive length of OutB linker is probably due to the role of OutB
as scaffolding protein for the secretin pore. Since the HR domain of OutB interacts tightly with the
entry of the mega Dalton-sized 15-meric secretin channel that is largely protruded into the periplasm.

A long and extendable linker could allow for an easy contact between OutB HR and OutD NO.
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Supplementary figure 5 “Ldt specificity on OutB”. The L,D-transpeptidases Ldt03 and Ldt84 are

required for the covalent attachment of OutB to PG. A. Ectopic expression of /dt03 and /dt84

reinforces covalent attachment of OutB to PG. Peptidoglycan from D. dadantii wild-type strain

carrying pGMT-0B and pBAD33 plasmid, either empty (Ve) or with /dt03 or Idt84 was digested or not

with lysozyme or PGRP amidase and analyzed by Western blot with anti-OutB antibodies. The

positions of OutB and OutB-PG derivatives linked to PG moieties generated by the lysozyme and the

PGRP amidase are indicated with red and green arrows, respectively. B. Schematic of action of the

lysozyme and the PGRP amidase on OutB bound to PG.



We found that the sequence of Lpp-like box is variable enough and permits/tolerates some
substantial residue substitutions. For instance, OutB and Lpp_Dd lacking the last C-terminal
‘enzymatic’ lysine could be/are linked to stem peptide through the penultimate lysine. It is not the
case for E. coli-like Lpp that are ended by an Arg-Lys sequence. We showed that The arginine
guanidinium group is not able to form a covalent bond with the carboxyl group of mDAP. The actual
occurrence and biological relevance of such a bonding via the penultimate lysine in Lpp_Dd and OutB
remain to be established. It is possible/could not be excluded that Lpp_A58K variant of D. dadantii
mimics the Lpp motifs from Photobacterium, Zobellella and Vibrio that are naturally ended by an
S/RYTK sequence. (From this point of view it would be interesting to test LppA58K variant that is ended
by VRYTK; a priory, it should be better linked to PG that VRTYK (tested) and VRTTK (in construction).
Next, if any specificity/preference of action of Ldt03 or Ldt84 towards this penultimate lysine would
be found (by western and/or MS), this could be discussed more largely. Also, dependent on success
with MS data, we could find or not somewhat reminiscent to mDAP-K57 bonded peptide even in the
context of wild-type Lpp. Next, also related to this point, in the Lpp alighment figure from FEMS Collet
review, about one half of Lpp are ended by RK and another half by KK. First, if we build Lpp
phylogenetic tree, are RK and KK grouped or dispatched between the different clads? More probably,
dispatched. We could build another tree basing on the last 18 residues of Lpp homologs to compel
more clear appearance of RK and KK groups. Next, depending on western/MS data on putative
specificity of Ldt03 and Ldt84 towards penultimate Lys, we can build phylogenetic tree for Ldt from
the same representatives as for Lpp tree to see if there are any co-occurrence/co-evolution of KK and

Ldt, better ‘specialized’ for KK ending.

In any case, to say/discuss somewhat about specificity of action of D. dadantii Ldt, mainly
dependent on the MS data? We can also build a simplified Ldt tree for bacteria carrying an Lpp

ortholog and analyze synteny of these genes and its conservation or not.

The facts that Lpp-like box/motif of OutB drives PG-bonding of a reporter periplasmic protein BlaM
and that the sequence of Lpp box that allows the PG-bonding is variable enough, it is tempting to
speculate that some other periplasmic and/or membrane proteins exposed in the periplasm could also
be covalently linked to PG like OutB. Such putative proteins may be difficult to identify by ‘classical’
MS approach because of their low/moderate expression level; the background noise generated by
highly abundant Lpp and OMPs could prevent their identification. On the other hand, in the absence
of correct assembly and tethering of the PG layer by Lpp (in Alpp strain), the PG-covalent linkage of

such putative proteins would be such as is the case for OutB.
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Discussion

Les travaux présentés dans cette these ont pour but de déchiffrer les mécanismes moléculaires de
I'attachement covalent d’un composant du T2SS, OutB, au PG chez la y-protéobactérie D. dadantii.
Une étude précédente a démontré que I'extension C-terminale (CTE) d’OutB interagissait avec le PG
(Zhang et al. 2022). L'inspection détaillée de la CTE d’OutB a révélé que sa séquence C-terminale
(VRTTKK) était similaire a celle de Lpp de D. dadantii (VRTYKK). Le couplage de Lpp s’effectue par le
groupe g-amine de sa lysine C-terminale au groupe a-carboxyle du mDAP? d’un tripeptide-tige (Braun
1975; Magnet et al. 2007). Lors de cette étude, nous avons montré que la protéine OutB était liée au
PG par un mécanisme similaire a celui de Lpp. Plus précisément, les deux lysines C-terminales d’OutB
semblent étre impliquées dans son attachement au PG. La recherche des enzymes responsables de ce
couplage a révélé que deux L,D-transpeptidases de D. dadantii, Ldt03 et Ldt84, effectuent
I"attachement covalent d’OutB et de Lpp au PG. Par ailleurs, les études précédentes ont démontré que
chez E. coli, trois transpeptidases sont responsables de I'attachement de Lpp au PG : LdtA (ErfK), LdtB
(YbiS) et LdtC (YcfS) (Magnet et al. 2007). Nous avons montré que Ldt03 était phylogénétiquement
proche de LdtA et LdtB, tandis que Ldt84 était plus proche de LdtC. L’expression hétérologue des LdtA,
LdtB et LdtC d’E. coli chez D. dadantii a révélé que celles-ci étaient actives vis-a-vis de la Lpp de D.
dadantii. Plus précisément, I'action de LdtA et LdtB génére des profils de Lpp-PG similaires a ceux de
Ldt84 et Ldt03, respectivement. En effet, nous avons pu constater une différence de profils de formes
de Lpp attachées au PG, générées par les L,D-transpeptidases de D. dadantii et celles d’E. coli. Cela
suggere que chacune de ces quatre Ldt posséderait une certaine spécificité enzymatique envers la zone
de couplage au PG. Effectivement, I'analyse du PG par spectrométrie de masse réalisée par I'équipe
de Michel ARTHUR a démontré que la Ldt03 réalisait le couplage de Lpp presque exclusivement sur un
peptide-tige monomérique (32> Lpp), tandis que Ldt84 effectuerait le couplage de Lpp en préférence
sur des peptides-tige dimériques liés par une liaison (4>3->Lpp ou 3->4-3>Lpp).

L’étude des protéines attachées au PG chez les protéobactéries a été initiée par la découverte du
couplage covalent de Lpp au PG chez E. coli (Braun et Rehn 1969). En 2020, deux études publiées
simultanément ont reporté le couplage de protéines de la membrane externe (OMP) en tonneau-
chez certaines protéobactéries dépourvues de Lpp (Godessart et al. 2021; Sandoz et al. 2021). Ces
protéines sont attachées au PG par I'amine N-terminale d’un résidu alanine ou glycine N-terminale
(Godessart et al. 2021; Sandoz et al. 2021), a la différence de Lpp, qui est attachée par le groupe &-
amine de la chaine latérale de la lysine C-terminale (Magnet et al. 2007). Sandoz et ses collegues ont
également reporté que la lipoprotéine LimB de la y-protéobactérie C. burnetii était attachée de
maniere covalente par le groupement g-amine de la chaine latérale d’une lysine située a I'intérieur de
la séquence de LimB (Sandoz et al. 2021). Nos résultats illustrent un tout autre exemple, le couplage
de la protéine située dans la MI, OutB. Contrairement a Lpp et aux OMPs en tonneau-, qui sont des
protéines trés abondantes et agissent comme ancrage de la membrane externe au PG, OutB est
exprimée modérément et utilise le PG comme une matrice pour son propre attachement, et pour

I'attachement du systeme Out a I’enveloppe bactérienne.
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Afin de déchiffrer le mécanisme moléculaire de ce phénomeéne, une série de mutageneses dirigées
de la région C-terminale d’OutB et de Lpp a été réalisée. Curieusement, a notre connaissance, a part
une étude pionniere (Zhang et Wu 1992), aucune mutagenése systématique de Lpp n’a été rapportée.
A linverse de Lpp, il s’est avéré qu’OutB peut étre couplée au PG par sa lysine C-terminale,
indépendamment de la présence de la charge positive du pénultiéme résidu. En effet, la version d’OutB
ne possédant qu’une seule lysine C-terminale (VRTTK) était aussi bien attachée au PG qu’OutB sauvage
(VRTTKK). En revanche, en accord avec le réle central des résidus lysines, la délétion des deux lysines
C-terminales (VRTT) a aboli le couplage d’OutB au PG. Le couplage de Lpp d’E. coli nécessite la présence
d’un acide aminé chargé positivement en pénultieme position (ATKYRK), puisque la substitution de
I’avant-derniéere arginine par des acides aminés non chargés (Asp ou Leu) a aboli la liaison de Lpp au
PG (Zhang et Wu 1992). Or, dans cette étude, il n’a pas été testé de substitution Arg57Thr ou Arg57Ser,
laquelle pourrait étre plus permissive. Chez Lpp de D. dadantii (VRTYKK), nous avons observé que la
délétion de la lysine C-terminale de Lpp avait fortement diminué son couplage au PG (Fig 40.C), malgré
la présence d’une seule lysine, confirmant le réle important de deux charges positives en C-terminal
pour le couplage de Lpp au PG. Les expériences de mutagénése dirigée ont montré que la substitution
de I'avant derniére lysine C-terminale par une arginine (KK-> RK) conservait le couplage covalent de
Lpp de D. dadantii au PG. Curieusement, nous avons également montré qu’une faible quantité du
variant de Lpp possédant une arginine C-terminale et une substitution de la tyrosine 57 par la
thréonine (Lpp_A58-Y56T-K57R) était attachée au PG (Fig. 40.C). En revanche, cette forme de Lpp ne
permet pas de rétablir la résistance au SDS et n’est donc pas fonctionnellement active. Vu la différence
notable entre la chaine latérale de la lysine et le groupe guanidinium de I'arginine, la chimie d’un tel

couplage reste a confirmer.

Par ailleurs, tout comme OutB, certaines Lpp comme celles de Vibrio cholerae, Photobacterium
damselae, Zobellella denitrificans possédent une extrémité C-terminale (YTK) dépourvue d’un
deuxieme résidu chargé positivement (Asmar et Collet 2018). De méme, LppB de Salmonella enterica,
non exprimée dans les conditions de laboratoire, possede également ce type d’extrémité C-terminale
(ICK) (Kroger et al. 2013). En revanche, aucune étude ne s’est intéressée particulierement a
I'attachement de ces variants de Lpp au PG chez leur bactérie respective. Il n’est pas exclu que les
conditions de couplage des protéines au PG chez ces bactéries soient différentes de celles d’E. coli. De
méme, on peut souligner qu’il n’existe pas de résidu chargé positivement a proximité de la lysine
intrachaine de la lipoprotéine LimB, couplée au PG (Sandoz et al. 2021). On peut également noter qu’a
I'inverse de Lpp, le couplage des OMPs en tonneau-B est conditionné a la présence d’'un résidu
aspartate chargé négativement apres les résidus alanine ou glycine couplés en N-terminal (Godessart
et al. 2021; Sandoz et al. 2021). Nos résultats apporteraient donc une preuve supplémentaire
suggérant que chaque protéine possede ses propres conditions de couplage au PG. Ainsi, I'état des
connaissances actuelles ne permettrait pas de prédire a priori le couplage d’une protéine, et a plus
forte raison, de prédire quel résidu de la protéine serait couplé au PG chez les y-protéobactéries. Ces
conditions de couplages pourraient découler de la structure secondaire ou tertiaire de la protéine.
Néanmoins, il n’est pas exclu que les résidus environnant la lysine couplée jouent un réle prépondérant
dans sa reconnaissance du résidu en tant que substrat. Les conditions permettant de prédire le

couplage de protéines au PG restent donc encore a découvrir.
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La substitution de la thréonine antépénultieme d’OutB par une tyrosine n’a que faiblement
augmenté le taux de couplage d’OutB au PG chez D. dadantii. En revanche, lorsque la CTE d’OutB est
fusionnée a BlaM, le variant BlaM_CTE_T218Y est plus efficacement couplé que la fusion « sauvage »
(Fig. 34.C). A l'inverse, la substitution de la tyrosine par une thréonine chez Lpp de D. dadantii a
drastiquement diminué son couplage au PG (Fig 40.C). Curieusement, la souche exprimant ce variant
de Lpp se comportait comme la souche sauvage lors des tests de résistance au SDS, indiquant que ce
variant permettait la stabilisation de I'enveloppe de D. dadantii, sans étre massivement couplée
covalemment au PG. L'antépénultiéme tyrosine de Lpp est conservée chez de nombreuses espéces,
excepté chez A. baumannii et P. aeruginosa, chez lesquelles Lpp posséde une sérine a la place de la
tyrosine (SRK) (Asmar et Collet 2018). On peut noter que les résidus sérine, thréonine et tyrosine
possedent un groupement hydroxyle, qui pourrait jouer un réle lors du couplage. Or, il a été montré
gue le cycle aromatique de la tyrosine permettait de stabiliser I'extrémité C-terminale de trois hélices
de Lpp, et que la tyrosine jouait donc un réle important dans le maintien de sa structure (Shu et al.
2000). Par ailleurs, la conservation de la structure de Lpp en triple hélice doit étre primordiale pour sa
fonction. La substitution des 30 résidus C-terminaux de Lpp par une séquence d’une longueur
équivalente issue de la CTE d’OutB n'a pas permis de générer une fusion stable préservant la structure
en triple hélice a, puisque la CTE d’OutB ne semble pas adopter cette structure secondaire. Il est donc
bien probable que les fusions Lpp:OutB construites n’étaient pas stables, et donc n’ont pas pu étre
massivement couplées au PG. Bien que ces raisons semblent assez évidentes, il nous a paru intéressant
de tester ce type de fusions. En revanche, dans le cas de la fusion BlaM-CTE, la CTE a été fusionnée a
un domaine protéique bien compact et stable, ce qui a permis le couplage de la fusion Bla-CTE au PG
(Fig. 34). Ainsi, ce type de contraintes structurales peut conditionner également le couplage des autres

protéines au PG.

Nous avons ensuite testé le role du linker d’OutB, en tentant notamment de déterminer I'impact
de sa longueur sur la facilité d’acces de la CTE au PG. La Lpp-box d’OutB est rattaché au domaine HR
périplasmique, lui-méme relié au segment transmembranaire via une longue région linker, dont la
taille varie au sein méme du genre Dickeya et des bactéries proches (Zhang et al. 2022). Nos résultats
ont montré que le raccourcissement du domaine linker d’OutB de 29 ou 22 résidus, ou I'allongement
de 21 résidus permettait toujours le couplage d’OutB au PG. Ainsi, la longueur de la région linker
d’OutB est assez permissive et pourrait en méme temps faciliter le positionnement du domaine HR vis-
a-vis du domaine NO de la sécrétine, et faciliter I'accés de la CTE d’OutB proche de la couche de PG. En
accord avec cette hypothése, la région linker du modéle Alphafold d'OutB présente une structure
flexible. Les analyses de cellules de y-protéobactéries en microscopie électronique ont suggéré que la
couche de PG serait située a 18 nm de la membrane externe (ce qui correspond a la taille de la
sécrétine), et a 7 nm de la Ml (Cohen et al. 2017). Or, une étude récente a montré que dans les
conditions hyperosmotiques, ces distances varient et que la ME serait située a 8 nm du PG, lui-méme
situé a 18 nm de la Ml en moyenne (Mandela et al. 2022). Ainsi, il est possible que pour ces raisons,
OutB possede une longue région linker pour ne pas étre soumise a des contraintes de taille trop
importantes pour son couplage au PG, tout en étant a proximité du T2SS. De plus, nos travaux ont
montré que le variant périplasmique d’OutB (OutB_PS) dépourvu d’ancrage a la Ml était couplé au PG.

Ceci signifie que la région linker et le segment transmembranaire ne sont pas des éléments nécessaires
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per se au couplage au PG. Par ailleurs, il a été montré que I'expression de la version OutB_PS permettait
I’adressage correct de la sécrétine OutD a le ME, indiquant que le segment transmembranaire d’OutB
n’était pas non plus indispensable a I'adressage de la sécrétine (Zhang et al. 2022). Il n’est pas exclu
qgue le couplage covalent d’OutB_PS au PG lui permette de maintenir une position stable dans le
périplasme, et ainsi, de remplir sa fonction de protéine d’échafaudage vis-a-vis de la sécrétine OutD.
Une expérience ultérieure pourrait donc tester I'adressage d’OutD a la ME lors de I'expression d’une
version d’OutB_PS délétée des lysines C-terminales (OutB_PS_K219tga). Si le couplage de la protéine
au PG est important, alors OutB_PS_K219tga ne permettra pas la mise en place d’OutD et la sécrétion

de pectinases serait affectée.

Toutes les protéines couplées au PG découvertes jusqu’alors (Lpp, LimB et les OMP en tonneau-
B) étaient des protéines de la ME responsables de la stabilisation de I'enveloppe bactérienne. Or,
naturellement, OutB n’est pas impliquée dans la stabilité de I'enveloppe, mais joue un réle dans la
mise en place de la sécrétine OutD du T2SS de D. dadantii (Zhang et al. 2022). La surexpression d’OutB
seule ou sa co-expression avec une Ldt, n"augmente que faiblement la quantité de la protéine couplée
au PG. Ceci suggére que la topologie cellulaire d’OutB ou I'exposition de sa CTE vis-a-vis de la couche
de PG ne sont pas bien adaptées a un role structurant dans I’enveloppe. Les domaines de liaison non
covalents au PG permettent de stabiliser les complexes multiprotéiques a travers I'enveloppe, tels que
les systemes de sécrétion, les pili et les flagelles. Par exemple, il a été montré que la protéine SciZ
ancrait le T6SS au PG chez E. coli (Aschtgen, Gavioli, et al. 2010). La sécrétine PilQ du T4P de
Myxococcus xanthus, possede trois domaines AMIN N-terminaux de liaison non covalente au PG
(Ghosal et al. 2019). Plus proche de notre cas, un mécanisme similaire est observé chez Legionella
pneumophila, ou la stabilisation du T2SS est directement assurée par la sécrétine elle-méme. En effet,
celle-ci posséde un domaine N-terminal de liaison non covalent au PG, SPOR, lui permettant de se fixer
sur les zones particulieres de PG et se localiser au poles de la bactéries (Ghosal et al. 2019). Chez
Dickeya et certaines autres bactéries, OutB stabilise le canal de la sécrétine en interagissant avec son
domaine N-terminal, NO, via le domaine HR, servant ainsi d’échafaudage entre la membrane interne
et le PG auxquels OutB est attachée. Chez Aeromonas hydrophila, les protéines GspA/GspB seraient
responsables du recrutement du T2SS en se liant et en modifiant localement le PG, puis en assistant la
mise en place de la sécrétine (Vanderlinde et al. 2017). La protéine OutB, ou plus généralement GspB,
est un composant du T2SS dit ‘accessoire’, puisqu’il n’est pas conservé chez tous les T2SS, et son
organisation en domaines varie selon les groupes de bactéries (Zhang et Wu 1992). Curieusement, la
Lpp-box n’est présent que chez D. dadantii et quelques autres espéces proches dans le genre Dickeya,
mais pas chez les espéces plus éloignées phylogénétiquement, comme D. lacustris et D. aquatica. Les
protéines GspB des genres bactériens apparentés, comme Pectobacterium ou Klebsiella en sont
également dépourvues et possedent une CTE plus courte (Zhang et Wu 1992). Il semble donc qu’une
CTE de type D. dadantii avec une Lpp-box est une invention évolutive assez récente. De maniere
générale, les modules de liaison au PG (PGBD) représentent une partie moins conservée des systémes
de sécrétion et de transport. Par exemple, une analyse in silico des systemes de sécrétion de type VIl a
démontré une forte variabilité de leurs PGPD (Aschtgen, Gavioli, et al. 2010). Les auteurs ont suggéré
gue les PGBD ont évolué et se sont diversifiés plus récemment, en fonction du contexte particulier de

la paroi cellulaire. Une étude précédente a montré qu’OutB jouait un role important dans la virulence
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de D. dadantii, puisque le mutant outB ne provoque pas d’infection in planta (Zhang et Wu 1992). La
méme étude a montré que la délétion de la CTE diminuait faiblement la sécrétion de pectinases, ce qui
suggere que |'attachement covalent d’OutB joue un certain role positif dans le fonctionnement ou la
mise en place du T2SS chez D. dadantii. Ainsi, la Lpp-box d’OutB de D. dadantii pourrait permettre
I’'assemblage plus efficace du T2SS, et pourrait expliquer les raisons évolutives de I'apparition de ce

motif protéique ressemblant a I'extrémité C-terminale de Lpp.

Cette étude nous a permis d’identifier les L,D-transpeptidases impliquées dans le couplage
covalent de Lpp et d’OutB chez D. dadantii. Les études précédentes réalisées chez E. coli ont montré
gue les Ldts n’étaient pas indispensables a la survie de la bactérie car la souche mutante dépourvue
de 5 génes /dt est viable en condition de laboratoire (Magnet et al. 2008; Magnet et al. 2007). De
méme, chez D. dadantii, |la délétion des 4 génes de /dts identifiés n’a causé aucun défaut majeur de
croissance bactérienne dans un milieu riche. La comparaison de la séquence des Ldts de D. dadantii et
celles d’E. coli a suggéré que la Ldt523 de D. dadantii serait un orthologue de I'endopeptidase LdtF ou
DpaA (YafK) d’E. coli (Bahadur et al. 2021; Winkle et al. 2021). Ldt70 serait I’'homologue de LdtD (YcbB)
d’E. coli, laissant supposer que Ldt70 serait responsable de la réticulation (3—=3) du PG en condition
de stress (Hugonnet et al. 2016). Curieusement, D. dadantii ne possede pas d’homologue proche de
LdtE (YnhG), la Ldt de ménage chez E. coli (Magnet et al. 2008). De futures investigations pourraient
déterminer si chez D. dadantii, le r6le de LdtE est également effectué par Ldt70. Or, il est aussi probable
gue les modes de vie différents de ces bactéries ou des niches écologiques qu’elles s’occupent
conditionnent certaines modifications de leur PG respectif. En revanche, D. dadantii possede deux Ldts
impliquées dans le couplage de Lpp et d’OutB au PG : Ldt03 et Ldt84. Ldt03 posséderait une plus
grande similarité avec LdtA (ErfK) et LdtB (YbiS), tandis que Ldt84 serait plus proche de LdtC (YcfS).
Curieusement, le gene /dt84 partage les mémes génes voisins avec IdtE d’E. coli, plus précisément,
Idt84 comme IdtE sont colocalisés avec le géne Ipp. Par ailleurs, méme si LdtE effectue le couplage de
peptides-tiges, elle posséde une plus grande similarité avec les Ldts effectuant le couplage de Lpp au
PG, mais pas avec LdtD. On pourrait donc suggérer que la spécialisation de LdtE envers le couplage de
peptides-tiges soit une évolution récente chez E. coli a partir des genes de Ldt réalisant le couplage de
Lpp au PG. Evidemment, I'examen d’une telle hypothese nécessite des études phylogénétiques et

enzymatiques chez une cohorte bien représentative de protéobactéries.

Nos travaux ont suggéré que LdtO3 et Ldt84 de D. dadantii, ainsi que LdtA et LdtB d’E. coli
posséderaient chacune une spécificité enzymatique. Cette hypothese était fréquemment évoquée
dans la littérature, sans jamais étre démontrée. Plus récemment, I'analyse du PG des mutants /dt03 et
Idt84 réalisée par nos collaborateurs de I'équipe de M. Arthur a suggéré que Ldt03 serait plus active
pour former de liaison covalente entre Lpp et un monomeére de muropeptide (3> Lpp). En revanche,
Ldt84 serait plus active sur un dimére de muropeptide (423> Lpp ou 324-3>Lpp). Ces résultats
suggereraient |'existence d’une coopération entre les Ldts et les PBPs pour le couplage de Lpp. Les
associations d’activité enzymatique complémentaires entre les Ldts et les PBPs ont déja été reportées
dans la littérature concernant la réticulation du PG. Par exemple, lors de I'inhibition de I'activité D,D-
transpeptidase de PBPs par les B-lactames, I'activité L,D-transpeptidase de LdtD (YcbB) nécessite
I'activité glycosyltransférase de PBP1b et I'activité D,D-carboxypeptidase de PBP5 (DacA) (Hugonnet et

al. 2016). Ainsi, il est possible gu’un partenariat PBP/Ldt puisse également étre mis en place pour le
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couplage de Lpp par Ldt84. On peut imaginer que Ldt84 agisse en synergie avec les PBP1a/1b/1c ou
PBP2 et PBP3 pour la formation de liaisons (423> Lpp). Il n’est pas non plus exclu que I'action de Ldt
et de PBP soit simultanée, ou bien au contraire, qu’elle soit constituée de deux phases temporellement
distinctes. Une telle hypothése pourrait expliquer en partie que I'expression de Ldt84 en présence
d’ampicilline, B-lactamine inhibant les PBPs, provoque un effet toxique ou bactériostatique chez le
mutant /dt03/Idt84 de D. dadantii. |l est possible que I'inactivation de 'activité D,D-transpeptidase de
PBP nuirait au couplage effectué par Ldt84, du fait de I'absence de la formation de son substrat (4-=>3).
Par ailleurs, la similarité apparente des profils de Lpp générés par Ldt84 de D. dadantii et LdtA d’E. coli,
suggére que cette derniére serait également responsable du couplage de Lpp a un dimere de peptides-
tige. On peut également imaginer que Lpp soit liée a des tripeptides dimérisés (3=2>3—=>Lpp). Un tel
substrat impliquerait un partenariat entre deux Ldts, Ldt84 et Ldt70. Si cette hypothése s’avere exacte,
le nombre de substrats (323> Lpp) présents dans le PG serait trés limité, puisque les couplages (32 3)
représentent seulement 7 % des couplages totaux du PG en phase exponentielle de croissance chez E.
coli, contre 93 % de couplages (4> 3) (Holtje 1998; Magnet et al. 2008).

Nos résultats ont montré que la complémentation du mutant /dt03/Idt84 avec LdtC restaurait trés
faiblement la résistance au SDS, et présentait une quantité assez faible de Lpp couplée au PG. Les
profils de Lpp-PG générés par LdtC suggerent que cette enzyme effectue de préférence le couplage de
Lpp a des peptides-tiges monomériques, comme Ldt03 et LdtB. Ces résultats pourraient également
étre en lien avec le taux d’expression des Ldts chez E. coli. Les substrats Tétra-Tri sont présents en
abondance chez E. coli (Magnet et al. 2008), en ce sens la Ldt qui utilise ce substrat pour le couplage
de Lpp devrait elle-méme étre majoritairement présente, comme c’est le cas de LdtB (5000 copies par
cellules chez E. coli) (Li et al. 2014), ce qui est cohérent avec nos résultats, qui montrent que LdtB serait
plus active sur le couplage de Lpp aux peptides-tiges monomériques. En revanche, LdtC ne semblait
pas responsable d’'un nombre tres important de formes de Lpp au PG chez D. dadantii, malgré son
expression sur plasmide (Fig. 46.A), ce qui serait cohérent avec son taux d’expression chromosomique
de 500 copies par cellules chez E. coli (Li et al. 2014). Néanmoins, cela ne permet pas d’expliquer
pourquoi LdtA, qui serait responsable du couplage de Lpp au peptide-tiges dimériques, pourtant
majoritaires, est exprimée au taux le plus faible, de 70 copies par cellule (Li et al. 2014). |l est donc bien
possible que les niveaux d’expression de génes /dt, obtenus dans un milieu synthétique ne reflétent
pas I'importance de ces enzymes dans les conditions réelles de la vie de la bactérie. De plus, il convient
de noter que les profils de Lpp obtenus ne sont pas en lien direct avec le niveau d’expression réel de
ces Ldt chez E. coli, puisque les genes Ildt d’E. coli ont été exprimés sur le plasmide pGEM-T a fort

nombre de copies.

Par ailleurs, nos expériences ont montré que le taux de sécrétion de pectinases était
significativement réduit chez le mutant Ipp et le mutant /dt03/Idt84, chez lequel Lpp n’est plus couplé
de facon covalente au PG. Ces résultats démontrent encore une fois I'implication de Lpp dans de

nombreux processus biologiques tels que la résistance aux stress et la virulence.

Chez E. coli, Lpp est responsable du maintien de la taille du périplasme, et serait en particulier
responsable de I'espacement entre la ME et le PG (Asmar et al. 2017; Cohen et al. 2017). Plus

récemment, une étude a suggéré que la couche de PG compensait I'allongement de Lpp de 21 résidus
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en repoussant le PG vers la Ml (Mandela et al. 2022). Dans ce contexte, nous avons voulu savoir si des
versions d’OutB raccourcies ou allongées d’une vingtaine de résidus étaient capables de se coupler au
PG, en présence de Lpp de taille différente. Comme premiére approche, les versions raccourcies et
allongées d’OutB et de Lpp ont été exprimées simultanément a partir de plasmides. Or, il est apparu
impossible dans ces conditions d’assurer une production stable des deux protéines. Nous n’avons donc
pas pu évaluer la capacité d’OutB a se lier au PG dans un contexte de Lpp d’une longueur variable.
Nous avons néanmoins pu observer que le mutant Ipp de D. dadantii exprimant une version courte de
Lpp (LppA21) formait des colonies muqueuses et que le mutant exprimant [pp+21 formait des colonies
seches. Une étude récente a montré que le senseur de stress RcsF a la ME ne pouvait plus interagir
avec son interactant IgaA a la Ml lors de I'allongement de Lpp de 21 résidus, ce qui empéchait
I'activation de la réponse Cpx (Hussein et al. 2018). Dans notre cas, il est possible qu’a l'inverse, le
raccourcissement de Lpp induise |'activation constitutive de senseur de stress RcsF, mais que
I'allongement de Lpp empéche une telle réponse de s’établir. En effet, 'activation de la voie Rcs
(Regulation of Capsule Synthesis) provoque une surproduction d’exopolysaccharides et la formation
des colonies muqueuses. En accord avec cette hypotheése, les résultats de tests de résistance au SDS
montrent que la souche exprimant LppA21 est plus résistante au SDS que la souche exprimant Lpp+21.
Il est possible que la production d’exopolysaccharides par la souche exprimant LppA21 (muqueuse) lui
confere une plus grande résistance au SDS. Par ailleurs, il a été montré par AFM que chez la souche
d’E. coli exprimant Lpp+21, la ME est plus souple que celle exprimant Lpp wt (Mathelié-Guinlet et al.
2020). De plus, lI'expression de Ipp+21 engendrerait la vésiculation de la ME, confirmant la

déstabilisation de celle-ci chez ce variant.

L’attachement covalent de Lpp au PG permet I'ancrage de la ME au PG. En absence de Lpp, ou en
présence de Lpp dépourvue de sa lysine C-terminale, la membrane externe n’est plus attachée au PG.
En conséquence, la ME est déstabilisée et forme des vésicules extracellulaires (Mathelié-Guinlet et al.
2020; Sonntag et al. 1978). Lors de I'observation de I'enveloppe des mutants Ipp de D. dadantii en
microscopie, nous avons remarqué que la ME formait des vésicules extracellulaires, ce qui est en
accord avec les observations réalisées chez E. coli (Asmar et al. 2017; Mathelié-Guinlet et al. 2020;
Sheng et al. 2023). De plus, les tests de sensibilité au SDS que nous avons réalisés ont montré que ces
souches étaient plus sensibles au SDS que la souche sauvage de D. dadantii. Encore une fois, ces
résultats sont en accord avec les études précédemment publiées chez E. coli (Mathelié-Guinlet et al.
2020). Nous avons également testé la sensibilité au SDS du double mutant /dt03/Idt84 chez lequel Lpp
n’est plus couplée au PG. En accord avec cette hypothése, le mutant /dt03/Idt84 présente une
sensibilité accrue au SDS, mais qui est néanmoins plus faible (sa résistance au SDS est donc plus forte)
que chez le mutant dépourvu de Ipp (Fig. 43). Cependant, I'analyse de PG issue de la souche /dt03/Idt84
montre qu’aucune forme de Lpp n’est liée de facon covalente au PG (Fig. 44.A) ce qui suggere que
méme Lpp non-couplée au PG conféere un certain niveau de stabilité a I'enveloppe bactérienne.
Curieusement, I'observation de I'enveloppe de D. dadantii en microscopie a révélé que le double
mutant /dt03//dt84 ne présentait pas de vésicules extracellulaires se détachant de la ME, bien que
nous ayons montré que Lpp n’était pas couplée de maniére covalente chez ce mutant. Ces résultats en
microscopie sont cohérents avec les tests de sensibilité au SDS évoqués plus haut et indiquent que

méme en absence du couplage covalent de Lpp par les Ldt, 'enveloppe préserve un certain niveau
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d’intégrité. Généralement, la suppression du couplage covalent des protéines impliquées dans la
stabilité du PG induit la vésiculation de la ME. C’est le cas avec la délétion de la lysine C-terminale de
Lpp chez E. coli (Mathelié-Guinlet et al. 2020), mais également avec les OMPs en tonneau-
responsables de I'attachement de la ME au PG chez certaines protéobactéries (Godessart et al. 2021).
Néanmoins, nos observations suggerent que méme en absence du couplage covalent, Lpp pourrait se
lier de facon non covalente au PG ce qui permet de stabiliser partiellement I'enveloppe du mutant
Idt03/1dt84. |'analyse du surnageant de la culture d’E. coli délété des Ldts responsables du couplage
de Lpp (/dtA/ldtB/IdtC) a révélé qu’il présentait une forte abondance de protéines périplasmiques,
suggérant que la ME était déstabilisée (Sanders et Pavelka 2013). Toutefois, aucune étude ne fait état

de I'observation de I'enveloppe du mutant d’E. coli dépourvu des IdtA, IdtB et IdtC.
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Conclusion

Pendant plus d’un demi-siecle, depuis sa découverte en 1969 par Volkmar Braun, la lipoprotéine
de Braun, ou Lpp, est restée la seule protéine connue pour étre couplée de maniere covalente au PG
chez les bactéries a Gram-négatif (Braun et Rehn 1969). Seulement trés récemment, quelques autres
exemples ont été identifiés chez les protéobactéries naturellement dépourvues de Lpp (Godessart et
al. 2021; Sandoz et al. 2021). De maniére jusqu’ici insoupgonnée, c’est une classe particuliere d’OMPs
(porines de la membrane externe en tonneau-B) qui sont couplés au PG chez ces bactéries. A la
différence de Lpp, couplée aux résidus de mDAP par sa lysine C-terminale, ces porines sont couplées
au mDAP par un résidu N-terminal, la glycine ou I'alanine. Lpp et ces porines sont les protéines tres
abondantes qui jouent un réle structurant important dans I'enveloppe en attachant la membrane
externe a la couche de PG. A cause de leur abondance numérique, ces protéines sont relativement
facilement détectables dans le PG par spectrométrie de masse. De ce point de vue, la découverte du
couplage covalent d’OutB au PG serait impossible par une telle approche. A propos, en ce moment,
nous ne disposons toujours pas d’une confirmation formelle d’un tel phénomene par MS, méme en
surexprimant une version d’OutB taguée et soluble (dépourvue du segment membranaire). En effet,
I'abondance de Lpp couplée au PG empéche la détection de peptides minoritaires par spectrométrie
de masse. Il est possible que la majorité des protéines couplées au PG soient faiblement exprimées,
comme c’est le cas d’OutB et qu’elles soient donc difficilement détectables. Par ailleurs, d’autres
protéines abondantes, cytoplasmiques, comme les chaperonnes GroES/GroEL, ou membranaires,
restent piégées dans le saccule, ce qui génére les « bruits de fond » additionnels pour la détection par
spectrométrie de masse. D’autre part, les approches consistant a éliminer Lpp par délétion du géne
Ipp semblent nuire a la stabilité de la couche de PG, et empécher le couplage potentiel des autres
protéines (comme c’est le cas d’OutB). Ainsi, on ne peut pas appliquer toutes ces approches et
techniques directement. Une des approches alternatives utilisée lors de cette these était la fusion de
I'extrémité C-terminale issue de quelques protéines-candidates a la place de celle de Lpp. De cette
maniere, nous avons pu identifier quelques protéines trés prometteuses pour les futures études. Dans
une autre approche, nous avons choisi pour toutes autres raisons, une pectinase périplasmique PaeX
qui parait étre elle aussi couplée au PG. Ainsi, cette étude montre que le phénomene d'attachement
covalent des protéines au PG chez les y-protéobactéries ne se limite pas a Lpp et aux porines de la
membrane externe, mais qu'il concerne également des protéines de la membrane interne, ou des
protéines périplasmiques. Il est donc probable que ce phénoméne soit encore largement sous-estimé

chez les bactéries a Gram-négatif.
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In Dickeya dadantii, the Type Il Secretion System (T2SS)
is covalently attached to the bacterial cell wall.

Xavier NICOLAI* & Vladimir SHEVCHIK,MAP UMR 5240 CNRS, MTSB team (xavier.nicolai@univ-lyon1.fr, vladimir.shevchik@insa-lyon.fr)

Dickeya dadantii is a broad-spectrum phytopathogenic y-proteobacterium that provokes soft rot disease in various plants. D. dadantii pathogenicity is
caused by an arsenal of plant cell-wall degrading enzymes secreted by the Type Il Secretion System (T2SS) named Out. Recently, we showed that OutB, an
inner membrane T2SS component plays an important scaffolding role and that deletion of outB causes a striking reduction of pectinase secretion and
virulence of D. dadantii (1). Here, we show that in D. dadantii, OutB is covalently attached to the PG. We investigated the molecular mechanisms of OutB
attachment to peptidoglycan (PG) and the possible implication of this phenomenon in the virulence of D. dadantii. Our results suggest that the covalent
attachment of OutB to PG allows a better stabilization of the T2SS in the bacterial cell envelope. Moreover, it shows that the phenomenon of covalent
attachment of proteins to PG in proteobacteria could be more widespread and remains largely unexplored.

P The covalent attachment of proteins to the peptidoglycan (PG)

Since its discovery in 1969, Braun's lipoprotein (Lpp) remained p
the unique protein known to be covalently-attached to PG (2).

Its attachment is

mediated by

enzymes called L,D-

transpeptidases (Ldt) that perform covalent crosslinking of the
C-terminal lysin to the stem-peptide.

Three genes encode putative L,D-transpeptidases in D. dadantii:
ABF-0016403, ABF-0020084, ABF-0020070.

» The T2SS
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Is OutB covalently-attached to PG the same way as Lpp?

The PG of D.dadantii cells was extracted by SDS-boiling and multiple washes to

get rid of uncovalently-bound proteins. Next, the purified PG was digested with

lysozyme or amidase that respectively digests glycan chains or

detaches the stem-peptide from glycan. The PG samples were then

separated on SDS-PAGE and proteins covalently-attached to the PG were

visualized by western-blot.

P OutB is covalently attached to the PG

Lysozyme - + +
amidase — - + kDa
— 100
— 72
— 55
— 43
OutB-PG

OutB-SP s"z—»- — 3
OutB—> — 25

anti-OutB

The digestion of PG by lysozyme
releases OutB covalently attached to
glycan moieties (OutB-PG). The
digestion of PG with amidase releases
OutB attached to the stem-peptide
(OutB-SP) and causes a shift of OutB-
PG bands. These results demonstrate
OutB attachment to PG.

P By two L,D-transpeptidases, Ldt 03 and 84
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D. dadantii possesses 3
transpeptidases: Ldt03, 84 and 70.
The peptidoglycan of D. dadantii Idt
mutant strains was digested with
lysozyme and analysed by western blot.
ldt03 and [dt84, display a decreased
quantity of covalenty-attached OutB to
PG (OutB-PG), but this quantity
remains the same as wt in a [dt70
mutant. No covalently-attached OutB can
be visualised in [dt03,84 mutant.

Thus indicating that Ldt 03 and 84 are
responsible for OutB attach to PG.
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P Is OutB length important for reaching the PG layer?

WP A <®

Importance of the length of OutB for its attachment to 008’ pg o§ o\‘a
PG, was assessed by constructing: Lysozyme - + - + - + - +
- shorter or longer versions of OutB, by deletion
(-22 or -29) or addition of (+21) residues in the linker
region
- a periplasmic version of OutB (PS), where the IM  °“®"¢ —i.“b“
segment was substituted by cleavable signal peptide. b
These versions were expressed in D. dadantii and the PG anti-OutB
was digested with lysozyme. e B .
Results show that membrane attachment of OutB is F r:. F
not essential and that a minimal length of OutB is HR l
required for covalent attachment to PG. Linker 1
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P Effect of OutB on pectinase secretion
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OutB is required for type 2 secretion and essential for the full virulence of D. dadantii.

P Conclusion & Perspectives

OutB is the first inner membrane protein shown to be attached to PG

in Gram-negative bacteria.

Covalent attachment of OutB to PG stabilizes the T2SS.

Ongoing mass spectrometry will determine the sequence of the stem-peptides
attached to OutB.

Remaining biological question:

Are there other covalently-attached proteins to PG in Gram - bacteria?

1. Zhang S, et al., (2022). mBio, doi : 10.1128/mbio.00253-22
2. Asmar, A. T., & Collet, J. F. (2018). FEMS microbiology letters, 365(18), doi :

10.1093/femsle/fny199



Résumé

Dickeya dadantii est une y-protéobactérie phytopathogene a large spectre d’h6te qui provoque la
maladie de la pourriture molle chez les végétaux. Elle sécréte des enzymes dégradant la paroi cellulaire
végétale par le systéme de sécrétion de type Il (T2SS), appelé Out. Le systéeme Out est un complexe
multiprotéique traversant I'enveloppe bactérienne. L’enveloppe des y-protéobactéries est constituée
de deux membranes qui délimitent un espace extracytoplasmique appelé le périplasme. Une couche
de peptidoglycane (PG), située dans le périplasme assure la forme de la cellule et préserve les bactéries
du stress osmotique. La lipoprotéine de Braun (Lpp) stabilise I’enveloppe en attachant le PG a la
membrane externe par une liaison covalente. Jusqu’a récemment, Lpp était le seul exemple connu de
protéine couplée covalemment au PG chez les bactéries a Gram-négatif. Dans ce travail de thése, nous
avons montré qu’OutB, un composant du T2SS de D. dadantii, est couplée au PG de maniére covalente
comme Lpp. OutB est ancrée dans la membrane interne et possede une région périplasmique qui
stabilise le canal du T2SS. L'extrémité C-terminale d’OutB est tres similaire a celle de Lpp et nos études
ont démontré qu’elle est couplée au PG par la lysine C-terminale. Contrairement au Lpp, qui est une
protéine tres abondante et agit comme ancrage de la membrane au PG, OutB est exprimée
modérément et utilise le PG comme une matrice pour son propre attachement, et pour I'attachement
du systeme Out a I'enveloppe bactérienne. Afin de déchiffrer le mécanisme moléculaire de ce
phénoméne, une série de mutageneses dirigées d’OutB a été réalisée et des variants d’OutB de
longueur variée ont été construits. Pour évaluer la quantité de variants d'OutB liés au PG, ce dernier a
été purifié et analysé par Western blot. Cette étude a été complétée par la mutagenese dirigée de Lpp
suivie de tests fonctionnels des variants, et de I'analyse de leur couplage au PG. Ainsi, nous avons
montré que le motif de couplage au PG de Lpp, appelé Lpp-box, est assez permissif aux substitutions
chez D. dadantii, et peut permettre I'attachement au PG de protéines assez variées. Nous avons
montré que la fusion de la Lpp-box a la protéine périplasmique BlaM a permis I'attachement de cette
derniere au PG. Par ailleurs, cette étude a suggéré qu’une pectinase périplasmique, PaeX, qui porte
une Lpp-box assez dégénérée, semble également étre couplée au PG. Nous avons ensuite montré que
deux L,D-transpeptidases de D. dadantii, Ldt03 et Ldt84, sont responsables de |'attachement d’OutB
et de Lpp au PG. Ldt03 et Ldt84 ne généraient pas les mémes profils de liaison de Lpp au PG ce qui
suggere que chacune des deux Ldt possede une spécificité enzymatique vis-a-vis de la taille du peptide-
tige auquel elles attachent Lpp. Nous avons également montré que les L,D-transpeptidases d’E. coli
ont une activité croisée sur la Lpp de D. dadantii, permettant son couplage au PG, bien que les Lpp-
boxes des Lpp de ces bactéries soient dissimilaires. Ces travaux montrent que le phénomeéne
d'attachement covalent des protéines au PG chez les y-protéobactéries ne se limite pas a Lpp et aux
porines de la membrane externe, mais qu'il peut également concerner des protéines de la membrane
interne, comme OutB, ou périplasmiques, comme la pectinase PaeX. Il est donc probable que ce

phénoméne soit encore largement sous-estimé chez les bactéries a Gram-négatif.

Mots-clés : T2SS, peptidoglycane, bactéries a Gram-négatif, enveloppe bactérienne, Lipoprotéine de

Braun, L,D-transpeptidase, Dickeya dadantii.



Title

Covalent attachment of proteins to the peptidoglycan in the y-proteobacterium Dickeya dadantii:

study of a type Il secretion system protein, OutB.

Abstract

Dickeya dadantii is a broad-spectrum plant pathogenic y-proteobacterium that causes soft rot
disease. It secretes cell wall degrading enzymes through the type Il secretion system (T2SS), called Out.
The Out system is a multi-protein complex that crosses the bacterial cell envelope. The cell envelope
of y-proteobacteria is composed of two membranes delimiting an extracytoplasmic compartment
called the periplasm that contains a peptidoglycan (PG) layer. The PG provides the cell shape and
protects the bacteria from osmotic stress. Braun's lipoprotein (Lpp) stabilizes the bacterial cell
envelope by covalent attachment of PG to the outer membrane. Until recently, Lpp was the only known
example of a protein covalently attached to the PG in Gram-negative bacteria. In this work, we showed
that OutB, a component of the D. dadantii T2SS, is covalently attached to the PG, by the same
mechanism as Lpp. OutB is anchored in the inner membrane and possess a periplasmic region that
stabilizes the T2SS channel. The C-terminus of OutB is very similar to that of Lpp and our studies have
shown that it is attached to the PG via its C-terminal lysine. However, unlike the highly abundant Lpp
that plays a structural role by anchoring the outer membrane to the PG, OutB is moderately expressed
and uses the PG as a scaffold matrix for its own attachment and for the attachment of the Out system
to the bacterial cell envelope. In order to decipher the molecular mechanism of this phenomenon, a
series of site-directed mutagenesis of OutB were carried out, and OutB length variants were
constructed. To assess the quantity of OutB variants bound to the PG, the PG was purified and analyzed
by Western blot. This study was completed by site-directed mutagenesis of Lpp, followed by functional
assays of the variants, and by the analysis of their attachment to the PG. We showed that in D. dadantii,
the attachment motif of Lpp to the PG, called Lpp-box, tolerates various amino acid substitutions, and
could probably allow the attachment of various proteins to the PG. We showed that the fusion of the
Lpp-box to the periplasmic protein BlaM enabled its covalent linking to the PG. Furthermore, this study
also suggested that a periplasmic pectinase, PaeX, which carries a rather degenerated Lpp-box, seems
also to be attached to the PG. Finally, we showed that two L,D-transpeptidases of D. dadantii, Ldt03
and Ldt84, are responsible for the covalent linking of OutB and Lpp to the PG. Ldt03 and Ldt84 did not
generate the same binding profiles of Lpp to the PG. This suggests that Ldt03 and Ldt84 have each their
own enzymatic specificity with respect to the size of the stem-peptide to which they attach Lpp.
Although the Lpp-boxes of Lpp of E. coli and D. dadantii are dissimilar, we showed that the L,D-
transpeptidases of E. coli attach Lpp of D. dadantii to the PG. Overall, these results show that the
covalent attachment of proteins to the PG in y-proteobacteria is not limited to Lpp and some outer
membrane porins. This phenomenon can also involve inner membrane proteins and periplasmic
proteins, such as OutB and the pectinase PaeX. It seems therefore likely that this phenomenon is still
largely underestimated, and some other proteins covalently attached to PG remain to be discovered

in Gram-negative bacteria.

Keywords: T2SS, peptidoglycan, Gram-negative bacteria, bacterial cell envelope, Braun’s lipoprotein,

L,D-transpeptidase, Dickeya dadantii.



