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Cécile MORLOT, chercheuse CNRS CR1 
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71, avenue des Martyrs – CS10090      Port.  +33 (0)6 24 59 20 37 
38000 Grenoble, France       Fixe. +33 (0)4 57 42 86 55 
39 ans - mariée - 3 enfants                                                 cecile.morlot@ibs.fr 
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1995-2000  Diplôme d’ingénieur Génie Biochimique et Alimentaire, Génétique Microbienne, 
INSA Toulouse - DEA Biologie, Santé, Biotechnologies, filière  Microbiologie 
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Depuis 2014 CR1 CNRS, IBS, Grenoble, France (T. Vernet). Etude de la morphogenèse bactérienne. 
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transduction during sporulation in B. subtilis. 
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implication dans la croissance et la division bactérienne.  

2000  Stagiaire ingénieur, Institut de Pharmacologie et de Biologie Structurale, Toulouse, 
France (J.M. Masson). Etude des intéines de Pyrococcus abyssi. 

1999  Stagiaire ingénieur, PROTEUS, Nîmes, France. Expression et purification d’enzymes 
recombinantes thermophiles.  

1998 Stagiaire ingénieur, NESTLE, University of Birmingham, UK.  

ARRETS DE TRAVAIL 

2009 4 mois de congés maternité pour naissance unique 

2011 8 mois de congés maternité pour naissance gémellaire 

COMPETENCES TECHNIQUES 

Bio. moléculaire : Clonage, mutagenèse dirigée   

Biochimie: Purification et purification de protéines recombinantes chez E. coli. Caractérisation 
d’interactions protéines-protéines: immunoprecipitations, "pull-down", SPR, ELISA, 
thermophorèse. Caractérisations enzymatiques  

Bio. structurale: Cristallisation, collectes synchrotron, traitement de données, phasage, affinement, 
validation de structures  

Microbiologie: Manipulations génétiques et cultures de B. subtilis et de S. pneumoniae   

Imagerie cellulaire:   Microscopie en fluorescence conventionnelle et super-résolue (PALM)   

Langues:    Anglais (courant), espagnol (courant) 
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Depuis 2013 D. Rudner, Harvard Medical School, Boston, USA. "Structural studies of B. subtilis 
spore morphogenesis". (Rodrigues et al., 2016a). 

Depuis 2012 C. Grangeasse, Molecular Microbiology and Structural Biochemistry (MMSB), Lyon. 
"Study of S. pneumoniae morphogenesis". (Morlot et al., 2013; Nourikyan et al., 2015). 

Depuis 2010 T. Bernhardt, Harvard Medical School, Boston, USA: "Structural studies of E. coli 
division". (Peters et al., 2013). 

Depuis 2010 D. Bourgeois, Pixel team, IBS, Grenoble: "Development of PALM in S. pneumoniae". 
(Jacq et al., 2015). 

F INANCEMENTS 

2017-2021 Financement NIH. Collab. avec Y. Brun, coordinatrice du projet côté France. ~200 k$. 
"Control of bacterial morphology and differenciation". 

2016-2020 ANR-16-CE11-0016 DIVinHD. Coordinatrice. ~358 k€. "Super-resolution imaging of 
bacterial division". 

2016 Financement interne IBS. Coordinator. 15 k€. "Structural study of the EnvC-AmiB 
complex involved in bacterial division".  

2015 Bourse d’échange Chateaubriand (Visite R. Yunck, 6 mois, thèse soutenue le 21 Avril 
2016 sous la supervision de T. Bernhardt, HMS, Boston). Coordinatrice. 10 k€. 
"Structural study of a protein complex involved in bacterial division". 

2014-2018 ANR-14-CE14-0003 ORBIMP. Collab. avec A. Zapun, IBS, Grenoble. ~298 k€. 
"Outsmarting Resistance to β-lactams in Meningococcus and Pneumococcus". 

2014-2018 IMMI-INSERM / Astra-Zeneca. Collab. avec A. Zapun, IBS, Grenoble. ~154 k€. 
"Peptidoglycan amidotransferase inhibitors". 

2012-2015 Labex Gral. Coordinatrice. ~130 k€ pour financer la thèse de M. Jacq. "Morphogenesis 
of S. pneumoniae". 

2012-2014 ANR-2011-BSV5-012-01 NOBLEACH. Collab. avec D. Bourgeois, IBS, Grenoble. ~83 
k€ pour notre groupe.  

2012 Fond d’intervention UJF (pôle CSVSB). Coordinatrice. 10 k€. "Development of PALM 
in S. pneumoniae". 

RESUME DES ENCADREMENTS ET ENSEIGNEMENTS 

Depuis 2015 Co-supervision de la thèse de C. Arthaud (co-dir. avec T. Vernet) 

Depuis 2015 Membre du comité de thèse de C. Mercy (Dir. C. Grangeasse, IBCP, Lyon) 

2015 Membre du comité de thèse de C. Tomé (Dir. D. Housset, IBS, Grenoble) 

2012-2016 Co-supervision de la thèse de M. Jacq (co-dir. avec A.M. DI Guilmi), soutenue le 18 Avril 
2016 

2012-2013 Co-supervision du post-doctorat de X. Henry 

Depuis 2010 Divers enseignements lors de workshops, 1 cours pour étudiants en médecine 

Depuis 2000 Supervision des stages de 6 étudiants niveau master, 5 étudiants niveau licence, 2 
étudiants techniciens, 2 étudiante en thèse dans le cadre de programmes d’été. 
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EXPERTISE SCIENTIFIQUE 

Depuis 2013 Evaluation de manuscrits pour publication dans les journaux Molecular Microbiology,  
MicrobiologyOpen, mBio, Journal of Bacteriology et Scientific Reports 

2013 Evaluation d’un dossier de candidature pour un financement par le Polish National 
Science Center 

DIFFUSION ET VULGARISATION SCIENTIFIQUE  

2015, 2017 Membre organisateur du FluoDay, journée de la microscopie Grenobloise, ~100 
participants, Grenoble. 

Nov. 2016 Lettre scientifique de l’IBS : couverture et zoom sur la publication de l’étude structurale 
des anneaux formés par SpoIIIAG (Rodrigues, Henry et al., PNAS, 2016). "Un canal 
protéique entre la cellule mère et la préspore". 

2016-2017 Suite aux "Ateliers microbes" réalisés dans les classes de maternelle, participation à 
l’élaboration d’une histoire pour enfants autour des microbes ("La Sorcière Microba", 
histoire crée par l’institutrice Naïma Guerziz, ma contribution a été de rédiger le texte de 
présentation vulgarisée des microbes).  

 http://editionsthot.com/catalogue/livres-en-souscription/la-sorciere-microba  

Sept. 2015 Lettre scientifique de l’IBS : zoom sur la publication de la nanostructure de FtsZ chez S. 
pneumoniae (Jacq et al., mBio, 2015). "Première étude PALM chez un coque à Gram 
positif". 

Fev. 2015 Lettre scientifique de l’IBS : couverture avec photo de cristaux de SpmX en forme de 
crayon.  

Depuis 2013 Introduction à la microbiologie pour des classes de maternelle et primaire sous la forme 
d’"Ateliers Microbes" incluant 6 cessions : 1. présentation du métier de chercheur, 2. 
découverte de bactéries pathogènes et commensales, 3. notions sur la division bactérienne, 
4-5. travaux dirigés (dessins, modelages de formes microbiennes, exercices de corrélations 
bactéries-niche écologique-outils associés (antibiotiques, alimentation, …)), 6. Travaux 
expérimentaux (cultures sur boîtes de Pétri). 

Depuis 2013 Opération "Scientifique toi aussi" (CEA Grenoble), rencontre avec des élèves de 1ère et 
terminale scientifique pour présenter parcours professionnel et métier de chercheur. 

Février 2014 Présentation de mes travaux à la délégation ministérielle lors de la cérémonie 
d’inauguration du nouveau bâtiment IBS. "Aux frontières de l’imagerie cellulaire". 

2014 Membre organisateur du GTBio2014 (Congrès de l’Association Française de 
Cristallographie), 170 participants, Grenoble. 

Fév. 2014 Réalisation d’un « Clip métier » CEA sur le métier de chercheur utilisant la 
cristallographie aux rayons X.   
http://www.cea.fr/multimedia/Pages/videos/activites-du-cea/projet-labo-
installation/cristallographie-des-proteines.aspx  

Octobre 2013 Présentation des applications de la microscopie super-résolue à un groupe de journalistes 
de la European Union of Science Journalists’ Association (EUSJA) 

Septembre 2013 Présentation de mes travaux lors de la réunion des chefs d'instituts DSV, Seyssins. 
"Mécanismes de régulation de la morphogenèse du pneumocoque". 

Octobre 2010 Intervenant pour la fête de la science: Visite du laboratoire et vulgarisation de mes travaux 
de recherche pour les classes de CM2. 
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RESUME DE LA PRODUCTION SCIENTIFIQUE 

� 10 structures déposées dans la PDB 

� 1 carte de microscopie électronique déposée dans la EMDB 

� 27 communications orales (dont 5 en tant qu’oratrice invitée depuis 2015) lors de 
séminaires/congrès/colloques nationaux et internationaux 

� 12 interventions de vulgarisation scientifique depuis 2011 

� 22 publications parues dans des journaux à comité de lecture : 

- Bonnet, …, Morlot , et al. (2017). Sci. Rep. Manuscript sous presse 
- Maréchal, …, Morlot , et al. (2016). BMC microbiology 16(1):239 
- Zapun, Morlot , Taha (2016). Antibiotics 5(4). pii:E35 
- Rodrigues, …, Morlot  (2016). Proc. Natl. Acad. Sci.USA 113(41):11585 � 
- Nourikyan, …, Morlot , et al. (2015). PLoS Genet. 11(9):e1005518 
- Jacq, …, Morlot  (2015). mBio 6(4). pii: e01108-15 � 
- Li, …, Morlot , et al. (2015). Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 71(Pt 6):1373 
- Philippe, …, Morlot , et al. (2014). Antimicrob. Agents. Chemother. 59(1):609 
- Duan, …, Morlot , et al. (2013). J. Am. Chem. Soc. 135(42):15841 
- Morlot , et al. (2013). Mol Microbiol . 90(1):88 
- Peters*, Morlot *, et al. (2013). Mol. Microbiol. 89(4):690 � 
- Morlot , et al. (2010). Genes Dev. 24(4):411 
- Doan*, Morlot* , et al. (2009). PLoS Genet. 5(7): e1000566. 
- Morlot , et al. (2007). Proc. Natl. Acad. Sci. 104:14923 
- Morlot , et al. (2007). Acta Cryst. D 63:961 
- Morlot , et al. (2007). Acta Cryst. F 63:689 
- Morlot , et al. (2005). J. Biol. Chem. 280:15984 
- Noirclerc-Savoye, …, Morlot , et al. (2005). Mol. Microbiol. 55:413 
- Morlot , et al. (2004). Mol. Microbiol. 51:1641 
- Morlot , et al. (2003). Mol. Microbiol. 50:845 
- Noirclerc-Savoye, Morlot , et al. (2003). Prot. Expr. and Purif. 30:18 
- Saves, Morlot , et al. (2002). Nucleic Acids Res. 30:4158 

* Equal contribution 

���� Corresponding authorship pour C. Morlot 
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Techniciens 

Depuis 2012 Laure Bellard, technicienne CEA permanente au laboratoire. "Structural studies 
of bacterial morphogenesis". 50%. 

(Rodrigues et al., 2016a; Jacq et al., manuscrit en prépapration). 

2015 (12 mois) Charlène Theveduide, technicienne en CDD financée par le contrat ANR 
ORBIMP (Collab. A. Zapun). "Etude structurale du complexe MurT-GatD 
impliqué dans la synthèse du peptidoglycane chez S. pneumoniae". 

Etudiants niveau technicien (BTS, L3pro) 

Juin-Oct 2012 (5 mois) Mounci Kedari, stagiaire BTS (Louise Michel, Grenoble). "Production et 
purification des amidases de la paroi de E. coli et de leurs activateurs". 100%. 

Mars 2013-Jan 2014 (11 mois)  

Jennifer Galindo, stagiaire L3 pro en alternance (Université Grenoble Alpes). 
"Structural and functional studies of MurT-GatD and Pmp23, two proteins 
involved in S. pneumoniae cell wall synthesis". 50%. 

Etudiants niveau license (L1, L2, L3) 

Juin-Juil 2016 (8 semaines) 

Elda Bauda, stagiaire L1 (Université Grenoble Alpes). "Production et purification 
de EzrA, une protéine majeure de la division chez S. pneumoniae". 50%. 

Juin-Août 2013 (3 mois) Christopher Arthaud, stagiaire L3 (Université Grenoble Alpes). "Localisation 
cellulaire du système de sécrétion Sec et des sortases chez S. pneumoniae". 100%. 

Juin-Août 2012 (3 mois) Sara El Kennani, stagiaire L2 (Université Joseph Fourier, Grenoble). 
"Localisation cellulaire de protéines Fts et Penicillin-Binding Proteins dans une 
souche de pneumocoque délétée de l’hydrolase de la paroi Pmp23". 100%. 

Jan-Juin 2002 (6 mois) Sylvain Maunier, stagiaire L3 (Université Catholique de Lyon). "Production de 
protéines Fts et PBPs de S. pneumoniae et purification des anticorps 
correspondants". 100%. 

Etudiants niveau M1 

Avril-Mai 2016 (8 semaines)  

Alicia Kerkache, stagiaire M1 (Université Grenoble Alpes). "Production et 
purification de EzrA, une protéine majeure de la division chez S. pneumoniae". 
50%. 

Avril-Juil 2014 (4 mois) Claire Rousset, stagiaire M1 (Université Grenoble Alpes). "Structural studies of 
SpoIIIAG, a protein involved in the sporulation of B. subtilis". 100%. 

Juin-Août 2011 (3 mois) Guillaume Cerardi, stagiaire M1 (UFR de pharmacie, Grenoble). "Localization 
of Penicillin-Binding Proteins in S. pneumoniae by fluorescence microscopy". 
50%. 

Etudiants niveau M2 et ingénieur 

Jan-Juil 2015 (6 mois) Christopher Arthaud, stagiaire M2 (Université Grenoble Alpes). "Morphogenesis 
of S. pneumoniae". 100%. 

(Jacq et al., manuscrit en préparation) 
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Juin-Août 2010 (3 mois) Nina Messori, stagiaire fin d’étude ingénieur (INP Phelma, Grenoble). 
"Production, purification et test d’interactions entre des protéines recombinantes 
impliquée dans la morphogenèse du pneumocoque". 100%. 

Jan-Juin 2005 (6 mois) Isma Hachi, stagiaire M2 (Université Joseph Fourier, Grenoble). 20%. 

Doctorants 

Depuis Octobre 2015 Christopher Arthaud, financement ARC 1 "Santé" (Région Rhône-Alpes). 
"Etude de la division chez S. pneumoniae". Co-direction avec T. Vernet mais 
encadrement réel à 100%. 

(Jacq et al., manuscrit en préparation) 

Oct. 2012- Avril 2016 (3 ans, 6 mois) 
Maxime Jacq, financement Labex GRAL. "Etude de la morphogenèse et de la 
division chez S. pneumoniae". Co-direction avec A.M. Di Guilmi mais 
encadrement réel à 100%. 

(Morlot et al., 2013 ; Jacq et al., 2015 ; Jacq et al., manuscrit en préparation) 

Avril-Oct 2015 (6 mois) Rachel Yunck, financement fondation Chateaubriand. Doctorante américaine 
à la Harvard Medical School (Boston, USA) (supervision : T. Bernhardt).  
"Structural studies of E. coli division". 100% pendant son séjour de 6 mois dans 
le groupe PG. 

Mai-Juil 2014 (2 mois) Courtnee Bell, financement GIANT International Internship Programm e.  
Doctorante américaine à la Alabama State University (Montgomery, USA). 
"Study of the genetic variability of the cell wall hydrolase Pmp23 in S. 
pneumoniae clinical isolates resistant to β-lactams". 100% pendant son séjour de 
2 mois dans le groupe PG. 

Post-doctorants 

2013-2014 (12 mois) Xavier Henry, financement interne groupe PG. "Structural studies of a novel 
secretion system involved in B. subtilis sporulation". 25%.  
(Rodrigues, Henry et al., 2016) 

Participation à des comités de thèses 

Depuis 2015 Chryslène Mercy. Doctorante au MMSB, Lyon. Direction de thèse: C. 
Grangeasse. "Rôle de la tyrosine-kinase CpsD dans la coordination du cycle 
cellulaire du pneumocoque et la production de la capsule polysaccharidique". 
Présidente du comité de thèse. 

2015 Catarina Tomé. Doctorante à l’IBS, Grenoble. Direction de thèse : D. Housset et 
J.M. Jault. "Structural  and  functional studies  of  the  bacterial  GTPase EngA  
to  identify  new antibiotic compounds". Membre du comité de thèse. 

2010 Vincent Marty. Doctorant à l’IBS, Grenoble. Direction de thèse : B. Franzetti. 
"Adaptation de l’Archaea halophile Halobacterium salinarum aux stress 
environnementaux : mécanismes de survie et rôle de la protéolyse intracellulaire". 
Membre du comité de thèse. 
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PUBLICATIONS:   22 + 1 EN PREPARATION   H-INDEX :  11  CITATIONS:  465 

En preparation/revision 

� Bonnet, Durmort, Campo, Mortier, VanNieuwenhze, Brun, Arthaud, Jacq, Morlot , Schoehn, Gallet, 
Moriscot, Vernet, Di Guilmi. Peptidoglycan O-acetylation is functionally related to cell division in 
Streptococcus pneumoniae. Manuscript en préparation 

� Jacq, Arthaud, Manuse, Mercy, Bellard, Peters, Gallet, Galindo, Doan, Vollmer, Brun, VanNieuwenhze, 
Di Guilmi, Vernet, Grangeasse, Morlot . The cell wall hydrolase Pmp23 is important for assembly and 
stability of the division ring in Streptococcus pneumoniae. En revision dans mBio � 

2017 

� Bonnet, Cartannaz, Tourcier, Contreras-Martel, Kleman, Morlot , Vernet, Di Guilmi (2017). 
Autocatalytic association of proteins by covalent bond formation: a Bio Molecular Welding toolbox 
derived from a bacterial adhesin. Sci. Rep. Manuscript sous presse 

2016 

� Maréchal, Amoroso, Morlot , Vernet, Coyette, Joris (2016). Enterococcus hirae LcpA (Psr), a new 
peptidoglycan-binding protein localized at the division site. BMC microbiology 16(1):239 
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I - Synthèse chronologique des travaux de recherche 

Depuis mon doctorat, mes travaux de recherche ont essentiellement porté sur l’étude structurale et 

fonctionnelle de larges complexes protéiques impliqués dans les mécanismes de morphogenèse et de 

division bactérienne et constituant des cibles thérapeutiques potentielles. Pour comprendre les processus 

étudiés d’un point de vue fonctionnel et structural, je me suis formée à des techniques complémentaires 

dans les domaines de la microbiologie cellulaire (génétique microbienne, cultures bactériennes), de la 

biologie moléculaire et de la biochimie (interactions protéine-protéine, enzymologie), de l’imagerie 

cellulaire (microscopie en fluorescence à basse et haute résolution) et de la biologie structurale 

(cristallographie des rayons X).  

J’ai choisi pour mon doctorat d’étudier les mécanismes de la morphogenèse et de la division 

bactérienne chez Streptococcus pneumoniae sous la supervision de Thierry Vernet à l’Institut de 

Biologie Structurale à Grenoble. Ce choix a d’abord été motivé par le fait que S. pneumoniae est un 

important pathogène humain, responsable de plus de 1.5 millions de morts par an dans le monde et 

présentant une résistance aux antibiotiques inquiétante. D’autre part, S. pneumoniae appartient à la 

famille morphologique des ovocoques, intermédiaire entre la forme sphérique des coques et la forme en 

bâtonnet des bacilles, et qui compte de nombreux autres pathogènes humains tels que les entérocoques 

et les streptocoques. L’étude des processus vitaux de morphogenèse et de division bactérienne chez les 

ovocoques est donc une source riche d’informations utiles au développement de nouvelles stratégies 

antibactériennes. 

Durant mon doctorat, j’ai réalisé la première caractérisation du comportement dynamique des 

complexes de croissance et de division au cours du cycle cellulaire de S. pneumoniae. J’ai localisé par 

microscopie en fluorescence le répertoire complet de ses "Penicillin-Binding Proteins" (PBPs), 

enzymes de synthèse du composant majoritaire de la paroi bactérienne, le peptidoglycane (PG). J’ai 

par ailleurs résolu la structure cristallographique de l’une d’elle, la D,D-carboxypeptidase PBP3, qui est 

impliquée dans la maturation de la paroi. Mes travaux ont abouti à la publication de cinq articles dans 

des revues à comité de lecture et un dépôt de coordonnées structurales à la Protein Data Bank (PDB) 

(Morlot et al., 2003, 2004, 2005, Noirclerc-Savoye et al., 2003, 2005).  

À la suite de mon travail de thèse, désirant compléter ma formation en cristallographie, j’ai intégré 

le laboratoire de Stephen Cusack à l’EMBL (European Molecular Biology Laboratory) de Grenoble. Ce 

laboratoire combine une excellente expertise en cristallographie, la proximité de la source de 

rayonnement synchrotron de l’ESRF (European Synchrotron Radiation Facility) et un environnement 

international enrichissant. J’ai travaillé pendant trois ans sur un projet nouveau pour le laboratoire, 

portant sur l’étude structurale des protéines humaines Slit et Roundabout (Robo), un couple ligand-

récepteur essentiel au développement du système nerveux. J’ai résolu la structure cristallographique des 

protéines Slit et Robo, ainsi que celle du complexe Slit-Robo. Ces travaux ont donné lieu à trois 
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publications dans des revues à comité de lecture et cinq dépôts de coordonnées structurales à la PDB 

(Morlot et al., 2007a, 2007b, 2007c). Portant toutefois sur une thématique très différente de tous mes 

autres projets de recherche, j’ai décidé de ne pas les décrire dans ce manuscrit. Les publications relatives 

à ces travaux pourront être consultées en annexe.  

Après cette première expérience post-doctorale, j’ai voulu rétablir un équilibre entre mes 

compétences en biologie structurale et fonctionnelle, et surtout revenir à l’étude de processus 

fondamentaux de la cellule bactérienne. J’ai donc choisi d’intégrer le laboratoire de David Rudner à 

l’école de médecine de Harvard (Harvard Medical School, HMS) à Boston aux Etats-Unis pour travailler 

sur des complexes protéiques membranaires impliqués dans la morphogenèse de la spore chez Bacillus 

subtilis. Mon premier projet a consisté à étudier un nouveau système de sécrétion composé de neuf 

protéines (SpoIIQ et SpoIIIAA-AH). En duo avec mon collègue Thierry Doan, j’ai montré que ces 

protéines forment un complexe membranaire nécessaire au maintien de l’intégrité et à la maturation de 

la préspore chez B. subtilis. Mon deuxième projet a consisté à caractériser l’activité enzymatique d’un 

couple d’hydrolases de la paroi (SpoIIP et SpoIID) nécessaire au développement de la préspore chez B. 

subtilis. Il a été réalisé en collaboration avec le laboratoire de Thomas Bernhardt (HMS, Boston), qui 

étudie la division cellulaire chez Escherichia coli et qui maitrisait la technique d’enzymologie nécessaire 

à la réalisation de ce projet. J’ai montré que la coordination des activités hydrolytiques de SpoIIP et 

SpoIID permet une dégradation séquentielle du PG lors de la sporulation, suggérant un modèle dans 

lequel la machinerie SpoIIP-SpoIID conduirait la migration de la membrane autour de la préspore. Ces 

deux projets ont fait l’objet de deux publications dans des revues à comité de lecture (Doan et al., 2009; 

Morlot et al., 2010).  

C’est à l’issue de ce stage post-doctoral que j’ai été recrutée en tant que chargée de recherche par 

le CNRS pour étudier les mécanismes de la division et de la morphogenèse bactérienne au sein du 

Groupe Pneumocoque à l’Institut de Biologie Structurale à Grenoble. Tous les projets que j’ai réalisés 

ou supervisés depuis mon arrivée au laboratoire en Janvier 2010 ont visé à décrire les mécanismes 

d’assemblage des machineries morphogénétiques bactériennes. Mes projets sont majoritairement 

centrés sur S. pneumoniae mais mon expérience post-doctorale à Boston a stimulé à mon retour en 

France des collaborations avec les groupes de D. Rudner et T. Bernhardt (HMS, Boston) pour réaliser 

l’étude structurale de divers composants de machineries protéiques impliquées dans la morphogenèse 

de la spore chez B. subtilis et la division chez E. coli, étudiés sous un angle génétique et fonctionnel 

dans les laboratoires de mes collaborateurs.   

Avec le laboratoire de T. Bernhardt, je me suis engagée dans une collaboration visant à 

comprendre les mécanismes moléculaires de l’activation des hydrolases de la paroi (les amidases AmiA, 

B et C) par les facteurs LytM (EnvC et NlpD) au cours de la division chez E. coli. J’ai résolu la structure 

cristallographique du domaine LytM de la protéine EnvC à 1.6 Å (Peters et al., 2013). L’analyse de cette 
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structure, combinée à une étude biochimique, montre un repliement identique aux endopeptidases LytM 

et la présence d’une cavité enzymatique dégénérée qui ne possède plus d’activité hydrolytique mais 

renferme le site d’interaction avec les amidases. Nous avons récemment obtenu des cristaux du 

complexe AmiB-EnvC et collecté des données de diffraction des rayons X à 2.9 Å. La résolution de la 

structure de ce complexe est en cours. 

Un deuxième projet collaboratif est né du projet réalisé dans le laboratoire de D. Rudner à Boston 

sur le complexe SpoIIIA-SpoIIQ impliqué dans la morphogenèse de la spore chez B. subtilis. A mon 

retour en France, j’ai poursuivi cette étude d’un point de vue structural (encadrement d’une partie du 

post-doctorat de X. Henry) et montré que l’un des composants du complexe (SpoIIIAG) forme de larges 

anneaux oligomériques (~ 21 nm de diamètre externe) dont nous avons résolu la structure à 35 Å par 

cryo-microscopie électronique (Rodrigues et al., 2016a). La présence d’un pore interne de 6 nm 

constitue la première donnée structurale directe qui renforce l’idée que le complexe SpoIIIA-SpoIIQ 

formerait un canal entre la cellule mère et la préspore pour la sécrétion ou le passage d’une molécule 

nécessaire au développement de la préspore. Des expériences sont en cours pour améliorer la résolution 

de cette structure et poursuivre l’étude structurale du complexe SpoIIIA-SpoIIQ. 

Ces collaborations sont menées de front avec mes projets sur la morphogenèse et la division du 

pneumocoque qui reste toutefois ma thématique de recherche principale. 

Un premier projet sur le pneumocoque porte sur la synthèse du précurseur du PG, un dissacharide-

pentapeptide lipidique appelé le Lipide II dont la synthèse a lieu dans le cytoplasme, puis au niveau de 

la face cytoplasmique de la membrane plasmique. Chez les bactéries à Gram positif, la présence d’une 

isoglutamine (iGln) en troisième position des chaines peptidiques du PG est nécessaire à leur 

transpeptidation par les PBPs. Cette iGln résulte de l’amidation d’un isoglutamate, une réaction 

catalysée par un complexe de deux protéines, l’amidotransferase GatD et la ligase MurT. J’ai été 

associée à l’étude de MurT-GatD réalisée par André Zapun dans le laboratoire et j’ai résolu la structure 

cristallographique de ce complexe à 2.9 Å de résolution. Cette structure est en cours de validation in 

vitro et in vivo par la caractérisation biochimique et cellulaire de protéines ou souches mutantes. Cette 

structure permettra sur le long terme de guider le développement de molécules antibactériennes, 

inhibitrices du complexe MurT-GatD. 

Une fois synthétisé, le précurseur Lipide II est transloqué vers la face externe de la membrane 

cytoplasmique, puis polymérisé et incorporé au PG préexistant par les PBPs et la famille des protéines 

FtsW/RodA (SEDS ou Shape, Elongation, Division and Sporulation) (Egan and Vollmer, 2013; 

Macheboeuf et al., 2006; Meeske et al., 2016). Pour préserver la morphologie et l’intégrité de la cellule, 

les PBPs et les SEDS sont assistées par un grand nombre d’autres protéines dont les fonctions incluent 

principalement la dégradation partielle du PG (les hydrolases de la paroi), l’échafaudage des machineries 

morphogénétiques (ex: l’homologue de la tubuline FtsZ), et la régulation de l’assemblage et de l’activité 
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de ces machineries dans le temps et dans l’espace (ex: la Ser/Thr kinase StkP). Chez le pneumocoque, 

il semble que ces machineries forment plusieurs sous-complexes qui interagissent de façon transitoire 

au cours du cycle cellulaire. 

Une protéine clé au sein des machineries morphogénétiques est la Ser/Thr kinase StkP, dont la 

délétion ou l’inactivation entraîne, selon les mutations introduites, une inhibition de l’élongation ou de 

la division du pneumocoque (Fleurie et al., 2012). Dans le cadre d’une collaboration avec le groupe de 

Christophe Grangeasse au laboratoire MMSB (Molecular Microbiology and Structural Biochemistry) à 

Lyon, j’ai étudié un des aspects du rôle régulateur de StkP dans la division de S. pneumoniae. Nous 

avons montré que StkP interagit physiquement avec la transpeptidase de la paroi PBP2x et caractérisé 

le complexe StkP-PBP2x de façon biochimique (Morlot et al., 2013). Il s’agit de la  première mise en 

évidence d’une interaction entre une Ser/Thr kinase et une PBP. Nous avons par ailleurs montré que 

cette interaction est nécessaire à la localisation de PBP2x au site de division.  

Un volet particulièrement obscur dans la compréhension du fonctionnement des machineries 

morphogénétiques est le rôle des hydrolases de la paroi (CWHs ou "Cell Wall Hydrolases"). Chez les 

organismes modèles E. coli et B. subtilis, les CWHs sont très nombreuses et possèdent des fonctions 

redondantes, ce qui rend leur étude fonctionnelle très difficile (Heijenoort, 2011; Vollmer et al., 2008). 

Chez le pneumocoque en revanche, il en existe un nombre limité et il semble qu’elles ne possèdent pas 

de fonctions redondantes puisque leur délétion individuelle entraîne des anomalies de forme et de 

division. Ces anomalies traduisent des défauts dans l’assemblage et/ou l’activité de la machinerie de 

division et de synthèse de la paroi (Schuster1993 ; NgWinkler2004 ; Pagliero, 2008 ; BarendtWinkler, 

2011) mais dans la majorité des cas, on ne comprend pas pourquoi ces CWHs sont nécessaires au bon 

déroulement de ces processus. J’ai donc abordé cette question à travers l’étude de l’hydrolase Pmp23 

(thèse de Maxime Jacq et stage de M2 de Christopher Arthaud). Nos données indiquent que Pmp23 

possède une activité de lysozyme bactérien nécessaire à la morphogenèse et la division du 

pneumocoque. Nous avons par ailleurs montré que l’inactivation de Pmp23 entraîne une augmentation 

du taux de réticulation de la paroi du pneumocoque, une instabilité de l’anneau Z dans le cytoplasme et 

une délocalisation partielle de MapZ, une protéine récemment identifiée comme étant impliquée dans le 

positionnement de l’anneau Z (Fleurie et al., 2014a). Nous avons également mis en évidence une 

interaction physique entre Pmp23 et la transpeptidase PBP2x. L’ensemble de nos données suggèrent que 

Pmp23 aurait une fonction de "contrôle qualité" qui corrigerait les erreurs introduites par les synthases 

de la paroi, erreurs qui peuvent mener à une délocalisation de la machinerie de division et entraîner des 

défauts de forme et de division. Ces travaux ont fait l’objet d’un manuscrit actuellement en révision dans 

le journal mBio (Jacq et al.). 

Pour comprendre comment fonctionnent les machineries morphogénétiques, il faut les imager 

dans la cellule. Dans les deux études décrites ci-dessus, la méthode utilisée pour imager les protéines in 

vivo a été la microscopie optique en fluorescence. Toutefois, dû à la diffraction de la lumière, la 
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résolution de la microcopie en fluorescence conventionnelle est limitée à ~250 nm, ce qui approxime un 

quart de la taille moyenne d’une cellule bactérienne et restreint l’observation de la structure et de la 

dynamique des machineries protéiques. Mon recrutement au CNRS a coïncidé avec l’émergence des 

techniques de microscopie super-résolue qui permettent de déterminer in vivo la structure de gros 

assemblages moléculaires à l’échelle nanométrique (Cattoni et al., 2012; Coltharp and Xiao, 2012). Pour 

dépasser les limites de l’imagerie cellulaire chez le pneumocoque et localiser in vivo les protéines de la 

division à haute résolution (~20 nm), j’ai donc choisi de développer l’usage de l’une de ces techniques, 

appelée PALM  ou "PhotoActivated Localization Microscopy", chez cette bactérie (Sengupta et al., 

2014). La première protéine étudiée a été la protéine majeure de la division, FtsZ, qui forme une structure 

annulaire (l’anneau Z) servant de plateforme d’assemblage pour les machineries morphogénétiques 

(Erickson et al., 2010). Ce projet a bénéficié d’un financement (Labex GRAL, Grenoble Alliance for 

Integrated Structural Biology) pour un étudiant en thèse (M. Jacq) que j’ai co-encadré avec ma collègue 

Anne Marie Di Guilmi, en collaboration avec des biophysiciens experts en protéines fluorescentes 

(Virgile Adam et Dominique Bourgeois de l’équipe Pixel de l’IBS). La réussite de ce projet a nécessité 

l’ingénierie de la protéine fluorescente Dendra2 et a mené à la détermination de la nanostructure de 

l’anneau Z. Cette étude PALM a révélé une architecture granulaire hétérogène de l’anneau Z, ainsi 

qu’une nouvelle corrélation entre ses dimensions et l’avancement du cycle cellulaire. Par ailleurs, nos 

données ont révélé une nouvelle sous-structure qui pourrait s’assembler juste avant la phase de 

constriction de l’anneau (Jacq et al., 2015). La mise au point de l’usage du PALM 1-couleur chez S. 

pneumoniae a constitué la première étape d’un projet de plus grande ampleur visant à élucider 

l’architecture cellulaire des machineries morphogénétiques in vivo à haute résolution. Le prochain 

objectif est de mettre en place la technique de PALM 2-couleurs afin de co-localiser des paires de 

protéines morphogénétiques et de comprendre comment elles s’organisent sur l’anneau Z. Cette mise au 

point est l’objectif principal de la thèse de C. Arthaud que je co-encadre depuis Octobre 2015 avec 

Thierry Vernet. Ces études de co-localisation en microscopie super-résolue 2-couleurs sont par ailleurs 

au cœur du projet DIVinHD dont je suis la coordinatrice et qui a obtenu un financement par l’ANR pour 

la période 2016-2021. A long terme, ces études en PALM intègreront les projets que j’ai précédemment 

décrits sur la morphogenèse et la division du pneumocoque, et possiblement le projet réalisé chez B. 

subtilis.  
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II - Développement thématique des activités de recherche 

A. Morphogenèse et division chez S. pneumoniae 

1.  Introduction 

Les processus de morphogenèse et de division sont intimement liés à la synthèse de la paroi 

bactérienne, responsable de la résistance mécanique et de la forme des bactéries. L’entité chimique 

commune et essentielle à la paroi de toutes les bactéries est le peptidoglycane (PG), un polymère 

composé de chaînes polysaccharidiques (alternance d’acide N-acétylmuramique (MurNAc) et de N-

acétylglucosamine (GlcNAc)) réticulées par des chaînes peptidiques (composées de D-Ala, D-iGln, L-

Lys, D-Ala et D-Ala chez S. pneumoniae, Fig. 1) (Vollmer et al., 2008a). 

 

Figure 1. Biosynthèse du PG chez S. pneumoniae. A. Image en cryo-microscopie électronique d’une cellule de 
S. pneumoniae en cours de division. B. Représentation schématique des étapes cytoplasmiques, membranaires et 
extracellulaires de la biosynthèse du PG. Dans les étapes cytoplasmiques, MurA et MurB synthétisent l’UDP-
MurNAc à partir d’UDP-GlcNAc. Les ligases MurC, MurD, MurE et MurF ajoutent ensuite les acides aminés L-
Alanine (LA), D-isoGlutamate, (DiE), L-Lysine (LK) et D-Alanine (DA) qui composent la chaîne peptidique de 
l’UDP-MurNAc pentapeptide. Dans les étapes membranaires, MraY phosphoryle ce dernier et le transfère sur un 
groupement undécaprenyl-phosphate pour former le Lipide I. MurG ajoute alors le GlcNAc pour former le Lipide 
II. Après amidation du D-isoglutamate en iGlutamine (DiQ) par le complexe MurT-GatD, le Lipide II est transloqué 
vers la face externe de la membrane cytoplasmique par les protéines SEDS ou par MurJ. Les chaînes de sucre sont 
alors polymérisées par les protéines SEDS et par les domaines glycosyltransférase des PBPs. Ces chaînes sont 
enfin insérées dans le réseau de PG existant par pontage covalent entre la L-Lys et l’avant-dernier D-Ala de deux 
chaînes peptidiques voisines, une réaction catalysée par les domaines transpeptidase des PBPs. 
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La perturbation de la biosynthèse du PG entraîne des dommages dont la gamme s’étend de simples 

défauts morphologiques à des brèches catastrophiques dans le réseau de PG, menant à la lyse cellulaire. 

De fait, les antibiotiques les plus couramment utilisés sont les β-lactamines, telles que les pénicillines, 

qui inhibent la biosynthèse du PG en ciblant les synthases du PG, les "Penicillin-Binding Proteins" 

ou PBPs. De nombreuses espèces bactériennes sont maintenant résistantes à ces antibiotiques, il y a 

donc un besoin urgent de développer de nouvelles molécules antibactériennes. La découverte de 

solutions thérapeutiques innovantes passe par l’étude de processus essentiels à la vie des bactéries telles 

que la synthèse du PG et la division cellulaire, qui divergent selon la composition (Gram+ caractérisée 

par une membrane interne surmontée d’une couche épaisse de PG, ou Gram- caractérisée par une 

membrane interne surmontée d’une fine couche de PG et d’une membrane externe) de l’enveloppe de 

la bactérie et la forme du microorganisme. En dépit du grand nombre de coques et ovocoques à Gram+ 

pathogènes pour l’homme (streptocoques, staphylocoques, entérocoques), la majorité des études portant 

sur les processus de morphogenèse et de division cellulaire a longtemps été menée sur des bacilles à 

Gram- ou Gram+ (Escherichia coli, Bacillus subtilis).  

a.  S. pneumoniae, un pathogène humain devenu modèle d’étude de la morphogenèse 

bactérienne 

Streptococcus pneumoniae, couramment appelé le pneumocoque, est à la fois une bactérie de 

forme ovoïde (Fig. 1A) et un pathogène humain majeur. Présente de manière asymptomatique au 

niveau du nasopharynx chez l’Homme, elle peut toutefois causer des pathologies sévères lorsqu’elle 

envahit des zones normalement stériles. D’après une estimation de l’organisation mondiale de la santé 

(OMS), 1.6 million de personnes meurent chaque année dans le monde de maladies liées au 

pneumocoque. Les populations à risque sont principalement les personnes ayant un système immunitaire 

faible (enfants de moins de 5 ans, personnes âgées ou immunodéprimées). Le pneumocoque est en 

particulier l’agent principal de la pneumonie, qui est la première cause de décès des enfants de moins de 

5 ans (30% des décès dans cette tranche d’âge).  

La transition de l’état commensal à l’état virulent n’est pas encore totalement élucidée mais il 

semblerait que suite à une diminution des défenses de l’hôte (système immunitaire et défenses 

mécaniques des voies respiratoires), le pneumocoque puisse coloniser des organes qui sont normalement 

stériles (sphère ORL, poumons, sang ou cerveau), causant différentes infections et provoquant des 

maladies plus ou moins graves en fonction du site d’infection. Les infections de moindre gravité et de 

plus forte incidence incluent des otites moyennes, des sinusites ou encore des bronchites. Les autres 

infections correspondent aux pneumonies, méningites et septicémies. Les pneumonies dues au 

pneumocoque représentent 30 à 50% des pneumonies bactériennes, le reste des pneumonies étant 

essentiellement dues à la bactérie Haemophilus influenzae ou au virus respiratoire syncytial. Le passage 

du pneumocoque dans la voie sanguine est encore mal compris mais il semble qu’il s’effectuerait à partir 
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d’un organe infecté (poumons, sphère ORL). Une fois dans le sang, le pneumocoque peut atteindre 

différents organes, et notamment le cerveau, provoquant une méningite (inflammation des méninges et 

du liquide céphalorachidien). La dissémination du pneumocoque par voie sanguine peut enfin atteindre 

l’ensemble de l’organisme, provoquant une septicémie. En France, dans les années 2000, les maladies 

dues au pneumocoque étaient estimée à 132 000 pneumonies, 5 000 septicémies et 400-500 méningites 

par an (Black et al., 2004; Gaillat, 1998). 

Le pouvoir pathogène du pneumocoque est lié à sa capacité à déclencher une réponse 

inflammatoire au niveau des tissus colonisés et au relargage de la pneumolysine, une toxine qui forme 

des pores dans les cellules de l’hôte et mène à leur lyse, et qui interfère également avec la fonction des 

cellules et molécules de l’immunité innée (Baba et al., 2001; Hirst et al., 2004). 

Les infections à pneumocoques peuvent être prévenues par vaccination des personnes à risque. Les 

vaccins, qui sont élaborés à partir de polysaccharides capsulaires, ciblent 7 ou 23 types capsulaires 

(Prevenar PnC7 (Pfizer) et Pneumovax23 (Merck)) et la grande diversité des types capsulaires du 

pneumocoque rend la couverture vaccinale partielle. En cas d’infection, la famille d’antibiotiques la plus 

couramment utilisée est celle des β-lactamines, qui inhibent les PBPs. Les premières souches de 

pneumocoque résistantes aux β-lactamines sont apparues dans les années 70 et depuis, sa capacité à 

échanger du matériel génétique avec des souches de la même espèce ou d’espèces voisines (S. mitis, S. 

pyogenes, …) a causé l’expansion croissante et inquiétante de la résistance de S. pneumoniae aux β-

lactamines, basée sur l’expression de PBPs mutantes, d’affinité diminuée pour les antibiotiques. S. 

pneumoniae a été répertoriée dans la liste des 12 espèces bactériennes les plus menaçantes en termes de 

résistance aux antibiotiques dans le dernier rapport de l’OMS (2017) et il est donc nécessaire de 

rechercher de nouvelles stratégies pour lutter contre cette bactérie, ce qui nécessite une compréhension 

fine de ses mécanismes fondamentaux tel le processus de division cellulaire.  

La difficulté à effectuer des recherches sur S. pneumoniae a longtemps été due à la pauvreté des 

outils de biologie cellulaire utilisables chez ce micro-organisme. Au cours de ma thèse (2000-2003), j’ai 

contribué au développement de ces outils en mettant au point la méthode d’imagerie des cellules de 

pneumocoque par immunofluorescence qui a révélé des aspects nouveaux et inattendus pour la division 

des coques (Morlot et al., 2003, 2004; Noirclerc-Savoye et al., 2005). Plus récemment, de nouveaux 

outils de génétique et de microscopie en fluorescence ont été développés pour l’étude de processus 

cellulaires chez S. pneumoniae (Eberhardt et al., 2009; Sung et al., 2001). Depuis mon recrutement au 

CNRS en 2010, j’ai acquis une bonne expertise dans l’utilisation de ces nouveaux outils et j’ai également 

contribué à leur développement pour étudier la morphogenèse et la division du pneumocoque, 

notamment à travers le développement de l’usage d’une technique de microscopie super-résolue chez 

cette bactérie (Jacq et al., 2015; Morlot et al., 2013). S. pneumoniae est aujourd’hui devenu le modèle 

majeur pour l’étude de la morphogenèse et de la division chez les ovocoques, qui sont largement 

représentés parmi les espèces pathogènes (streptocoques et entérocoques).  
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b.  Synthèse du peptidoglycane : rôle des protéines Mur, PBPs et SEDS 

L’assemblage du PG débute dans le cytoplasme avec la synthèse de son précurseur, le Lipide II , 

un disaccharide MurNAc-GlcNAc associé à une chaîne pentapeptidique (L-Ala, D-isoGln, L-Lys, D-

Ala, D-Ala) et lié à la membrane par un groupement undécaprényl phosphate (Fig. 1B). Cette synthèse 

résulte d’une cascade de réactions enzymatiques réalisées par la famille des protéines Mur qui 

assemblent étape par étape les différents blocs saccharidiques, peptidiques et lipidiques du Lipide II 

(Fig. 1B) (Barreteau et al., 2008; Bouhss et al., 2008; Kouidmi et al., 2014; Matteï et al., 2010).  

J’ai étudié la structure tridimensionnelle de l’une des protéines Mur (MurT ) en complexe avec 

son partenaire GatD et ces travaux sont décrits dans le paragraphe II.A.2.a. 

Suite à sa synthèse cytoplasmique, le Lipide II est transloqué vers la face externe de la membrane 

cytoplasmique par la protéine MurJ  et/ou par les protéines SEDS (Shape, Elongation, Division, 

Sporulation) FtsW et RodA (Fig. 1B), respectivement essentielles à la division et à l’élongation du 

pneumocoque (Meeske et al., 2016; Mohammadi et al., 2011; Noirclerc-Savoye et al., 2013; Ruiz, 2016; 

Zapun et al., 2012). 

Les dernières étapes de l’assemblage du PG sont extracellulaires et nécessitent la combinaison 

d’activités transglycosylase (GT) pour la polymérisation des chaînes de sucre et transpeptidase (TP) 

pour la réticulation des chaînes peptidiques. Ces réactions sont assurées par les PBPs et les protéines 

SEDS (FtsW et RodA) (Meeske et al., 2016; Sauvage et al., 2008). Les PBPs sont ancrées ou accolées 

à la membrane cytoplasmique via un segment transmembranaire ou une hélice amphiphile. Leurs 

domaines fonctionnels sont localisés à la surface de la cellule et définissent une classification en trois 

groupes (Ghuysen, 1991). La catégorie des PBPs de haute masse moléculaire est divisée en deux classes: 

la classe A est constituée d’enzymes bi-fonctionnelles possédant les activités GT et TP (PBP1a, 

PBP2a et PBP1b chez S. pneumoniae) et fonctionne de façon autonome, alors que la classe B est 

constituée de PBPs mono-fonctionnelles portant l’activité TP, ces dernières fonctionnant en binôme 

avec une protéine SEDS qui assure l’activité GT (paires PBP2x / FtsW et PBP2b / RodA chez S. 

pneumoniae) (Meeske et al., 2016; Sauvage et al., 2008). Enfin, la catégorie des PBPs de faible masse 

moléculaire est constituée d’enzymes ayant une activité endopeptidase ou D,D-Carboxypeptidase 

(D,D-CPase) (PBP3 ou DacA chez S. pneumoniae). Les activités TP et D,D-CPase sont inhibées par 

les antibiotiques de la famille des β-lactamines, telles que les pénicillines. Les activités enzymatiques 

des PBPs ont été beaucoup étudiées au cours des 50 dernières années. En revanche, l’activité GT des 

protéines SEDS, qui comportent dix segments transmembranaires, n’a été découverte que récemment et 

reste donc à caractériser d’un point de vue biochimique et structural (Meeske et al., 2016; Sauvage et 

al., 2008).  

Les études que j’ai réalisées sur les PBPs, qui incluent mes travaux de thèse et une partie des 

travaux de M. Jacq dont j’ai co-supervisé la thèse, sont décrites dans les paragraphes II.A.2.b et II.A.2.c. 
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Figure 2. Les hydrolases de la paroi (CWHs) chez S. pneumoniae. A. Schéma représentant les sites de clivages, 
connus ou putatifs, du PG par les CWHs. Les activités enzymatiques qui n’ont pas été confirmées biochimiquement 
sont indiquées par des points d’interrogation. Les cercles vert foncé et vert clair représentent respectivement le 
MurNAc et le GlcNAc dans les chaînes de sucre du PG. Les losanges cyans, violets, jaunes et roses représentent 
respectivement les résidus L-Ala, D-iGln, L-Lys et D-Ala qui composent les chaînes peptidiques du PG. B. 
Topologie des CWHs impliquées dans la morphogenèse du pneumocoque et phénotypes des souches de délétion 
ou de déplétion observés en microscopie électronique. Les différents domaines sont représentés par des rectangles 
de couleur verte pour les domaines cytoplasmiques, noire pour les peptides signal, gris foncé pour les domaines 
transmembranaires ou associés aux membranes, cyan pour les domaines  N-acetylmuramidase, rose pour les 
domaines D,D- ou L,D-carboxypeptidase (CPase), violette pour les domaines CHAP, orange pour les domaines 
d’interaction protéine-protéine et blanche pour les domaines de fonction inconnue. Les souches observées sont de 
type sauvage (ii , iv et vi), des mutants de délétion de DacA (i), DacB (iii ), Pmp23 (v), MltG (vii ) ou un mutant de 
déplétion de PcsB (iv) (D’après (Barendt et al., 2011; Ng et al., 2004; Pagliero et al., 2008; Schuster et al., 1990; 
Tsui et al., 2016). 
 

c.  Hydrolyse du peptidoglycane : rôle des hydrolases de la paroi 

Outre les PBPs et les SEDS qui assurent la synthèse du PG, le cycle de croissance et de division 

bactérienne requiert une famille d’enzymes dont l’étude a été relativement négligée jusqu’à récemment: 

les hydrolases de la paroi (CWHs ou "Cell Wall Hydrolases"). Ces dernières catalysent diverses 

réactions d’hydrolyse du PG qui incluent des activités peptidase, amidopeptidase et glycosidase (Fig. 

2A) (Heijenoort, 2011; Vollmer et al., 2008b). Chez S. pneumoniae il existe au moins 12 CWHs  (Fig. 

2A) ; certaines sont impliquées dans l’autolyse et l’action fratricide du pneumocoque (LytA, LytB, 

LytC, CBPD) alors que d’autres sont impliquées dans le remodelage du PG et le maintien de la forme 
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bactérienne (DacA, DacB, PcsB, Pmp23, MltG, Spr1875, Spr0890 et Spr0168) (Barendt et al., 2011; 

Tsui et al., 2016). La fonction exacte de la plupart de ces hydrolases reste encore non élucidée. 

La première CWH identifiée comme acteur de la morphogenèse du pneumocoque est DacA 

(PBP3, gène dacA), une D,D-CPase qui clive les deux derniers résidus (D-Ala-D-Ala) portés par les 

chaînes peptidiques du PG, générant des tétrapeptides qui ne peuvent plus être utilisés par les PBPs. Sa 

délétion entraîne des défauts morphologiques incluant des cellules arrondies et un mauvais 

positionnement des septa (Fig. 2B) (Barendt et al., 2011; Schuster et al., 1990). J’ai étudié la fonction et 

la structure de DacA au cours de ma thèse et ces travaux seront décrits dans le paragraphe II.A.2.e.i.  

DacB (gène spr0554) est une L,D-CPase également impliquée dans la maintenance de la forme 

du pneumocoque. Elle ne peut cliver que les produits tétrapeptidiques générés par DacA et sa délétion 

entraîne des évènements de division désordonnés qui se traduisent par des cellules arrondies, allongées 

ou plus petites (Fig. 2B) (Barendt et al., 2011; Schuster et al., 1990).  

PcsB (gène spr2021) est une CWH essentielle dont la déplétion altère la séparation des cellules 

filles et entraîne des formes irrégulières et la présence de septa mal positionnés (Fig. 2B) (Barendt et al., 

2011; Ng et al., 2004). Localisée au site de division, elle possède un domaine CHAP (Cysteine, 

Histidine-dependent Amidohydrolases/Peptidases) qui en fait une N-acetylmuramoyl-L-alanine 

amidase ou une endopeptidase potentielle (Fig. 2A). Son activité hydrolytique serait auto-inhibée et 

activée par une interaction avec les protéines de division FtsE et FtsX (Bartual et al., 2014; Sham et al., 

2011).  

Parmis les CWHs morphogénétiques, on compte également Pmp23 (gène spr0930), dont la 

délétion entraîne des aberrations morphologiques incluant des angles de septation non parallèles et des 

cellules déformées ou allongées (Fig. 2B.v) (Barendt et al., 2011; Pagliero et al., 2008). Les travaux sur 

Pmp23 que j’ai encadrés au cours de la thèse de M. Jacq et du M2 de C. Arthaud sont décrits dans le 

paragraphe II.A.2.e.ii.  

MltG  (gène spr1370) est une CWH membranaire identifiée récemment. Homologue de 

l’endoglycosylase lytique MltG de E. coli, son inactivation entraine une forme arrondie des cellules 

(Fig. 2B.vii) et lève le caractère essentiel des synthases PBP2b et RodA, suggérant un modèle dans 

lequel MltG libèrerait les brins glycanes synthétisés par PBP1a pour qu’ils puissent être incorporés au 

PG existant par le couple PBP2b/RodA (Tsui et al., 2016; Yunck et al., 2016).  

Le génome de S. pneumoniae code enfin pour 3 autres CWHs potentielles de fonction inconnue: 

Spr1875 et Spr0890 seraient des N-acétylmuramidases et Spr0168 serait une L,D-CPase. La délétion 

individuelle de ces CWHs n’entraîne pas de phénotype morphologique, suggérant qu’elles pourraient 

avoir un rôle redondant avec d’autres CWHs (Barendt et al., 2011).  
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L’action hydrolytique des CWHs étant potentiellement létale, leur activité doit être coordonnée à 

l’activité des PBPs et finement régulée dans le temps et dans l’espace. Un déséquilibre dans l’activité 

de ces deux familles enzymatiques peut être effectivement dramatique pour la cellule. Ainsi lorsque 

l’activité TP des PBPs est inhibée par les β-lactamines, l’activité hydrolytique anarchique des CWHs 

entraîne la lyse cellulaire. 

 

d.  Les machineries morphogénétiques 

La synthèse et le remodelage du PG doivent non seulement être coordonnés entre eux, mais ils 

doivent également être couplés aux autres processus liés à la division bactérienne, telle que la synthèse 

et la constriction de la membrane cytoplasmique. La coordination de tous ces processus repose sur un 

réseau complexe d’interactions physiques et/ou fonctionnelles incluant les flippases du précurseur 

Lipide II du PG, des synthases du PG (PBPs et protéines SEDS), des CWHs, des protéines régulatrices 

(ex : StkP) et des protéines structurales (ex : FtsZ, EzrA, DivIVA, GpsB). De nombreuses données 

génétiques, moléculaires et cellulaires suggèrent que la plupart de ces interactions s’établissent au sein 

de larges complexes protéiques appelés "machineries morphogénétiques" échafaudées initialement 

par la protéine du cytosquelette FtsZ  (den Blaauwen et al., 2008; Holtje, 1998; Typas et al., 2012; Zapun 

et al., 2012). FtsZ est un homologue de la tubuline eucaryote qui, lorsqu’elle se lie au GTP, polymérise 

pour former au centre de la bactérie une structure annulaire appelée l’anneau Z (Fig. 3A) (Erickson et 

al., 2010). De récentes études en microscopie super-résolue ont montré que l’anneau Z est constitué 

d’amas hétérogènes de filaments de FtsZ (voir section II.A.2.c) (Biteen et al., 2012; Fu et al., 2010; 

Holden et al., 2014; Meier and Goley, 2014). L’hydrolyse du GTP entraîne la courbure des filaments de 

FtsZ avant de provoquer leur dépolymérisation (Erickson et al., 2010; Li et al., 2013). Les cycles 

successifs de polymérisation et dépolymérisation de FtsZ vont ainsi permettre un mouvement en "tapis 

roulant" des filaments de FtsZ et une constriction progressive de l’anneau Z au cours du cycle cellulaire, 

ce qui va participer à la force motrice nécessaire à la constriction membranaire (Erickson et al., 2010). 

FtsZ est la première protéine recrutée au site de division et diverses études (réalisées chez les bacilles et 

chez les coques) ont montré qu’elle recrute de façon directe de nombreuses protéines morphogénétiques 

localisées dans le cytoplasme (ex : FtsA, EzrA), et de façon indirecte un certain nombre de protéines 

localisée à la surface de la cellule, ce qui inclue les PBPs à travers une interaction avec EzrA et GpsB 

(Claessen et al., 2008; Egan and Vollmer, 2013; Fleurie et al., 2014b; Maggi et al., 2008). FtsZ échafaude 

donc la machinerie de synthèse du PG septal et une étude récente combinant diverses techniques de 

microscopie de fluorescence a montré que le mouvement en "tapis roulant" des filaments de FtsZ permet 

de véhiculer cette machinerie autour du site de division, dans les deux sens de rotation (Bisson-Filho et 

al., 2017; Yang et al., 2017). 
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Figure 3. Les machineries morphogénétiques chez S. pneumoniae. A. Schéma de la polymérisation de FtsZ 
lors de sa liaison au GTP, et de la formation d’une structure annulaire (l’anneau Z) constituée d’amas hétérogènes 
de filaments de FtsZ au site de division. Le schéma inférieur montre le modèle de synthèse du PG septal couplé 
au mouvement en "tapis roulant" des filaments de FtsZ qui véhiculent les synthases du PG (d’après Bisson-Filho 
et al., 2017). B. MapZ guide la localisation de FtsZ au site de division du pneumocoque. Les images de microscopie 
en fluorescence montrent la localisation de MapZ et FtsZ dans une même cellule de S. pneumoniae. Ces 
localisations sont schématisées sur le panneau de gauche qui donne également la proportion de chacune des 
localisations dans la population bactérienne. C. Composition des machineries morphogénétiques liées à 
l’élongation (synthèse de paroi périphérique) et à la division (synthèse de paroi septale) chez S. pneumoniae. La 
kinase StkP est représentée à cheval entre les deux machineries car elle est impliquée dans la régulation de 
l’élongation et de la division à travers la phosphorylation (P) de DivIVA et celle de FtsZ. Milieu extra., milieu 
extracellulaire; CWHs, Cell Wall Hydrolases. Sous ce schéma, sont montrées des images de microscopie à 
balayage d’une souche de S. pneumoniae sauvage (i), ∆stkP (élongation défectueuse) (ii)  et stkP-K42M (division 
défectueuse) (iii)  (d’après Fleurie et al., 2012). Les barres d’échelle correspondent à 1 µm. D. Images de 
microscopie en fluorescence conventionnelle montrant la co-localisation de FtsZ et de PBP2b, qui forment des 
structures annulaires au site de division dans la souche sauvage de S. pneumoniae (WT) et des structures 
hélicoïdales (pointées par des flèches blanches) dans une souche délétée de GpsB (∆gpsB) (d’après Fleurie et al., 
2012). Les barres d’échelle correspondent à 1 µm. E. Représentation d’un filament de FtsZ sous l’arche formée 
par EzrA. FtsZ et EzrA de S. pneumoniae ont été modélisés à partir de la structure de FtsZ (code PDB 2VAM) et 
d’EzrA (code PDB 4UXV) de B. subtilis sur le site de Swiss Model. Chez EzrA, les 5 répétitions composées d’un 
faisceau de triple hélice sont montrées en jaune (répétition 1, EzrA27-133), vert (répétition 2, EzrA134-220), bleu 
(répétition 3, EzrA221-308), vert d’eau (répétition 4, EzrA309-406) et en cyan (répétition 5, EzrA407-503). Le faisceau C-
terminal composé d’une quadruple hélice est coloré en gris et le filament de FtsZ en rose. Ce modèle d’interaction 
est spéculatif et l’interface entre FtsZ et EzrA reste à déterminer. (D’après Cleverley et al., 2014). 
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FtsZ est elle-même positionnée au site de division par la protéine MapZ  (Mid-cell Anchored 

protein Z), également nommée LocZ (Fleurie et al., 2014a; Grangeasse and Lesterlin, 2015; Holečková 

et al., 2015). MapZ possède un domaine cytoplasmique dont la région N-terminale (les 41 premiers 

acides aminés) interagit avec FtsZ. Ce domaine est par ailleurs phosphorylé par la Ser/Thr kinase StkP 

qui est un régulateur majeur de la division chez S. pneumoniae (Fleurie et al., 2014a). En aval de ce 

domaine cytoplasmique, MapZ possède un segment transmembranaire ainsi qu’un domaine 

extracellulaire qui se lie au PG et guide sa localisation septale (Fleurie et al., 2014a; Manuse et al., 

2016a). Au début du cycle cellulaire, l’apparition d’un anneau de MapZ au site de division précède 

l’apparition de l’anneau Z. L’anneau unique de MapZ se dédouble ensuite en deux anneaux qui resteront 

positionnés aux futurs sites de division des cellules filles et s’éloigneront progressivement au fur et à 

mesure que la paroi est synthétisée en périphérie du septum parental (élongation) (Fig. 3B). Après 

dédoublement de l’anneau initial de MapZ, un troisième anneau apparaît au site de division de la cellule 

mère. Comme pour les enzymes de synthèse de la paroi, sa constriction est retardée par rapport à celle 

de l’anneau Z. En absence de MapZ ou lorsque MapZ est délocalisée, l’anneau Z présente des défauts 

de positionnement et de structure, ce qui engendre des défauts de division et de forme cellulaire (Fleurie 

et al., 2014a). L’ensemble de ces observations suggère un modèle dans lequel le domaine cytoplasmique 

de MapZ recruterait FtsZ au site de division du pneumocoque, MapZ se dédoublerait ensuite en deux 

anneaux qui marqueraient la position des futurs sites de division des cellules filles grâce à l’interaction 

du domaine extracellulaire de MapZ avec la paroi, supposée de composition particulière sur ces sites. 

La fonction du troisième anneau MapZ reste inconnue mais elle pourrait être nécessaire à la constriction 

de FtsZ (Fleurie et al., 2014a).  

La complexité de la forme bactérienne requiert différents modes d’insertion du PG. L’un permet 

l’élongation de la bactérie et est catalysé par une machinerie morphogénétique appelée l’"élongasome", 

l’autre permet à la bactérie de se diviser et est catalysé par une machinerie appelée le "divisome" 

(Blaauwen et al., 2008; Szwedziak and Löwe, 2013). Chez S. pneumoniae, différentes observations 

supportent l’existence d’un mode de synthèse de la paroi dédié à l’élongation (synthèse de PG 

périphérique) et d’un mode dédié à la division (synthèse de PG septale) (Fig. 3C). Notamment, 

l’altération de la fonction de certaines PBPs ou de la Ser/Thr kinase StkP (par génétique ou utilisation 

d’antibiotiques spécifiques) résulte en des morphologies sphériques ou allongées, traduisant un arrêt de 

la synthèse de PG liée à l’élongation ou à la division (Fig. 3C) (Berg et al., 2013; Fleurie et al., 2012; 

Philippe et al., 2015). Ces observations soutiennent l’idée qu’il existe deux types de synthèse du PG 

chez S. pneumoniae, la synthèse septale et la synthèse périphérique, qui sont catalysées par un 

divisome et un élongasome qui pourraient partager des composants communs mais qui contiennent 

également des protéines spécifiques puisque leur fonctionnement peut être découplé.  
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L’interdépendance spatio-temporelle des machineries morphogénétiques chez le pneumocoque 

reste une question non résolue. En résumé, l’élongasome et le divisome semblent former un complexe 

unique au début du cycle cellulaire, puis former deux complexes distincts, sans que l’on exactement 

quand et comment cette scission apparaît. Je me suis intéressée à cette question au cours de ma thèse en 

étudiant la localisation de FtsZ et des PBPs au cours du cycle cellulaire par microscopie en fluorescence 

conventionnelle (résolution limitée à ~250 nm) (travaux détaillés dans le paragraphe II.A.2.b). Ces 

travaux ont notamment montré que PBP2b et PBP1a (impliquées dans l’élongation), ainsi que PBP2x 

(impliquée dans la division), co-localisent avec FtsZ au centre de la cellule en phase pré-divisionnelle  

(Figs. 4A et 6A) (Morlot et al., 2003). Plus récemment, des études réalisées dans le laboratoire de C. 

Grangeasse ont confirmé cette observation et montré que cette co-localisation persiste dans de nombreux 

mutants morphogénétiques (variants stkP, ∆gpsB, ∆divIVA, …), y compris lorsque l’anneau Z adopte 

des structures aberrantes telles que des hélices (Fig. 3D) (Fleurie et al., 2014b). L’ensemble de ces 

données suggère que chez S. pneumoniae, en début de cycle cellulaire, les machineries de synthèse 

septale et périphérique forment un complexe protéique unique recruté et échafaudé par FtsZ au 

site de division (Fig. 3C). La connexion entre l’anneau Z et les PBPs est assurée par une interaction 

entre l’anneau Z et EzrA , une protéine possédant un domaine soluble localisé dans le cytoplasme et 

ancrée à la membrane par un segment transmembranaire N-terminal (Fig. 3E) (Haeusser et al., 2004; 

Singh et al., 2007). EzrA interagit directement avec les PBPs ou indirectement via GpsB, qui interagit 

elle-même avec les PBPs (Claessen et al., 2008; Fleurie et al., 2014b). Sa forme en fer à cheval et sa 

taille suggère que plusieurs protéines de la division (FtsZ, GpsB, DivIVA, …) pourraient être 

accommodées sous l’arche formée par EzrA, dont le diamètre mesure environ 120 Å (Fig. 3E) 

(Cleverley et al., 2014). 

La dépendance spatiale entre FtsZ et les machineries morphogénétiques ne persiste pas tout au 

long du cycle cellulaire puisque mes travaux de thèse ont montré que même à basse résolution, il est 

possible de visualiser un retard de localisation des PBPs par rapport à l’anneau Z (Fig. 6A) (Morlot et 

al., 2003). Récemment, des expériences de 3D-SIM (3D-Structured Illumination Microscopy, résolution 

d’~110 nm) combinées à une méthode de moyennage d’images en microscopie en fluorescence 

conventionnelle ont également révélé que PBP2b présente un retard de localisation par rapport à PBP2x 

(Fig. 4A) (Land et al., 2013; Tsui et al., 2014). Ces études ont également montré que PBP1a, MreC et 

StkP adoptent le même profil de localisation que PBP2b. En ce qui concerne PBP1a, ces travaux 

supportent des données plus anciennes montrant que la délétion du gène pbp1a génère des cellules de 

diamètre et de longueur réduits, suggérant un rôle dans l’élongation du pneumocoque (Land and 

Winkler, 2011). Certaines protéines semblent donc appartenir spécifiquement à la machinerie 

d’élongation (PBP2b, PBP1a, RodA et MreC ) ou de division (PBP2x, FtsW). En revanche, d’autres 

protéines pourraient participer aux deux machineries. C’est par exemple le cas de StkP, une protéine 

bitopique possédant un domaine Ser/Thr kinase intracellulaire, un segment transmembranaire et un 
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domaine extracellulaire composé de quatre domaines PASTA (PBPs And Ser/Thr kinase Associated 

domain) qui se lient au PG (Manuse et al., 2016b). Des études réalisées dans le laboratoire de C. 

Grangeasse ont montré que la délétion de StkP ou de son domaine kinase inhibe l’élongation du 

pneumocoque alors que la délétion de son domaine de liaison au PG, ou l’inactivation de son activité 

kinase inhibe la division (Fig. 3C) (Fleurie et al., 2012). StkP est donc impliquée dans les deux modes 

de synthèse du PG. En accord avec cette idée, StkP est localisée au site de division et activée par une 

protéine nécessaire à la division du pneumocoque, GpsB, mais phosphoryle une protéine nécessaire à 

l’élongation, DivIVA (Fig. 4B-C) (Fleurie et al., 2012, 2014b). Par ailleurs, j’ai montré une interaction 

directe entre StkP et PBP2x (impliquée dans la division), ainsi qu’un rôle de StkP dans la localisation 

de PBP2x (Morlot et al., 2013). Ces travaux sont décrits dans le paragraphe II.A.2.d. 

 

Figure 4. Localisation des machineries morphogénétiques et régulation de la synthèse de PG périphérique 
et septale chez S. pneumoniae. A. Reconstitution des différentes étapes du cycle cellulaire du pneumocoque à 
partir d’images moyennées de contraste de phase (CP) et de microscopie en fluorescence conventionnelle. Les 
cellules observées ont été cultivées en présence de vancomycine fluorescente (PG) et expriment des versions de 
PBP2b, MreC, PBP1a, StkP, PBP2x, FtsZ ou GpsB fusionnées à la GFP ou à des étiquettes HA ou FLAG. Sous 
les images de microscopie est montrée une schématisation du mécanisme de découplage des machineries 
morphogénétiques (cytokinèse en jaune, élongation en rose et septation en bleu) au cours du cycle cellulaire. Sur 
ce schéma, le site de division est représenté selon l’axe longitudinal de la cellule. B. Images de microscopie en 
fluorescence conventionnelle montrant la forme de cellules de pneumocoques de type sauvage (WT), délétée de 
GpsB (∆gpsB) ou de DivIVA (∆divIVA), ainsi que la localisation de FtsZ dans ces souches. Les barres d’échelle 
correspondent à 1 µm. C. Modèle schématique de la régulation de la synthèse de paroi par StkP, DivIVA et GpsB. 
La forme non-phosphorylée de DivIVA est nécessaire à l’élongation (synthèse de PG périphérique). GpsB recrute 
StkP au site de division où elle phosphoryle DivIVA, ce qui active la division (synthèse de PG septale) et inhibe 
la synthèse de paroi périphérique. EzrA connecte l’anneau Z à la machinerie de synthèse du PG à travers une 
interaction avec DivIVA et GpsB. (D’après Land et al., 2013;  Fleurie et al., 2014b; Tsui et al., 2014). 
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L’ensemble de ces données suggèrent un modèle dans lequel au début du cycle cellulaire du 

pneumocoque, l’anneau Z sert de plateforme d’assemblage pour les machineries d’élongation et de 

septation qui ne formeraient alors qu’un seul complexe protéique au site de division. FtsZ interagit avec 

la protéine structurale EzrA qui interagit elle-même avec les PBPs et DivIVA, dont la forme non 

phosphorylée stimulerait l’activité de la machinerie d’élongation. L’arrivée de GpsB au site de division 

recruterait ensuite StkP, qui recruterait elle-même PBP2x. L’activation de l’activité kinase de StkP par 

GpsB entraînerait la phosphorylation de DivIVA, inhibant l’activité de la machinerie d’élongation et 

stimulant celle de la machinerie de septation. C’est probablement à cette étape-là que FtsZ, les 

machineries d’élongation et de septation se découplent spatialement, à travers un mécanisme qui reste à 

élucider. 

 

2. Travaux réalisés 

a.  Synthèse cytoplasmique du précurseur du PG: structure du complexe MurT-GatD 

Contexte temporel et financier: travaux présents (IBS, Grenoble). Financement IMMI-INSERM/Astra 
Zeneca PATI (2014-2018, coordonné par. A. Zapun, IBS, Grenoble).  

Collaboration: au sein du groupe Pneumocoque (IBS) avec A. Zapun, porteur du projet. 

Chez les bactéries à Gram positif, la réticulation des chaînes peptidiques du PG par les PBPs 

nécessite la présence d’une D-isoglutamine (iGln) en 2ème position. Cette iGln résulte de la 

transformation d’un D-glutamate (Glu) en iGln, une réaction catalysée dans le cytoplasme par un 

complexe de deux protéines, MurT  et GatD (Münch et al., 2012; Zapun et al., 2013). La glutaminase 

GatD transfère un groupement amine porté par une Gln vers le site actif de la ligase MurT qui, après 

phosphatation du Lipide II, ligue le groupement amine sur le résidu Glu en 2ème position de la chaine 

peptidique du Lipide II (Fig. 5A). Cette réaction est essentielle à la survie du pneumocoque (données 

non publiées, communiquées par L. Harvarstein) et constitue donc une cible thérapeutique potentielle.  

L’étude du complexe MurT-GatD est menée dans le laboratoire par A. Zapun qui m’a sollicitée 

au début de l’année 2014 pour cristalliser le complexe et résoudre sa structure cristallographique. J’ai 

donc pris en charge l’étude structurale de MurT-GatD, ce qui a inclus la supervision d’une étudiante en 

BTS (Jennifer Galindo) et d’une technicienne (Charlène Thedevuide). Nous avons obtenu des cristaux 

du complexe qui diffractaient à 6 Å, puis à 2.9 Å après optimisation de leurs conditions de croissance et 

de congélation. J’ai résolu cette structure par la méthode SIRAS (Single Isomorphous Replacement with 

Anomalous Signal) à partir de données natives et anomales collectées sur des cristaux natifs et des 

dérivés séléniés. 

La structure du complexe a révélé une interface composée de deux régions, l’une majoritairement 

hydrophobe et l’autre renfermant majoritairement des interactions électrostatiques. Le site actif de GatD, 
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qui abrite une Gln dans la forme cristallisée du complexe, se situe entre ces deux régions de contact et 

s’ouvre vers l’une des entrées de la cavité enzymatique de MurT (Fig. 5B). La sortie du site actif de 

GatD et l’entrée de celui de MurT sont toutefois bloquées par la présence de résidus portant des chaines 

latérales volumineuses et potentiellement par la présence d’une boucle flexible chez MurT. Ces 

observations suggèrent que l’activité du complexe MurT-GatD pourrait être régulée de façon similaire 

à d’autre complexes glutaminase-synthase: sans la présence du Lipide II dans le site actif de MurT, la 

sortie du site actif de GatD resterait bloquée, inhibant son activité glutaminase (List et al., 2012). 

L’arrivée du Lipide II induirait un changement conformationnel de GatD et MurT, libérant l’entrée du 

site actif de MurT et la sortie de celui de GatD, activant ainsi l’activité glutaminase de cette dernière et 

permettant la diffusion de l’ammoniac (NH3) de GatD vers MurT. Des tests d’activité enzymatique 

réalisés in vitro avec des mutants de GatD et de MurT, ainsi que la caractérisation (viabilité, croissance 

et morphologie) de souches de S. pneumoniae exprimant ces mêmes mutants sont en cours pour tester 

notre modèle. 

La réaction catalysée par le complexe MurT-GatD est essentielle à la survie de la bactérie et ce 

complexe est conservé chez des espèces pathogènes très importantes (S. aureus, M. tuberculosis). Le 

complexe MurT-GatD constitue de ce fait une nouvelle cible antibactérienne potentielle et l’obtention 

de sa structure cristallographique constitue la première étape vers la recherche de molécules inhibitrice 

à effet antibactérien. 

 

Figure 5. Le complexe MurT-GatD qui catalyse l’amidation du Lipide II. A.  Schématisation de la réaction 
d’amidation du Lipide II catalysée par le complexe MurT-GatD. L’hydrolyse d’une glutamine (Gln) dans le site 
actif de GatD libère de l’ammoniac qui diffuse vers le site actif de MurT. En présence d’ATP, MurT active le 
groupement carboxyle de la D-isoGlu portée par le Lipide II, puis ligue l’ammoniac sur ce même groupe, générant 
ainsi du Lipide II amidé. B. Représentation en ruban du complexe MurT-GatD de S. pneumoniae. La surface des 
protéines est affichée en mode semi-transparent. MurT est colorée en violet, GatD en rose. Les résidus catalytiques 
de GatD et de MurT sont représentés en bâton et colorée en jaune. La Gln dans le site actif de GatD est représentée 
sous forme de sphères vertes.  
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b. Assemblage des machineries morphogénétiques: localisation cellulaire à basse résolution 

Contexte temporel et financier: travaux de thèse (IBS, Grenoble). Bourse de thèse du CEA 
(Commissariat aux Energies renouvelables et Alternatives) (2000-
2003). 

Au cours de ma thèse j’ai étudié la dynamique de synthèse du PG chez le pneumocoque à travers 

la localisation cellulaire de ses cinq PBPs de haut poids moléculaire (les synthases du PG: PBP1a, 

PBP2a, PBP1b, PBP2x et PBP2b) dans des souches sauvage et mutantes. L’objectif de ces travaux était 

de déterminer la position des sites de synthèse du PG et l’interdépendance spatio-temporelle des PBPs 

au cours du cycle cellulaire. A cette fin, j’ai développé l’usage de l’immunofluorescence chez le 

pneumocoque et marqué simultanément l’ADN chromosomique, une PBP et FtsZ.  

J’ai montré que toutes les PBPs de haut poids moléculaire du pneumocoque adoptent des 

structures d’apparence annulaire au site de division, révélant des similitudes nouvelles entre les 

mécanismes de division et de morphogenèse des bactéries de type bacilles et coques (Morlot et al., 

2003). Par ailleurs, le double marquage fluorescent des PBPs avec la protéine FtsZ m’a permis de 

montrer que ces protéines co-localisent au début du cycle cellulaire, mais que la localisation des PBPs 

est retardée par rapport à celle de FtsZ au cours de la constriction, mettant en évidence un découplage 

temporel entre la synthèse du PG catalysée par les PBPs et la constriction de la membrane assurée par 

FtsZ (Fig. 6) (Morlot et al., 2003). Cette observation a remis en cause l’existence d’un complexe 

macromoléculaire unique impliqué dans la division, et a fait apparaître un processus beaucoup plus 

dynamique que celui généralement décrit dans la littérature.  

Ces travaux en immunofluorescence, que j’ai initiés à l’issue du 1er semestre de ma thèse, 

constituaient un réel défi à cette époque et ont nécessité un important travail de mise au point. Ils ont 

constitué la première étude de localisation cellulaire en microscopie en fluorescence conventionnelle 

chez le pneumocoque et ont inspiré d’autres études de localisation chez cette bactérie, dans notre 

laboratoire, mais également dans des laboratoires étrangers. Depuis, l’usage de protéines de fusion entre 

la protéine d’intérêt et une protéine fluorescente (GFP ou autre) s’est développé chez le pneumocoque 

mais la méthode d’immunofluorescence est encore utilisée aujourd’hui lorsque l’expression d’une  

fusion entre la protéine d’intérêt et une protéine fluorescente est problématique. C’est très probablement 

le succès de ce projet de thèse qui a encouragé et conforté ma décision de mettre au point l’usage de la 

technique de microscopie super-résolue PALM (PhotoActivated Localization Microscopy) lorsque je 

suis revenue dans le groupe Pneumocoque après mon recrutement au CNRS. 
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Figure 6. La localisation de FtsZ et des PBPs par immunofluorescence chez S. pneumoniae montre un 
découplage spatial entre l’anneau Z et la machinerie de synthèse du peptidoglycane. A. Localisation de FtsZ 
(en rouge) et de PBP2x (en vert) dans une même cellule de S. pneumoniae, visualisées par immunofluorescence 
lors de trois stades représentatifs du cycle cellulaire. Les lignes en pointillés représentent le contour de la cellule. 
B. Co-localisation de PBP2b (en rouge, impliquée dans l’élongation) et de PBP2x (en vert, impliquée dans la 
division), visualisées par immunofluorescence en fin de cycle cellulaire (stade iii) chez S. pneumoniae. Une image 
de superposition des deux couleurs est également montrée. Les barres d’échelle représentent 1 µm. (D’après Morlot 
et al., 2003; Zapun et al., 2008). 
 

 

c. Assemblage des machineries morphogénétiques: localisation cellulaire à haute résolution 

Contexte temporel et financier: travaux présent (IBS, Grenoble). Encadrement de la thèse de M. Jacq 
(2012-2016) et de C. Arthaud (Depuis 2015). Financement ANR 
NOBLEACH (2012-2014, coordonnées par D. Bourgeois), fond 
d’intervention UJF (2012, coordinatrice), Labex GRAL (2012-2015, 
coordinatrice). 

Collaboration: locale, avec D. Bourgeois et V. Adam (Equipe Pixel, IBS, Grenoble). 

La diffraction de la lumière limite la résolution de la microscopie en fluorescence conventionnelle 

à ~250 nm, ce qui représente environ un quart de la taille moyenne d’une bactérie et restreint donc 

l’observation des structures protéiques in vivo. Cette résolution est d’autant plus limitante lorsque la 

grande majorité des protéines étudiées se localisent dans une même région (le site de division pour les 

protéines morphogénétiques du pneumocoque). Dans les 10 dernières années, l’émergence de 

techniques de microscopie super-résolue a rendu possible la détermination à haute résolution de la 

localisation de protéines dans la cellule, révélant la structure in vivo de gros assemblages moléculaires 

à l’échelle nanométrique. Chez les bactéries, la technique de microscopie super-résolue utilisée avec le 

plus grand succès est le PALM (PhotoActivated Localization Microscopy) (Cattoni et al., 2012; 

Coltharp and Xiao, 2012).  

Le PALM est basé sur la détection de molécules uniques et la localisation du centre de chacun 

des signaux fluorescents (Sengupta et al., 2014). Cette technique nécessite l’utilisation de protéines 

fluorescentes phototransformables qui, sous illumination ultraviolette (405 nm), vont acquérir la 

capacité à fluorescer (protéines photoactivables) ou changer de spectre d’émission (protéines 
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photoconvertibles) (Fig. 7A). L’utilisation d’une faible dose de laser à 405 nm confère un caractère 

stochastique au phénomène de phototransformation et permet de détecter à chaque cycle d’acquisition 

des molécules différentes (Fig. 7B). Un cycle d’acquisition consiste ainsi à phototransformer quelques 

molécules fluorescentes dans le champ de microscopie, exciter leur fluorescence à l’aide d’un laser dit 

d’"excitation", enregistrer les signaux fluorescents et photoblanchir les molécules excitées. Ce cycle est 

répété de 10 000 à 20 000 fois, jusqu’à ce que l’intégralité des protéines fluorescentes présentes dans le 

champ de microscopie aient été imagées. Les images sont ensuite traitées à l’aide d’algorithmes 

informatiques qui déterminent la position de chacun des signaux fluorescents avec une précision pouvant 

atteindre 10 nm et une image finale est reconstruite à partir de la somme des localisations (Fig. 7B). La 

résolution spatiale de l’image PALM finale est généralement comprise entre 20 et 40 nm, elle dépendra 

de la densité spatiale des molécules imagées, du nombre de photons collectés (qui doit être haut) et du 

bruit de fond (qui doit être bas).   

 
Figure 7. La technique de microscopie super-résolue PALM. A. Schéma représentant la photoconvertion de la 
protéine fluorescente Dendra2 sous illumination ultraviolette (405 nm) à l’aide d’une table laser. B. Schéma 
comparant une acquisition d’image par microscopie en fluorescence conventionnelle et par microscopie super-
résolue PALM. En microscopie conventionnelle, l’ensemble des fluorophores sont excités dans le champ de 
microscopie, ce qui génère une image résultant de la superposition des signaux fluorescents, la résolution est 
limitée à ~ 250 nm. Lors d’un cycle d’acquisition PALM, une faible dose de laser ultraviolet photoconvertit de 
façon stochastique quelques fluorophores dans le champ de microscopie. Ces fluorophores sont ensuite excités et 
leur signal fluorescent est enregistré avant photoblanchiment. Ce cycle est répété de 10 000 à 20 000 fois et la pile 
d’images enregistrées est traitée par des algorithmes informatiques pour localiser le centre de chaque signal 
fluorescent. L’image PALM finale est reconstruite à partir de la somme des localisations individuelles, sa 
résolution est de 20-40 nm.  
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Bien qu’une demi-douzaine d’études utilisant le PALM chez des bactéries aient été publiées dans 

la littérature (Cattoni et al., 2012; Coltharp and Xiao, 2012) lorsque j’ai initié ce projet, son utilisation 

chez le pneumocoque n’avait pas encore été rapportée. La petite taille de cette bactérie en fait un 

organisme difficile à observer en microscopie et augmentait la difficulté du projet, mais cette petite taille 

en fait également un organisme pour lequel il est particulièrement intéressant de développer une 

technique de microscopie super-résolue telle que le PALM. J’ai par ailleurs diminué le niveau de risque 

en m’engageant dans une collaboration avec des biophysiciens experts dans le domaine de la 

photophysique des protéines fluorescentes (D. Bourgeois et V. Adam, équipe Pixel, IBS) et ce projet a 

bénéficié de plusieurs financements, dont une bourse de thèse pour un étudiant (M. Jacq) que j’ai 

supervisé de façon théorique et pratique au quotidien, en collaboration avec V. Adam et D. Bourgeois.  

Notre premier objectif était d’identifier une protéine fluorescente photoconvertible utilisable chez 

le pneumocoque et de parvenir à la détecter en molécule unique. Nous avons sélectionné la protéine 

photoconvertible Dendra2 qui présente l’avantage d’être monomérique ; nous avons optimisé sa 

séquence nucléique (usage des codons) pour une expression chez S. pneumoniae et remplacé ses 

extrémités N- et C-terminales par celles de la GFP car cette méthode permet parfois d’améliorer la 

stabilité des protéines de fusion fluorescentes (Shaner et al., 2004). La protéine ingénierée a été nommée 

spDendra2 et nous avons choisi de réaliser notre première étude PALM en la fusionnant à FtsZ, dont la 

fonction est d’échafauder la machinerie de division et de synthèse de la paroi, et de contribuer à la 

constriction membranaire. Cette protéine constituait un modèle d’étude idéal car elle est soluble et 

abondante ; il était par ailleurs essentiel de connaître l’architecture de l’anneau Z puisqu’il est à la base 

de l’assemblage des machineries morphogénétiques. Nous avons d’abord vérifié que la protéine de 

fusion entre FtsZ et spDendra2 était fonctionnelle en analysant la vitesse de croissance et morphologie 

de la souche de pneumocoque exprimant une fusion FtsZ-spDendra2 sous contrôle du promoteur 

endogène et en déterminant la localisation de cette protéine de fusion à basse résolution. Pour obtenir 

un rapport signal/bruit optimal, nous avons ensuite optimisé de nombreux paramètres expérimentaux 

tels que le milieu de croissance des cellules, le protocole de fixation des cellules, le support 

d’observation des cellules vivantes ou les conditions d’acquisition de données PALM (puissance des 

lasers, mode et durées d’acquisition). L’optimisation de tous ces paramètres nous a permis d’obtenir des 

données PALM d’excellente qualité, à une résolution spatiale de 20-40 nm, sur des cellules fixées ou 

vivantes exprimant la protéine FtsZ fusionnée à spDendra2 de façon endogène ou ectopique. 
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Figure 8. Remodelage de l’anneau Z au cours du cycle cellulaire de S. pneumoniae révélé par PALM. A. 
Images représentatives de la nanostructure de l’anneau Z au cours du cycle cellulaire de S. pneumoniae. Les 
cellules de pneumocoque observées expriment une fusion FtsZ-spDendra2 endogène et ont été fixées en phase 
exponentielle de croissance. La moitié inférieure de chaque image de microscopie composite montre l’anneau Z 
visualisé en fluorescence conventionnelle et la moitié supérieure en PALM. Les lignes en pointillés représentent 
le contour de la cellule. L’encart consacré au stade i du cycle cellulaire montre un anneau Z observé dans une 
cellule inclinée. Sous cette image,  une analyse de l’image PALM de cet anneau à l’aide du programme DBSCAN 
montre la présence d’amas de FtsZ. L’encart consacré au stade intermédiaire montre les doubles anneaux Z 
observés dans 4% des cellules en phase pré-divisionnelle. Dans l’encart consacré au stade ii du cycle cellulaire, un 
histogramme montre les valeurs moyennes de l’épaisseur axiale de l’anneau Z en phase précoce (en bleu) et tardive 
(en bordeaux) de division, mettant en évidence un élargissement de l’anneau Z de 32 nm. Les barres d’échelles 
représentent 500 nm. B. Modèle du remodelage de la nanostructure de l’anneau Z au cours du cycle cellulaire de 
S. pneumoniae. En phase pré-divisionnelle, FtsZ (cubes roses) polymérise pour former des filaments qui 
s’assemblent en clusters hétérogènes, formant une structure annulaire de 95 nm d’épaisseur axiale (l’anneau Z) au 
site de division. L’anneau pré-divisionnel unique se divise en deux anneaux séparés de 164 nm, leur face interne 
étant séparée de 60 nm. Ce phénomène résulte probablement de la néo-synthèse de PG, représentée en grisé. Au 
cours de la constriction de la membrane cytoplasmique, la distance séparant les deux anneaux diminue jusqu’à 
atteindre une valeur inférieure à la résolution spatiale des images PALM (~38 nm), les deux anneaux apparaissent 
alors comme un anneau unique d’une épaisseur de 127 nm. A la fin du cycle cellulaire, les molécules de FtsZ se 
désassemblent du site de division parental et un nouvel anneau Z se forme au site de division de chacune des 
futures cellules filles. Les fenêtres bleues encadrent les régions agrandies pour illustrer l’arrangement granuleux 
et hétérogène de l’anneau Z, les régions à forte densité de molécules (clusters) (en bordeaux) contenant des 
filaments de FtsZ (probablement connectés par des partenaires protéiques (triangles verts)), la séparation de 
l’anneau pré-divisionnel et l’élargissement apparent de l’anneau en fin de division. Les dimensions de l’anneau et 
les distances séparant les doubles anneaux sont indiquées. (D’après Jacq et al., 2015) 

 

La détermination de la nanostructure PALM de l’anneau Z révélé une structure granuleuse 

hétérogène, faite de régions à forte densité de molécules alternant avec des régions dont la densité est 

de 4 à 10 fois inférieure (Fig. 8A). La quantification des molécules imagées indique que les régions de 

forte densité sont des amas protéiques contenant entre 50 et 150 molécules de FtsZ-spDendra2. La 

simulation in silico d’une expérience PALM sur un anneau Z continu et homogène a montré que les 

amas observés expérimentalement ne résultent pas d’un artefact d’imagerie ou de reconstruction de 

l’image PALM. La structure granuleuse de l’anneau Z est donc très certainement réelle. Cet aspect 

granuleux avait déjà été rapporté chez les bactéries modèles E. coli et C. crescentus, il semble donc qu’il 
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constitue un caractère conservé de l’anneau Z chez différentes espèces bactériennes (Biteen et al., 2012; 

Fu et al., 2010; Holden et al., 2014). 

Sur la base de la longueur des cellules, du diamètre et de l’architecture de l’anneau Z, les cellules 

observées ont été classées en trois catégories caractéristiques des principales étapes du cycle cellulaire 

(assemblage de l’anneau au site de division de la cellule mère (stade i), constriction (stade ii) et 

repositionnement au site de division des futures cellules filles (stade iii)) (Fig. 8A). La mesure des 

dimensions de l’anneau Z a montré qu’au début du cycle cellulaire, la largeur axiale de l’anneau Z est 

d’environ 95 nm et qu’elle augmente de 32 nm en cours de constriction (Fig. 8A). Nous avons quantifié 

le nombre de molécules imagées au site de division et montré ainsi que l’anneau Z contient un nombre 

constant de molécules au cours de sa constriction. L’élargissement de l’anneau ne résulte donc pas du 

recrutement de molécules additionnelles mais du réarrangement spatial des molécules de FtsZ au sein 

de l’anneau. Une observation surprenante a permis de proposer un modèle pouvant expliquer cet 

élargissement : il s’agit d’une structure en double anneau, qui est observée dans 4% des cellules en phase 

pré-divisionnelle (Fig. 8A). Les caractéristiques de ces anneaux doubles (dimensions, nombre de 

molécules imagées) suggèrent qu’ils constituent une structure transitoire, résultant probablement de la 

division de l’anneau Z initial (stade i) et précédant la phase de constriction (stade ii). Si cette structure 

en double anneau est stable, il est possible que la constriction de la membrane entraîne le rapprochement 

des deux anneaux et que l’élargissement de l’anneau Z observé en fin de division soit dû à la présence 

de deux anneaux non résolus. L’ensemble de nos observations ont été intégrées dans un modèle 

décrivant le remodelage de l’anneau Z au cours du cycle cellulaire (Fig. 8B) et ces travaux ont été publiés 

dans un manuscrit signé en premier auteur par mon étudiant en thèse et en dernier et corresponding 

auteur pour ma part (Jacq et al., 2015). 

La technique de PALM n’avait jamais été adaptée à des bactéries coccoïdes ou ovococcoïdes 

telles que S. pneumoniae. L’absence d’études PALM réalisées chez ces microorganismes, qui incluent 

de nombreux pathogènes humains, reflète certainement les difficultés techniques que nous avons 

rencontrées au cours de nos travaux chez S. pneumoniae. La protéine fluorescente photoconvertible que 

nous avons optimisée sera utile à la communauté des microbiologistes. Nos travaux sont par ailleurs les 

premiers à utiliser une fusion endogène entre FtsZ et une protéine photoconvertible, permettant d’obtenir 

des données dans des conditions relativement physiologiques. Nos travaux ont généré des informations 

fondamentales concernant une protéine essentielle à la division bactérienne, FtsZ, qui a été reconnue 

comme cible antibactérienne prometteuse. Ils devraient motiver l’usage du PALM chez d’autres coques 

pathogènes tels que les staphylocoques ou les entérocoques. 
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d.  Assemblage des machineries morphogénétiques: rôle de la kinase StkP 

Contexte temporel et financier: travaux présents (IBS, Grenoble). Financement ANR PiBaKi (2013-
2016, coordonné par C. Grangeasse, MMSB, Lyon).  

Collaboration: nationale, avec l’équipe de C. Grangeasse (MMSB, Lyon), impliquant également A.M. 
Di Guilmi au sein du groupe Pneumocoque (IBS). 

La compréhension des mécanismes d’assemblage des machineries morphogénétiques passe par 

l’étude de la localisation cellulaire de ses composants, mais également par l’étude du rôle de protéines 

régulatrices telle que la Ser/Thr kinase StkP. Lorsque j’ai débuté cette étude, l’équipe de C. Grangeasse 

à Lyon (MMSB) avait montré que la délétion ou la mutation de différents domaines de StkP entraine 

des défauts morphologiques qui traduisent un arrêt de la synthèse de PG septal ou périphérique (Fig. 

3C) (Fleurie et al., 2012). Nous savions donc que StkP avait une fonction de régulation de l’élongation 

et de la division du pneumocoque. L’objectif de cette étude était d’explorer un des mécanismes 

moléculaires à la base de cette fonction régulatrice de StkP. J’ai été intégrée à ce projet lorsque j’ai 

proposé de tester l’interaction directe entre StkP et son partenaire PBP2x par thermophorèse et d’étudier 

la fonction de cette interaction par diverses méthodes (localisation par microscopie en fluorescence 

conventionnelle, test d’activité de PBP2x et de StkP). 

En utilisant une combinaison de techniques de génétique (mutants de délétion), de biochimie 

(immunoprécipitations, ELISA, thermophorèse, …) et de microbiologie cellulaire (microscopie en 

fluorescence conventionnelle), nous avons généré des données complémentaires qui suggèrent que le 

mécanisme à la base du rôle régulateur de StkP implique un acteur majeur de la synthèse de PG septal, 

la transpeptidase PBP2x. Nos travaux ont montré que StkP et PBP2x forment un complexe ancré dans 

les membranes du pneumocoque (Fig. 9A) (Morlot et al., 2013).  A l’occasion de cette étude, je me suis 

formée à la technique de thermophorèse à micro-échelle (MST pour "MicroScale Thermophoresis"), 

qui permet l’analyse quantitative d’interactions moléculaires en solution à l’échelle du microlitre 

(Jerabek-Willemsen et al., 2011). Cette technique a montré que StkP et PBP2x interagissent directement 

in vitro. Cette interaction est médiée par les domaines extracellulaires PASTA de StkP et la région 

extracellulaire de PBP2x contenant le domaine TP. Par microscopie en fluorescence conventionnelle, 

nous avons montré que StkP et PBP2x adoptent toutes les deux un profil de localisation tardif au site de 

division et que la localisation de PBP2x dépend de la présence des domaines extracellulaires PASTA de 

StkP (Fig. 9B) (Morlot et al., 2013). Aucune modification de la capacité de PBP2x à se lier aux β-

lactamines, hydrolyser un analogue de substrat ou catalyser in vitro la transpeptidation de chaînes 

glycanes n’a été détectée en présence de StkP. Il est toutefois possible qu’une telle régulation se fasse 

in vivo. Alternativement, l’interaction entre StkP et PBP2x pourrait être uniquement un prérequis 

structural pour l’assemblage d’une machinerie de division fonctionnelle.  

Cette étude a permis la première mise en évidence d’une interaction entre une Ser/Thr kinase et 

une PBP. Le fait que PBP2x ne soit pas phosphorylée par StkP mais que sa localisation requiert une 
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interaction avec la kinase montre par ailleurs que le rôle de StkP n’est pas limité à sa fonction de kinase, 

mais qu’elle possède également un rôle structural dans l’assemblage des machineries morphogénétiques. 

Certains des outils fluorescents développés au cours de ces travaux ont été utilisés par l’équipe de C. 

Grangeasse dans une étude visant à décrire d’autres interactions moléculaires établies au sein des 

machineries morphogénétiques (Fleurie et al., 2014b). 

 

 

Figure 9. Le rôle de StkP dans la division de S. pneumoniae implique une interaction avec PBP2x. A. StkP 
interagit avec PBP2x in vivo dans les membranes du pneumocoque. Des extraits membranaires solubilisés à l’aide 
de détergents ont été utilisés pour réaliser des expériences d’immunoprécipitation en absence de sérum (contrôle), 
avec un sérum anti-PBP2x ou anti-StkP. Les sera utilisés pour la détection par Western blot sont indiqués sur la 
droite de chaque panneau. B. La protéine de fusion GFP-PBP2x montre une localisation septale dans la souche 
sauvage (WT) de S. pneumoniae et dans une souche exprimant une StkP délétée de son domaine kinase (∆DK), 
mais présente une localisation membranaire diffuse dans une souche exprimant un variant de StkP délété de ses 
domaines PASTA extracellulaires (∆PASTA). Les barres d’échelles représentent 1 µm. (D’après Morlot et al., 
2013). 

  

 

 

e. Hydrolyse ménagée du PG: rôle des hydrolases de la paroi 

Durant les 50 dernières années, les PBPs ont été intensivement étudiées du fait qu’elles soient 

la cible primaire des β-lactamines. En revanche, le rôle des hydrolases de la paroi (CWHs pour "Cell 

Wall Hydrolases") dans la morphogenèse et la division bactérienne est relativement mal connu bien que 

nécessaire au bon déroulement de ces processus. C’est pour cette raison que j’ai étudié ces protéines  au 

cours de mes travaux doctoraux, post-doctoraux et présents. 
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i.  Etude structurale et fonctionnelle de DacA 

Contexte temporel et financier: travaux de thèse (IBS , Grenoble). Bourse de thèse du CEA (2000-2003). 

Lorsque j’ai débuté ma thèse, la seule hydrolase connue pour être impliquée dans la 

morphogenèse du pneumocoque était la D,D-carboxypeptidase DacA (PBP3). L’inactivation de cette 

enzyme chez E. coli était connue pour causer une modification de la composition du PG, ainsi que des 

aberrations morphologiques (Nelson and Young, 2001). Une relation de cause à effet existait 

certainement entre ces deux caractéristiques sans que l’on comprenne par quel biais les D,D-CPases 

assuraient le déroulement correct de la division bactérienne. Pour mieux comprendre ce mécanisme au 

niveau cellulaire, j’ai dans un premier temps étudié la localisation cellulaire de DacA à basse résolution 

en appliquant la méthode d’immunofluorescence mise au point avec les PBPs de haut poids moléculaire 

(Morlot et al., 2003). Cette étude a montré qu’en phase pré-divisionnelle, PBP3 présente une localisation 

bi-hémisphérique : elle se localise de manière diffuse sur toute la cellule excepté au site de division (Fig. 

10A). Puis très rapidement, elle migre vers la zone de néo-synthèse du PG. Tous les tests d’interaction 

entre DacA et les PBPs de haut poids moléculaire ont été infructueux mais en revanche, j’ai montré 

qu’en absence de DacA, l’anneau Z et les PBPs ne s’assemblent plus sur le même plan au début du cycle 

cellulaire (Fig. 10B). Nous avons proposé un modèle dans lequel au début du cycle cellulaire, PBP3 

cliverait les substrats pentapeptidiques des PBPs sur l’ensemble de la surface de la bactérie excepté au 

site de division, suggérant que les PBPs soient guidées par la présence de leur substrat (Morlot et al., 

2004). Au cours de la constriction, PBP3 régulerait ensuite le degré de polymérisation du PG néo-

synthétisé. Lorsque PBP3 est inactivée, la présence de pentapeptides sur l’intégralité de la surface 

cellulaire autoriserait le positionnement des structures annulaires formées par les PBPs sur n’importe 

quel plan de la cellule.  

Stimulée par l’importance de cette enzyme pour la division du pneumocoque, j’en ai entrepris sa 

caractérisation biochimique et structurale. J’ai ainsi résolu la structure tridimensionnelle de PBP3 à 2.8 

Å de résolution par la méthode MAD ("Multi-wavelength Anomalous Diffraction") après cristallisation 

d’un dérivé sélénié de la protéine. PBP3 est composée d’un domaine N-terminal portant l’activité D,D-

CPase et d’un domaine C-terminal de fonction encore inconnue et composé exclusivement de feuillets 

β (Morlot et al., 2005). Nous avons également montré que PBP3 possède une forte activité D,D-CPase, 

probablement liée à son rôle de régulateur de la réticulation du PG. J’ai proposé un modèle de disposition 

spatiale dans lequel PBP3 s’orienterait perpendiculairement à la membrane cytoplasmique (Fig. 10C). 

Dans cette disposition, le domaine C-terminal jouerait le rôle d’un piédestal permettant de rapprocher 

suffisamment le site actif des couches de PG  pour que la protéine y exerce son activité hydrolytique.  
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Figure 10. Etude structurale et fonctionnelle de DacA (PBP3). A. Localisation de FtsZ (en rouge) et de DacA 
(en vert) dans une même cellule de S. pneumoniae de type sauvage, visualisées par immunofluorescence lors de 
trois stades représentatifs du cycle cellulaire. Les lignes en pointillés représentent le contour de la cellule. B. 
Localisation de FtsZ (en rouge) et de PBP2x (en vert) dans une même cellule de S. pneumoniae délétée de DacA, 
visualisées par immunofluorescence en début de cycle cellulaire (stade i). Une image de superposition des deux 
couleurs est également montrée. Les barres d’échelle représentent 1 µm. C. Représentation du potentiel 
électrostatique de surface de DacA et modèle de disposition spatiale à la surface de la cellule (Surf.) par rapport à 
la membrane cytoplasmique (Mb.). Cyto, cytoplasme. L’hélice C-terminale amphiphile, absente dans la forme 
cristallisée de DacA, est représentée par une ligne courbe grise. (D’après Morlot et al., 2004; Morlot et al., 2005). 
 

 

ii. Etude fonctionnelle de Pmp23 

Contexte temporel et financier: travaux présent (IBS, Grenoble). Encadrement de la thèse de M. Jacq 
(2012-2016) et du stage de M2 de C. Arthaud (2015). 

L’implication de Pmp23 dans la morphogenèse et la division du pneumocoque a été identifiée en 

2008 lorsque notre laboratoire a mis en évidence des défauts de forme et de division en son absence 

(Pagliero et al., 2008). Après mon recrutement au CNRS, j’ai souhaité approfondir cette étude pour 

comprendre le rôle de cette CWH dans la morphogenèse et la division de S. pneumoniae. Ces travaux 

ont été réalisés sous ma supervision par mon étudiant en thèse, M. Jacq, et par C. Arthaud au cours de 

son stage de M2. Une analyse bio-informatique a montré que les plus proches homologues structuraux 

de Pmp23 sont les domaines lysozyme bactériens des protéines CwlT de Staphylococcus aureus et 

Clostridium difficile (codes PDB 4FDY et 4HPE) (Xu et al., 2014), suggérant que Pmp23 possède une 

activité N-acetylmuramidase qui clive les liaisons entre le MurNAc et le GlcNAc dans les chaînes de 

sucre du PG. Nous avons modélisé in silico la structure de Pmp23 sur la base de la structure de ses 

homologues CwlT et identifié ainsi les résidus catalytiques principaux (E61 et D68) (Fig. 11A). Nous 

avons purifié la forme complète membranaire de Pmp23 en présence de détergents et montré que Pmp23 

est capable de se lier au PG in vitro. Nous n’avons toutefois pas détecté d’activité hydrolytique sur 

diverses préparations de PG de S. pneumoniae (avec ou sans acides téichoïques, N-acétylés / O-

déacétylés ou N-déacétylés / O-acétylés), probablement parce que les détergents inhibent l’activité 

enzymatique de la protéine. En revanche, la mutation in vivo des deux principaux résidus catalytiques 

(E61Q et D68N) de Pmp23 a causé les mêmes défauts de forme et de division que la délétion de la 
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protéine, indiquant que Pmp23 est un lysozyme actif in vivo (Fig. 11B). Nos données indiquent 

également que l’inactivation de Pmp23 cause une instabilité de l’anneau Z dans le cytoplasme, associée 

à une délocalisation partielle de MapZ (Fig. 11C-D), une protéine impliquée dans le positionnement de 

FtsZ au site de division et dont la localisation est dépendante de son domaine de liaison au PG (Fleurie 

et al., 2014a).  

Ces données suggèrent un premier modèle dans lequel l’activité hydrolytique de Pmp23 aurait un 

rôle de maturation du PG qui serait important pour la localisation et la stabilité des structures formées 

par MapZ au site de division. Toutefois, la capacité de MapZ à se lier au PG n’est pas affectée lorsque 

ce dernier n’est pas modifié par Pmp23. Nos données sont donc plus compatibles avec un modèle dans 

lequel Pmp23 aurait une fonction de "contrôle qualité" visant à corriger des erreurs introduites par les 

PBPs lors de la synthèse du PG. Ce modèle est supporté par le fait que Pmp23 interagisse directement 

avec la synthase du PG PBP2x (Fig. 11E-F) et que le PG présente un plus fort taux de réticulation lorsque 

Pmp23 est délétée. Dans ce modèle, la présence de chaînes de sucre improprement incorporées au PG 

préexistant (réticulation excessive, orientation incorrecte, …) entraînerait la délocalisation partielle de 

MapZ à moins qu’elles ne soient dégradées par Pmp23. Ce second modèle est consistent avec le fait que 

MapZ se délocalise lorsque la synthèse du PG est perturbée (Fleurie et al., 2014a). En absence du 

contrôle qualité effectué par Pmp23, la délocalisation de MapZ causerait une délocalisation subtile de 

FtsZ et des PBPs, causant dans un premier de légers défauts de forme. Ces légers défauts de localisation 

et de formes seraient ensuite rapidement amplifiés par la synthèse de PG active, menant à une structure 

anormale du complexe de division et des défauts morphologiques sévères. La raison pour laquelle MapZ 

se délocalise en absence de Pmp23 reste toutefois à élucider. 

De nombreuses études supportent l’idée que les protéines précoces de division telles que FtsZ 

guident la localisation et l’assemblage de la machinerie de synthèse du PG, qui incluent les synthases et 

les hydrolases du PG. Ces travaux révèlent une nouvelle interaction fonctionnelle entre le métabolisme 

du PG et la division cellulaire et suggèrent que bien que la plupart des CWHs ne soient pas essentielles 

à la survie des bactéries, elles pourraient constituer d’importants dispositifs de sécurité qui permettent 

le bon déroulement de la division cellulaire. Ces résultats sont présentés dans un manuscrit signé en 

premier auteur par mon étudiant en thèse (M. Jacq), en deuxième auteur par mon étudiant en M2 (C. 

Arthaud, actuellement en thèse sous ma supervision) et en dernier et corresponding auteur pour ma part. 

Ce manuscrit est en cours de révision dans le journal mBio (Jacq et al.). 
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Figure 11. Etude de l’hydrolase de la paroi Pmp23. A. Représentation en ruban et surface transparente du 
modèle in silico de Pmp23 basé sur la structure de CwlT de C. difficile (code PDB 4HPE). Les résidus catalytiques 
E61 et D68 sont représentés en bâton et colorés en rouge. Le motif DVMQSSES caractéristique des lysozymes 
bactériens est coloré en orange. B. Images en microscopie électronique de coupes fines de cellules de S. 
pneumoniae de type sauvage (WT), délétée de Pmp23 (∆pmp23) ou exprimant un variant de Pmp23 portant la 
mutation E61Q (pmp23(E61Q)) ou D68N (pmp23(D68N)). Les barres d’échelle représentent 200 nm. C-D. 
Localisation de la protéine de fusion FtsZ-GFP (C) ou GFP-MapZ (D) dans une souche de pneumocoque de type 
sauvage (WT), délétée de Pmp23 (∆pmp23) ou exprimant le variant Pmp23(E61Q). Une image de superposition 
du signal de la GFP avec l’image en contraste de phase est montrée. Les barres d’échelles représentent 1 µm. C. 
Les flèches vertes indiquent des cellules de morphologie normale montrant une localisation sauvage de FtsZ. Les 
flèches oranges indiquent des cellules de forme aberrante montrant une localisation anormale de FtsZ. D. Les 
flèches vertes indiquent des cellules de morphologie normale montrant une localisation sauvage de MapZ. Les 
flèches oranges indiquent des cellules de forme aberrante montrant une localisation anormale de MapZ. E. 
Expériences d’immunoprécipitation montrant que la forme membranaire de Pmp23 étiquetée par un peptide Flag 
(Flag-Pmp23) interagit avec PBP2x dans les membranes de S. pneumoniae. Les expériences ont été réalisées en 
présence d’un anticorps α-Flag sur des membranes solubilisées par un détergent, à partir d’une souche sauvage (-
) de S. pneumoniae ou d’une souche exprimant la fusion Flag-Pmp23. La présence de PBP2x dans les membranes 
solubilisées (Load) et dans les fractions immunoprécipitées (IP) a été analysée par Western Blot à l’aide de sérum 
α-PBP2x. F. Mesure de la constante de dissociation du complexe formé entre PBP2x et la forme membranaire de 
Pmp23 conjuguée à un fluorophore. Les valeurs de Fnorm (fluorescence normalisée = fluorescence en phase stable 
de thermophorèse / fluorescence initiale) sont reportées en fonction de la concentration en PBP2x (nM). 
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B. Division chez E. coli  

1. Introduction 

Mon intérêt pour les hydrolases de la paroi et mon expérience post-doctorale à Boston a fait naître 

à mon retour en France une collaboration avec l’équipe de Thomas Bernhardt de la Harvard Medical 

School de Boston. Ce projet a pour but de comprendre le mécanisme d’activation des hydrolases de la 

paroi AmiA, B et C par les facteurs LytM (EnvC et NlpD) au cours de la division chez E. coli. AmiA-

C sont des N-acetylmuramyl L-alanine amidases qui clivent la liaison amide entre les chaines de sucre 

et de peptide du PG. Les facteurs LytM possèdent un domaine homologue à l’endopeptidase LytM qui 

clive les ponts Gly-Gly reliant les chaines peptidiques du PG de S. aureus. Les domaines LytM de EnvC 

et NlpD n’ont pas d’activité enzymatique mais sont nécessaires à l’activation de l’activité amidase de 

AmiA, AmiB et AmiC (Uehara et al., 2009, 2010). En l’absence des protéines AmiA, B et C, ou en 

l’absence des protéines EnvC et NlpD, les cellules d’E. coli se divisent mais ne se séparent pas (Fig. 

12A-B) (Heidrich et al., 2001; Uehara et al., 2009, 2010). Localisée au site de division, l’interaction 

entre les protéines AmiA-C et les facteurs LytM est nécessaire au clivage du PG septal et à la séparation 

des cellules filles. En effet, en absence des facteurs LytM, l’activité de AmiA-C est inhibée par une 

hélice auto-inhibitrice qui occlue leur site actif et prévient l’hydrolyse non contrôlée de la paroi et la 

lyse cellulaire (Yang et al., 2012). L’objectif de cette collaboration est donc de déterminer les bases 

moléculaires de l’activation des amidases par les facteurs LytM.  

2. Travaux réalisés 

Contexte temporel et financier: travaux présents (IBS, Grenoble). Encadrement de R. Yunck pendant 6 
mois au cours de sa thèse (réalisée dans le laboratoire de T. Bernhardt 
à la Harvard ed. School, Boston). Financement Chateaubriand (2015, 
coordinatrice), financement interne IBS (2016, coordinatrice).  

Collaboration: internationale, équipe de T. Bernhardt (Harvard Medical School, Boston, Etats-Unis). 

Après production et purification de diverses constructions recombinantes de la protéine EnvC, 

j’ai obtenu des cristaux du domaine LytM de EnvC et j’ai résolu sa structure cristallographique à 1.56 

Å de résolution (Fig. 12C ; code PDB: 4BH5) par remplacement moléculaire. Cette structure a révélé 

un repliement similaire à celui de l’endopeptidase LytM de S. aureus mais le site actif d’EnvC est 

dégénéré et dépourvu de l’ion métallique catalytique présent chez LytM. Une étude de mutagenèse nous 

a permis d’identifier les résidus nécessaires à l’activation des amidases. Leur localisation dans et autour 

du site actif dégénéré montre que la poche catalytique d’EnvC a évolué à partir du site actif des métallo-

endopeptidases pour contrôler l’hydrolyse de la paroi cellulaire par une  autre famille enzymatique, les 

amidases. Des expériences de modélisation in silico suggèrent par ailleurs que l’hélice auto-inhibitrice 

d’AmiB se lierait préférentiellement dans la cavité enzymatique dégénérée d’EnvC, suggérant un 

modèle dans lequel l’inhibition des amidases serait levée par une interaction entre leur hélice auto-
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inhibitrice et la région du site actif dégénéré des facteurs LytM (Fig. 12B). Il s’agit de la première 

caractérisation structurale d’un facteur LytM impliqué dans la régulation de l’hydrolyse de la paroi 

bactérienne et ces résultats ont fait l’objet d’une publication en co-premier et co-corresponding auteur 

(Peters et al., 2013).  

Ce travail a fourni la première structure d’un facteur LytM. En permettant de comprendre 

comment une protéine descendante d’une famille d’endopeptidases a évolué pour contrôler l’activité 

d’une autre famille de protéine, celle des amidases de la paroi, il constitue une étape clé dans la 

compréhension du mécanisme moléculaire d’un système important de la régulation de la division 

bactérienne. Nous avons récemment obtenu des cristaux du complexe AmiB-EnvC et collecté des 

données de diffraction des rayons X à 2.9 Å. La résolution de la structure de ce complexe est en cours. 

 

Figure 12. Activation des amidases AmiA-C par les facteurs LytM. A. Visualisation des membranes, marquées 
par du FM4-64, d’une souche d’E. coli sauvage (WT) ou délétée des trois amidases AmiA, B et C (∆amiA ∆amiB 
∆amiC). (D’après Heidrich et al., 2001). B. Images de microscopie à contraste interférentiel d’une souche d’E. coli 
sauvage (WT) ou délétée des deux facteurs LytM NlpD et EnvC (∆envC ∆nlpD). C. Représentation en ruban et 
surface transparente de la structure du domaine LytM de EnvC. Les résidus nécessaires à l’activation des amidases 
sont représentés bâtons et colorés en jaunes, les positions correspondantes aux résidus essentiels à l’activité des 
endopeptidases de la famille LytM sont colorées en violet. D. Modélisation du positionnement de l’hélice auto-
inhibitrice de AmiB dans le site actif dégénéré de EnvC. Les 10 meilleurs modèles prédits par le programme 
FTDock (Gabb et al., 1997) et évalués par pyDock (Cheng et al., 2007) sont représentés en rubans de différentes 
couleurs. (D’après Peters et al., 2013). 
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C. Morphogenèse de la spore chez B. subtilis 

1.  Introduction 

La sporulation bactérienne, provoquée par une carence nutritionnelle, constitue un modèle 

simple de différentiation morphologique qui mène à la formation d’une spore résistante à des conditions 

environnementales extrêmes (température, déshydratation, irradiation, agressions chimiques ou 

enzymatiques) (Errington, 2003; Higgins and Dworkin, 2012; Tan and Ramamurthi, 2014).  

Le premier évènement du cycle de sporulation est la formation d’un septum positionné de façon 

asymétrique et qui divise la cellule en un grand compartiment appelé la cellule mère et un petit 

compartiment appelé la préspore (Fig. 13A). Deux chromosomes identiques sont distribués dans chacun 

des compartiments. Suite à la division asymétrique, la cellule mère et la préspore sont séparées par une 

double membrane qui délimite un espace dit "intermembranaire", contenant initialement du PG. 

Peu de temps après la division polaire, des hydrolases de la paroi synthétisées dans la cellule mère vont 

dégrader le PG septal et faciliter la migration de la membrane de la cellule mère autour de la préspore. 

Ce processus est appelé l’endocytose. Après achèvement de l'endocytose, un phénomène de fission de 

membrane libère la préspore dans le cytoplasme de la cellule mère. À ce stade, la cellule mère achève 

la maturation de la préspore en l’enveloppant dans différentes couches qui vont la protéger au cours de 

sa dormance. Lorsque la spore est complètement mature, la cellule mère lyse et la spore est libérée dans 

l'environnement, où elle reste dormante jusqu'à ce que la présence de nutriments dans le milieu extérieur 

déclenche sa germination et le retour à la croissance végétative. 

Les différentes étapes du développement de la préspore sont gouvernées par une centaine de gènes 

exprimés de façon séquentielle et compartimentalisée dans la cellule mère ou la préspore (Tan and 

Ramamurthi, 2014). L’enchainement des différents programmes d’expression géniques est orchestré par 

l’activation séquentielle de quatre facteurs de transcription sigma (Sig ou σσσσ), spécifiques à la 

sporulation (Fig. 13A). Ces voies d’activation reposent sur la transduction de signaux entre la cellule-

mère et la préspore, et la coordination des différents programmes d’expression géniques est assurée par 

le fait que la voie d’activation de chaque facteur sigma est sous le contrôle du facteur sigma précédent 

(Hilbert and Piggot, 2004). Dans les stades précoces de la sporulation, la transcription sous contrôle de 

σF dans la préspore est nécessaire pour activer le facteur de transcription σE dans la cellule mère. Au 

cours des stades tardifs, le facteur de transcription σG dans la préspore est nécessaire pour activer 

l'expression des gènes de la cellule mère sous contrôle de σK.  
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Figure 13. A. Le cycle de sporulation chez B. subtilis. Les différentes étapes du développement de la préspore 
sont visualisées par microscopie en fluorescence et schématisées de façon à montrer l’activation séquentielle et 
compartimentalisée des facteurs sigma (σ). B. La coordination des activités d’hydrolyse du PG au sein du 
complexe d’endocytose permet la migration de la membrane de la cellule mère autour de la préspore. Les 
panneaux de gauche montrent les activités séquentielles et complémentaires de SpoIIP (P) et SpoIID (D): (1) 
SpoIIP clive les liaisons amides entre les sucres et la chaine peptidique, et entre deux peptides réticulés ;  (2) 
SpoIID clive la chaine de sucre dénudée en unités disaccharidiques (3). Sur les panneaux centraux sont 
représentées les liaisons amides clivées par SpoIIP. Sur les panneaux de droité est représenté le modèle du cycle 
catalytique réalisé par le complexe SpoIIP-SpoIID-SpoIIM (M): (1) SpoIIP et SpoIID en complexe avec SpoIIM 
se lient au PG ; (2) SpoIID stimule l’activité de SpoIIP qui dénude la chaine de sucre de ses chaines peptidiques ; 
(3) SpoIIP se réassocie à une chaine de PG voisine ; (4) SpoIID dégrade la chaine de sucre dénudée en unités 
disaccharidiques et se réassocie à SpoIIP (5). C. Représentation d’une cellule de B. subtilis au cours du processus 
d’endocytose. Dans ce schéma, le complexe SpoIIP-SpoIID-SpoIIM entraine la migration de la membrane de la 
cellule mère (en violet) vers le pole extérieur de la préspore (en bleu). (D’après Morlot et al., 2010). 
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2. Travaux réalisés 

a. Etude fonctionnelle d’un complexe d’hydrolases impliqué dans la morphogenèse de la spore 

Contexte temporel et financier: travaux post-doctoraux (Harvard Med. School, Boston).  

Au cours de mon second stage post-doctoral, je me suis intéressée à un complexe composé de 

trois protéines membranaires essentielles au processus d’endocytose : SpoIIM , SpoIIP et SpoIID 

(Chastanet and Losick, 2007). Ces protéines sont requises pour la dégradation du PG septal présent entre 

les membranes de la cellule mère et de la préspore. Des mutants de SpoIID et SpoIIP induisent des 

défauts de migration de la membrane de la cellule mère autour de la préspore, suggérant que ce complexe 

a non seulement un rôle dans l’hydrolyse du PG mais également une fonction dans la migration des 

membranes (Mello et al., 2002). Avant le début de ce projet, une activité d’hydrolyse de la paroi avait 

été mise en évidence pour SpoIIP et SpoIID, mais la nature de ces activités restait indéterminée 

(Chastanet and Losick, 2007; Mello et al., 2002). SpoIIP présente une faible identité de séquence avec 

la famille des amidases de type LytC (Pfam_amidase3) qui coupent les liaisons amides entre les chaines 

de sucres et les peptides du PG. SpoIID quant à elle, partage des similarités de séquence avec la protéine 

LytB de B. subtilis qui stimule l’activité de LytC (Herbold and Glaser, 1975), ce qui suggérait que 

SpoIID puisse elle-aussi stimuler l’activité de SpoIIP. 

SpoIIM, SpoIIP et SpoIID sont synthétisées dans la cellule mère après la fermeture du septum 

asymétrique et se localisent en son centre où est initiée la dégradation du PG (Aung et al., 2007; 

Chastanet and Losick, 2007; Mello et al., 2002). Les protéines se localisent ensuite sur le front 

membranaire qui endocytose la préspore. Il avait déjà été proposé que la dégradation du PG réalisée par 

ce complexe permette la migration de la membrane de la cellule mère autour de la préspore mais ce 

mécanisme restait encore non élucidé (Mello et al., 2002). Ce projet a donc consisté à déterminer 

l’activité hydrolytique des protéines SpoIIP et SpoIID, à mettre en évidence et caractériser leurs 

interactions enzymatiques. De par sa faible identité de séquence avec les amidases de type LytC, SpoIIP 

représente un nouveau sous-groupe dans cette famille protéique. En réalisant des tests d’activité 

d’hydrolyse du PG en solution couplés à l’analyse des produits de digestion par chromatographie 

d’affinité et spectrométrie de masse, j’ai montré que SpoIIP est effectivement une amidase qui clive les 

liaisons entre les sucres et les peptides (Fig. 13B) (Morlot et al., 2010). De façon plus surprenante, j’ai 

également montré qu’elle est capable de cliver les liaisons amides qui réticulent les chaines de peptides 

voisines (Fig. 13B), une activité que l’on pensait être spécifique aux D,D-endopeptidases. Ces deux 

activités requièrent la même histidine catalytique, suggérant qu’elles sont réalisées au sein du même site 

actif, et elles sont toutes deux stimulée par la présence physique de SpoIID. 

Des tests d’activité similaires m’ont permis de montrer que SpoIID est une transglycosylase 

lytique qui dégrade les chaines de sucre en unités disaccharidiques (Fig. 13B) (Morlot et al., 2010). J’ai 

également découvert que SpoIID ne peut cliver que des chaines glycanes "nues", dépourvues de chaines 



 

59 

 

peptidiques. Puisque SpoIID ne présente aucune identité de séquence avec les hydrolases du PG 

connues, elle définit donc une nouvelle famille de transglycosylases lytiques. Une conséquence du fait 

que SpoIID ne soit active que sur des chaines de sucre nues est qu’aucun muropeptide (des disaccharides 

liés à des chaines peptidiques) n’est généré au cours du processus d’endocytose (Fig. 13B). Cela 

constitue un fait important puisque les muropeptides peuvent initier le processus de germination des 

spores (Shah et al., 2008).  Les activités séquentielles de SpoIIP et SpoIID permettraient donc d’éviter 

une germination prématurée et inappropriée.  

Nos résultats suggèrent que les activités coordonnées de SpoIIP et SpoIID constituent un cycle 

catalytique générant la force motrice nécessaire au processus d’endocytose. Ce modèle impliquerait les 

étapes suivantes: (1) SpoIIP et SpoIID (en complexe avec SpoIIM) se lieraient au PG ; (2) SpoIID 

stimulerait le clivage des peptides par SpoIIP ; (3) SpoIIP se détacherait du PG et se réassocierait au 

prochain ligand alors que SpoIID resterait liée à la chaine de sucre dénudée ; (4) la libération de SpoIIP 

exposerait la chaine de sucre dénudée qui serait alors clivée par SpoIID ; (5) SpoIID à son tour serait 

libérée et se réassocierait à SpoIIP (Fig. 13B). Ainsi, durant toute la durée de ce processus catalytique, 

au moins un des membres du complexe d’endocytose serait lié au PG, permettant une dégradation 

processive de ce dernier. La répétition de ce cycle par ces complexes membranaires distribués de façon 

circonférentielle (Fig. 13C) permettrait de faire migrer progressivement la membrane de la cellule mère 

autour de la préspore (Morlot et al., 2010). 

b. Etude fonctionnelle du complexe SpoIIIA-SpoIIQ impliqué dans la morphogenèse de la 

spore 

Contexte temporel et financier: travaux post-doctoraux (Harvard Med. School, Boston). 

Les voies d’activation des différents facteurs sigma ont été extrêmement bien décrites, sauf une, 

celle de σG, qui contrôle dans la préspore l’expression de gènes impliqués dans la résistance aux ultra-

violets, le stockage d’acides aminés et l’activation de σK. Les raisons pour lesquelles le mécanisme 

d’activation de σG n’est toujours pas résolu sont à attribuer à la double régulation à laquelle est soumis 

ce facteur de transcription. σG est d’abord régulé de façon transcriptionnelle par un mécanisme encore 

inconnu. Une fois σG synthétisé, son activité requiert la présence de huit protéines SpoIIIA  (SpoIIIAA , 

SpoIIIAB , SpoIIIAC , SpoIIIAD , SpoIIIAE , SpoIIIAF , SpoIIIAG  et SpoIIIAH ) codées par l’opéron 

spoIIIA et exprimées dans la cellule mère, et de la protéine membranaire SpoIIQ exprimée dans la 

préspore (Kellner et al., 1996; Londoño-Vallejo et al., 1997). L’activité de σG requiert par ailleurs le 

bon déroulement du processus d’endocytose (Frandsen and Stragier, 1995). Lorsque toutes ces 

conditions sont réunies, σG reconnait son propre promoteur et son niveau de transcription dans la 

préspore augmente rapidement (Hilbert and Piggot, 2004). Le modèle couramment proposé était que les 

protéines SpoIIIA sont impliquées dans la surveillance du processus d’endocytose et dans la 

transduction d’un signal, envoyé par la cellule mère à la préspore pour activer σG une fois l’endocytose 
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achevée (Rudner and Losick, 2001). Au cours de mon stage post-doctoral, mon projet a consisté à 

investiguer ce modèle et mes résultats suggèrent un modèle relativement différent. 

L’une des étapes clés du cycle de développement de la spore repose sur l’assemblage d’un 

complexe membranaire hétéro-multimérique, le complexe SpoIIIA-SpoIIQ, qui traverse les 

membranes de la cellule mère et de la préspore et est nécessaire à l’activation du facteur de transcription 

σG dans la préspore. Le complexe SpoIIIA-SpoIIQ comprend au moins 9 protéines différentes 

(SpoIIIAA-AH et SpoIIQ). La fonction de ce complexe reste énigmatique mais la ressemblance des 

protéines qui le composent avec certains composants des flagelles et des systèmes de sécrétion 

spécialisés de type II, III ou IV (T2SS, T3SS et T4SS), suggère un rôle de sécrétion ou de transport 

passif d’un composant de nature inconnue de la cellule mère vers la préspore.  

Lorsque j’ai débuté ce projet, en étroite collaboration avec Thierry Doan, un autre post-doctorant 

du laboratoire, il avait été montré que les protéines SpoIIIAH et SpoIIQ sont localisées dans les 

membranes qui entourent la préspore, qu’elles interagissent à travers cette double membrane et que 

plusieurs des protéines SpoIIIA présentent des similarités avec certains composants des flagelles et des 

T2SS, T3SS ou T4SS (Doan et al., 2005; Camp and Losick, 2008; Meisner et al., 2008). En effet, 

SpoIIIAA ressemble à des ATPases trouvées dans les T4SS, alors que SpoIIIAB et SpoIIIAE possèdent 

des domaines présentant de faibles identités de séquence avec GspF qui attache l’ATPase au complexe 

membranaire dans les T2SS. Enfin, SpoIIIAF, SpoIIIAG et SpoIIIAH montrent de faibles identités de 

séquence avec la famille des protéines EscJ/PrgK qui forment des anneaux dans les T3SS. Nous avons 

donc cherché à déterminer si les protéines SpoIIIA et SpoIIQ pouvait former un complexe de sécrétion. 

Nous avons d’abord montré par mutagenèse dirigée que les motifs ATPase de SpoIIIAA sont nécessaires 

à l’activité de σG et au développement d’une spore fonctionnelle. Ces mêmes motifs ATPase sont 

trouvés dans des composants des T4SS. Nous avons ensuite réalisé des expériences 

d’immunoprecipitation qui ont mis en évidence l’existence d’un complexe membranaire composé d’au 

moins six des protéines SpoIIIA (SpoIIIAB, SpoIIIAD, SpoIIIAE, SpoIIIAF, SpoIIIAG, SpoIIIAH) 

dans la cellule mère et de la protéine SpoIIQ dans la préspore. Nous avons également montré par 

microscopie en fluorescence conventionnelle que ce complexe est localisé dans les membranes qui 

entourent la préspore (Fig. 14A) (Doan et al., 2009).  

En observant par microscopie en fluorescence et électronique des souches mutantes pour les gènes 

spoIIIA et spoIIQ, nous avons par ailleurs observé un phénotype nouveau qui suggère que les protéines 

SpoIIQ, SpoIIIA et les motifs ATPase de SpoIIIAA sont nécessaires au maintien de l’intégrité de la 

préspore. En effet, en l’absence de ces protéines, la préspore présente de larges invaginations 

membranaires et semble  "effondrée" sur elle-même (Fig. 14B) (Doan et al., 2009). Ce phénotype n’est 

pas dû à l’absence d’activité de σG et il disparait lorsque de très faibles niveaux de protéines SpoIIIA 

sont exprimés dans la cellule mère. Ces faibles niveaux de protéine restaurent par ailleurs une efficacité 

de sporulation équivalente à la souche sauvage.  
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Figure 14. Etude fonctionnelle du complexe SpoIIIA-SpoIIQ. A. La protéine de fusion CFP-SpoIIIAG (CFP-
G) montre une localisation sous forme de points autour de la préspore. Les cellules de B. subtilis ont été observées 
2h après l’entrée en sporulation et les membranes ont été marquées par le fluorophore TMA-DPH. La barre 
d’échelle représente 2 µm. B. Morphologies de préspores observées en microscopie électronique 3h après l’entrée 
en sporulation de cellules de type sauvage (WT), délétées de l’opéron spoIIIA (∆spoIIIA), des gènes spoIIQ 
(∆spoIIQ) ou sigG (∆sigG), ou exprimant la protéine SpoIIIAA mutée au niveau du motif ATPase (AD224A). Les 
panneaux de droite montrent un agrandissement des aberrations membranaires et les flèches indiquent  la présence 
de renflements ou d’interruptions de membranes. C. Modèle du complexe SpoIIIA-SpoIIQ formant un "tube 
nourricier" qui secrète un métabolite ou un osmolyte nécessaire au maintien de l’intégrité de la préspore et à 
l’activité de σG. Le schéma de gauche est une représentation du complexe de sécrétion SpoIIIA-SpoIIQ ancré dans 
les deux membranes qui entourent la préspore. Les deux panneaux de droite représentent le modèle du "tube 
nourricier", avec perte de l’intégrité de la préspore et de l’activité de σG en absence des protéines SpoIIIA ou 
SpoIIQ. (D’après Doan et al., 2009). 
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Ces observations suggèrent donc que le complexe SpoIIIA-SpoIIQ aurait un rôle enzymatique 

direct dans le maintien de l’intégrité de la préspore et que cette dernière serait nécessaire et suffisante à 

l’activité de σG. Nous avons validé cette hypothèse en montrant qu’au cours des premières étapes de la 

sporulation, lorsque la physiologie de la préspore est intègre, l’activité de σG est indépendante de 

SpoIIIA et de SpoIIQ. Nous avons également montré que l’activité de σG est indépendante du processus 

d’endocytose et conclu qu’elle dépendrait donc uniquement de l’état physiologique de la spore, 

maintenu par les protéines SpoIIIA et SpoIIQ au cours des dernières étapes de la sporulation. 

En parallèle à ce travail, d’autres groupes ont publié des expériences qui suggèrent que SpoIIQ 

forme un pore dans la membrane interne de la préspore et que le complexe minimal SpoIIIAH-SpoIIQ 

serait impliqué dans le transport d’une molécule encore inconnue, nécessaire à l’activité de σG (Camp 

and Losick, 2008, 2009; Meisner et al., 2008). Ces données, combinées à nos résultats, supportent donc 

un modèle dans lequel le complexe SpoIIIA-SpoIIQ formerait un système de sécrétion ou un canal ancré 

dans les deux membranes qui entourent la préspore, et qui transporterait un nutriment ou un osmolyte 

nécessaire au maintien du potentiel physiologique et à l’activité de σG (Fig. 14C). Nos résultats ont 

remis en cause le modèle original d’activation de σG en montrant que la régulation de σG repose 

uniquement sur un retard de transcription du gène sigG et sur la maintenance du potentiel métabolique 

de la préspore par le complexe SpoIIIA-SpoIIQ. Ce complexe qui jouerait le rôle d’un cordon ombilical, 

permettant à la cellule mère de nourrir la préspore au cours des dernières étapes de son développement 

en transportant un osmolyte ou une petite protéine nécessaire au maintien du potentiel physiologique de 

la préspore. Il constituerait le seul système « nutritif » entre cellules bactériennes connu à ce jour. Ce 

travail a fait l’objet d’un article sur lequel je partage une position de co-premier auteur avec mon 

collègue Thierry Doan (Doan et al., 2009). 

c. Etude structurale du complexe SpoIIIA-SpoIIQ impliqué dans la morphogenèse de la spore 

Contexte temporel et financier: travaux présents, encadrement de X. Henry (post-doc).  

Collaboration: internationale, équipe de D. Rudner (Harvard Medical School, Boston, Etats-Unis). 

 Suite à ce travail post-doctoral et à mon recrutement au CNRS, je me suis engagée en 2012 dans 

une collaboration avec le groupe de D. Rudner pour réaliser l’étude structurale du complexe SpoIIIA-

SpoIIQ. Ce projet a pour but de déterminer les mécanismes moléculaire de l’assemblage de ce complexe 

et identifier les similitudes structurales avec les systèmes de sécrétion spécialisés afin de mieux 

comprendre sa fonction. En 2012, deux groupes indépendants ont résolu la structure cristallographique 

du complexe dimérique SpoIIIAH-SpoIIQ, proposant un modèle dans lequel ces deux protéines 

formeraient des anneaux similaires à ceux trouvés dans les T3SS (Levdikov et al., 2012; Meisner et al., 

2012). Ce modèle reste toutefois à tester expérimentalement.  

J’ai produit sous forme recombinante chez E. coli et purifié les domaines solubles des protéines 
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SpoIIIAA, AB, AF et AG. SpoIIIAG  a donné des résultats très stimulants. SpoIIIAG est composée d’un 

segment transmembranaire N-terminal, d’une région soluble faiblement conservée et peu structurée 

(domaine D1) et d’une région structurée de plus forte conservation (domaine D2) présentant une faible 

identité de séquence (~20%) avec la famille de protéines EscJ/PrgK qui forment des anneaux dans 

les T3SS (Fig. 15A). Nous avons montré en combinant des techniques de biophysique 

(ultracentrifugation analytique) et de microscopie électronique qu’une construction recombinante 

contenant les domaines D1 et D2 forme de larges anneaux contenant au moins 24 protomères (Fig. 15B). 

J’ai cristallisé ces anneaux (Fig. 15C) mais malgré des efforts intenses (cristallisation de protéines 

orthologues, obtention de différentes formes cristallines, tests de diverses techniques de collectes de 

données), leur diffraction des rayons X s’est toujours limitée à 8 Å. Nous avons donc résolu la structure 

des anneaux formés par les domaines D1+D2 à 38 Å par cryo-microscopie électronique, ce qui a révélé 

une architecture en forme de "tasse-et-soucoupe" avec des diamètres interne et externe de 6 et 21 nm 

(Fig. 15D) (Rodrigues et al., 2016a).  

Le degré d’oligomérisation de SpoIIIAG et les dimensions de la région en forme de "soucoupe" 

sont similaires à ceux des anneaux de EscJ/PrgK dans les T3SS (Schraidt and Marlovits, 2011; Suzuki 

et al., 2004; Yip et al., 2005). La région en forme de "tasse" rappelle quant à elle la région centrale 

formée par l’anneau de FliF dans les flagelles (Suzuki et al., 2004). La modélisation in silico de 

SpoIIIAG sur la base de la structure d’EscJ/PrgK a généré un modèle composé d’une région similaire 

aux domaines d’oligomérisation (RBM  ou "Ring Building Motif ") présents chez EscJ/PrgK et d’une 

région comprenant deux longs brins β (Fig. 15E). Le modèle du protomère de SpoIIIAG a été placé dans 

la carte de densité électronique et une symétrie rotationnelle de 24 a permis de générer un modèle de 

l’anneau formé par SpoIIIAG (Fig. 15F). Dans ce modèle, la région en forme de "soucoupe" serait 

formée par la région RBM de SpoIIIAG tandis que la région en forme de "tasse" serait constituée d’un 

tonneau β formé par l’oligomérisation du long feuillet β présent dans la région centrale de SpoIIIAG. 

La mutation de résidus localisés au niveau de l’interface d’oligomérisation a déstabilisé la formation des 

anneaux de SpoIIIAG in vitro et altéré l’activation de σG et l’efficacité de sporulation in vivo. 

L’ensemble de nos données montrent que les anneaux formés par SpoIIIAG sont importants pour 

l’assemblage et/ou la fonction du complexe SpoIIIA-SpoIIQ (maintien de la physiologie de la spore, 

activité de σG et développement de la spore). SpoIIIAH, localisée dans la membrane externe de la 

préspore, possède elle-aussi un domaine RBM et interagit directement avec SpoIIQ, ancrée dans la 

membrane interne de la préspore. Par analogie avec l’empilement d’anneaux observé chez les systèmes 

de sécrétion de type III, nous avons proposé un modèle dans lequel l’anneau de SpoIIIAG serait accolé 

à un anneau putatif de SpoIIIAH, lui-même accolé à un anneau putatif de SpoIIQ (Fig. 15G). Ces trois 

anneaux, en interaction avec les autres protéines SpoIIIA, connecteraient les deux compartiments 

cytoplasmiques et permettraient le transport d’une molécule inconnue de la cellule mère vers la préspore. 
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Figure 15. La protéine SpoIIIAG s’assemble en une structure annulaire permettant le passage d’un 
métabolite, osmolyte ou petite protéine nécessaire au maintien de l’intégrité de la préspore et à l’activité de 
σσσσG. A. Schéma représentant la topologie des protéines SpoIIIAG (AG), SpoIIIAH (AH) et SpoIIQ (Q) ancrées 
dans les deux membranes qui entourent la préspore. L’organisation en domaines de SpoIIIAG est montrée sur le 
schéma du bas. Dans le domaine D2, les régions de SpoIIIAG homologues à EscJ/PrgK sont colorées en cyan unis, 
la région d’insertion est hachurée. B. Anneaux formés par SpoIIIAG observés en microscopie électronique 
(coloration négative). Les barres d’échelle représentent 20 nm. C. Cristaux formés par les anneaux de SpoIIIAG. 
D. Reconstruction 3D en cryo-microscopie électronique de la structure des anneaux de SpoIIIAG, montrant une 
architecture en "tasse et soucoupe" (souc.). Les dimensions de l’anneau sont indiquées. E. Modèle in silico de 
SpoIIIAG superposé aux domaines RBM de EscJ (code PDB 1YJ7, en gris foncé) et PrgK (code PDB 3J6D, en 
gris clair). Les régions de SpoIIIAG homologues à EscJ/PrgK sont colorées en cyan foncé, la région d’insertion 
en cyan clair. F. Modèle in silico de l’anneau de SpoIIIA placé dans la carte de densité de microscopie électronique. 
Les dimensions du modèle, ainsi que les extrémités N- et C-terminales de l’un des protomères de SpoIIIAG sont 
indiquées. G. Modèle d’assemblage du complexe SpoIIIA-SpoIIQ dans les deux membranes qui entourent la 
préspore. SpoIIIAH (AH) et SpoIIQ (Q) sont montrées sous la forme de deux anneaux contenant 18 protomères 
de chaque protéine comme proposé par Meisner et al., 2012. L’anneau formé par SpoIIIAG est coloré en cyan. 
Les autres protéines membranaires codées par l’opéron spoIIIA (SpoIIIAB-AF) sont montrées de façon 
schématique sous la forme d’un complexe formant un pore dans la membrane de la cellule mère. L’ATPase 
SpoIIIAA (AA) est montrée comme un hexamère par analogie avec les autres ATPases de sécrétion. Un pore est 
également représenté dans la membrane de la préspore bien que l’identité de la protéine qui le forme reste à 
découvrir. (D’après Rodrigues et al., 2016a). 
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I - Préambule 

L’un des plus grand défis aujourd’hui dans le domaine de la morphogenèse et de la division 

bactérienne est de comprendre comment les protéines en charge de ces processus (les protéines 

morphogénétiques) s’assemblent dans la cellule pour former des machineries fonctionnelles. En d’autres 

termes, il faut déterminer comment ces grands assemblages protéiques sont structurés et échafaudés, et 

déterminer leur comportement dynamique dans le temps et dans l’espace. Il est nécessaire pour cela de 

combiner des études in vitro visant à étudier les interactions moléculaires que ces machineries protéiques 

abritent (caractérisation biochimique et structurale) et des études in vivo visant à déterminer la 

dynamique (comportement spatial et temporel) de ces machineries dans la cellule. Les compétences que 

j’ai acquises depuis mon doctorat en biologie moléculaire, en biochimie, en biologie structurale et en 

imagerie cellulaire me permettent aujourd’hui de superviser des projets faisant appel à des techniques 

qui génèrent ces données structurales et cellulaires. C’est cette approche de biologie structurale et 

cellulaire intégrée que je souhaite continuer à utiliser pour poursuivre l’étude de processus liés à la 

morphogenèse et/ou la division bactérienne.  

Depuis mon recrutement au CNRS, je me suis engagée dans de nombreux projets. Un certain 

nombre d’entre eux se sont achevés ou s’achèveront sous peu (projet amidase-activateur, projet MurT-

GatD, projet Pmp23) après publication. Dans le futur, je souhaite me concentrer sur deux projets 

principaux : la compréhension du mécanisme d’assemblage et de l’architecture de la machinerie de 

division chez S. pneumoniae, qui constitue une source riche de cibles antibactériennes, et la 

compréhension du mécanisme d’assemblage et de l’architecture de la machinerie SpoIIIA-SpoIIQ 

impliquée dans la morphogenèse de la spore chez B. subtilis, car je suis fascinée par ce grand assemblage 

moléculaire dont on ne connaît ni l’architecture ni la fonction. 

II - Développement thématique du projet de recherche 

A. Morphogenèse et division chez S. pneumoniae 

Aujourd’hui, l’identité de la plupart des protéines de la division et de la morphogenèse bactérienne 

est connue, l’activité enzymatique et la structure tridimensionnelle de nombreuses d’entre elles sont 

disponibles, et de nombreux couples de partenaires protéiques ont été identifiés par des approches 

génétiques ou biochimiques. Toutefois, nous ne parvenons toujours pas à comprendre comment ces 

protéines s’assemblent dans la cellule pour former des machineries fonctionnelles en charge de la 

division et de la morphogenèse bactérienne. Cet aspect-là du vivant ne peut être élucidé qu’avec une 

approche structurale et cellulaire intégrée, c’est-à-dire une stratégie intégrant l’étude des machineries 

protéiques au niveau moléculaire et cellulaire. C’est cette stratégie que j’appliquerai pour étudier les 

mécanismes d’assemblage de la machinerie de division et de synthèse de la paroi chez S. pneumoniae 
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(Fig. 16). Un financement ANR (projet de recherche collaborative DIVinHD, 357 714 €) a été alloué 

pour la période 2016-2021. Je suis la coordinatrice de ce projet, mené en collaboration avec l’équipe 

Pixel (dirigé par D. Bourgeois) de l’IBS et le groupe de C. Grangeasse au MMSB (Molecular 

Microbiology and Structural Biochemistry, UMR 5086) à Lyon. Le projet DIVinHD est fondé sur notre 

récente mise au point du PALM 1-couleur chez S. pneumoniae. Ce développement a généré des données 

fondamentales sur la structure physiologique formée par la protéine du cytosquelette FtsZ (l’anneau Z) 

qui  échafaude l’assemblage du divisome (Fig. 8) (Jacq et al., 2015). DIVinHD a pour objectif 

d’exploiter cette avancée récente et propose une approche pluridisciplinaire combinant génétique, 

biochimie, imagerie super-résolue et biologie structurale pour comprendre comment des protéines clés 

de la division et du remodelage du PG s’assemblent sur l’anneau Z, et comment cet assemblage est 

régulé par la phosphorylation médiée par la Ser/Thr kinase StkP. Il inclue le projet de thèse de C. 

Arthaud (Etude biochimique et cellulaire du couple FtsZ-EzrA), que je co-encadre depuis Octobre 2015 

avec T. Vernet, ainsi qu’un post-doctorant qui sera financé pendant 3 ans par l’ANR. DIVinHD est à 

l’image de mon projet de recherche à long terme sur la division et la morphogenèse du pneumocoque, 

qui est de comprendre les mécanismes d’assemblage de la machinerie de division et de synthèse de la 

paroi.  

Je souhaite en particulier répondre aux questions développées dans les paragraphes suivants. 

1. Quels sont les partenaires de FtsZ qui régulent l’architecture granuleuse hétérogène 

(formation d’amas protéiques) de l’anneau Z ? 

Cette question sera abordée à travers l’étude en PALM 1-couleur de la nanostructure de l’anneau 

Z dans des souches mutantes (délétion ou déplétion) pour les partenaires de FtsZ (FtsA, ZapA, SepF, 

EzrA, MapZ, StkP).  

Parmi ces partenaires, FtsA, un homologue de l’actine eucaryote,  est une protéine cytoplasmique 

qui polymérise sous la forme de longs filaments in vitro (Szwedziak et al., 2012).  Elle possède une 

hélice C-terminale amphiphile et elle ancre FtsZ à la membrane plasmique en interagissant directement 

avec son extrémité C-terminale (Ortiz et al., 2016; Szwedziak et al., 2012, 2014), sa déplétion va donc 

très certainement entraîner une modification de l’architecture de l’anneau Z in vivo. Toutefois, il n’est 

pas certain que son absence entraîne une modification de l’organisation des molécules de FtsZ en amas.  

ZapA est une protéine cytoplasmique qui promeut l’association latérale des filaments de FtsZ in 

vitro (Ortiz et al., 2016; Gueiros-Filho and Losick, 2002; Low et al., 2004). Un rôle a déjà été identifié 

pour ZapA dans l’architecture de l’anneau Z chez E. coli: en absence de ZapA, les amas de FtsZ 

contiennent moins de molécules, sont moins volumineux, moins denses et une grande partie d’entre eux 

ne sont plus positionnés au site de division (Buss et al., 2013). L’effet de l’absence de ZapA sur 

l’architecture de l’anneau Z chez le pneumocoque sera donc analysé en PALM pour déterminer si le 

rôle de ZapA est conservé chez les coques à Gram positif.  
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SepF (gène ylmF) est une protéine cytoplasmique possédant une hélice N-terminale amphiphile 

et elle interagit directement avec l’extrémité C-terminale de FtsZ (Ortiz et al., 2016; Singh et al., 2008).  

In vitro, elle polymérise sous la forme d’une structure annulaire capable de capturer des filaments de 

FtsZ (Gündoğdu et al., 2011). Sa délétion chez le pneumocoque provoque la formation de cellules 

allongées présentant de nombreux septa avortés (Fadda et al., 2003). 

EzrA est une protéine cytoplasmique ancrée à la membrane plasmique via une hélice 

transmembranaire N-terminale. Elle interagit directement avec l’extrémité C-terminale de FtsZ mais la 

région d’interaction chez EzrA reste controversée (Cleverley et al., 2014; Singh et al., 2007). In vitro, 

EzrA inhibe la polymérisation de FtsZ mais n’a aucun effet sur la dépolymérisation de filaments de FtsZ 

pré-formés (Chung et al., 2007; Haeusser et al., 2004). Par ailleurs, EzrA semble déstabiliser les 

interactions latérales entre les filaments de FtsZ, limitant la formation de faisceaux de filaments (Chung 

et al., 2007; Singh et al., 2007). EzrA est essentielle chez S. pneumoniae (van Opijnen et al., 2009). En 

revanche, elle est non-essentielle chez B. subtilis ; son absence provoque la formation d’anneaux 

surnuméraires dans des régions autres que le milieu de la cellule et sa surexpression bloque la formation 

d’anneaux Z, suggérant que les deux fonctions d’EzrA (inhibition de la polymérisation de FtsZ et 

déstabilisation des faisceaux de filaments) régulent l’assemblage de l’anneau Z au site de division 

(Haeusser et al., 2004; Levin et al., 1999). La  résolution  de  la  structure cristallographique  d’EzrA  a  

par  ailleurs  montré  que  la  protéine  adopte  un  repliement  en forme  de  demi-cercle,  dont  le  

diamètre  serait  suffisamment  large  pour  accommoder un filament de FtsZ, voire même un filament 

de FtsZ associé à un filament de FtsA (Cleverley et al., 2014). Cette structure a suggéré un modèle dans 

lequel l’association d’EzrA à FtsZ limiterait les interactions entre les filaments de FtsZ et constituerait  

un moyen supplémentaire d’ancrer l’anneau Z à la membrane (Voir Fig. 3E p. 36). Il a par ailleurs été 

montré qu’EzrA connecte l’anneau Z à la machinerie de synthèse de la paroi via la protéine 

cytoplasmique GpsB chez S. aureus, B. subtilis et S. pneumoniae (Claessen et al., 2008; Fleurie et al., 

2014b; Steele et al., 2011). Le rôle d’EzrA dans la division semble donc multiple et s’étendrait de 

l’assemblage de l’anneau Z à la celui de la machinerie de synthèse de la paroi. L’étude de cette protéine 

est donc essentielle à la compréhension de l’assemblage de la machinerie de la division bactérienne. 

MapZ (LocZ) est une protéine bitopique possédant un domaine extracellulaire (C-terminal) de 

liaison au PG et un domaine intracellulaire (N-terminal) dont l’hélice N-terminale interagit directement 

avec le domaine globulaire de FtsZ (et non avec son extrémité C-terminale, contrairement à tous les 

autres partenaires de FtsZ) (Fleurie et al., 2014a; Grangeasse and Lesterlin, 2015; Holečková et al., 

2015; Manuse et al., 2016a). MapZ guide la localisation et l’orientation de l’anneau Z au site de division 

(Voir p. 37 et Fig. 3B p. 36). Le domaine cytoplasmique de MapZ est phosphorylé par la Ser/Thr kinase 

StkP qui est un régulateur majeur de la division chez S. pneumoniae (Fleurie et al., 2012, 2014a). 

MapZ étant un substrat de StkP et FtsZ étant elle-même phosphorylée par StkP, nous 

déterminerons si la phosphorylation joue un rôle dans la régulation de l’architecture de FtsZ. Pour cela, 
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nous travaillerons avec des souches délétées de StkP ou exprimant des variants de cette protéine 

(troncation du domaine kinase intracellulaire, des domaines PASTA extracellulaires, expression d’un 

variant K42M non fonctionnel pour l’activité kinase) (Fleurie et al., 2012), ainsi qu’avec des variants 

phosphomimétiques ou phosphoablatifs de FtsZ et MapZ.  

 

A l’aide de méthodes décrites dans Jacq et al., des données en PALM 1-couleur seront collectées 

sur des cellules fixées ou vivantes de ces différentes souches mutantes (délétion ou déplétion de FtsA, 

ZapA, SepF, EzrA, MapZ, StkP ; expression de mutants phosphomimétiques de StkP, MapZ et FtsZ) 

exprimant une fusion FtsZ-spDendra2 endogène pour générer des images de la nanostructure de 

l’anneau Z à différents stades du cycle cellulaire (Jacq et al., 2015). Dans les différentes souches 

mutantes, nous nous attendons à détecter des variations dans les dimensions de l’anneau Z, ses sous-

structures et sa propension à former des amas protéiques. Ces variations nous informerons sur le rôle 

des différents partenaires de FtsZ dans la régulation de l’architecture de l’anneau Z.  

 

2. Comment les partenaires de FtsZ régulent-ils l’architecture de l’anneau Z au niveau cellulaire 

et moléculaire ? 

Afin de comprendre comment les partenaires de FtsZ impliqués dans la régulation de 

l’architecture de l’anneau Z s’associent à l’anneau dans la cellule, je développerai l’usage de la 

microscopie super-résolue 2-couleurs (PALM/PALM ou PALM/dSTORM) chez le pneumocoque pour 

visualiser deux protéines dans une même cellule.  

L’une des protéines sera fusionnée à la protéine photoconvertible spDendra2 ou à la protéine 

photoactivable PA-mCherry et l’autre protéine sera fusionnée à une protéine photoréversible verte 

(mGeosM ou rsKame) (Chang et al., 2012; Rosenbloom et al., 2014). Les données PALM seront d’abord 

collectées dans le canal de fluorescence rouge, puis dans le vert. Les données de fluorescence rouge et 

vertes seront ensuite traitées de façon séparées et diverses corrections seront appliquées (dérive, 

aberrations chromatiques, …) (Georgieva et al., 2016). Les deux couleurs seront finalement regroupées 

dans l’image PALM finale et une analyse de co-localisation de cette image nous permettra de déterminer 

dans quelles régions (de fortes ou faibles densités) de l’anneau Z les partenaires de FtsZ s’assemblent. 

Ce développement a déjà été initié avec le couple FtsZ-EzrA et sera à terme appliqué à tous les couples 

protéiques d’intérêt. Dans le cas d’une non fonctionnalité des protéines de fusion, il est possible 

d’envisager un immunomarquage de FtsZ ou de la seconde protéine d’intérêt à l’aide d’anticorps 

disponibles au laboratoire (nous disposons d’une vingtaine d’anticorps dirigés contre les protéines de la 

division du pneumocoque). Dans ce cas, les anticorps seront couplés de façon chimique au fluorophore 

Alexa Fluor 647 (émission de fluorescence dans le rouge lointain), qui est utilisable en dSTORM 

(direct Stochastic Optical Reconstruction Microscopy). Le dSTORM, technique cousine du PALM, 
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est basée sur le clignotement de marqueurs fluorescents (de type Alexa par exemple) en présence d’un 

tampon ayant des propriétés oxydo-réductrices. Un laser UV permet de contrôler le taux de clignotement 

des marqueurs, afin d’imager chaque fois une densité faible de molécules, comme pour le PALM. Les 

fluorophores de type Alexa offrent un large choix de couleurs fluorescentes et génèrent des signaux 

fluorescents très forts. 

Pour comprendre comment les partenaires de FtsZ s’assemblent sur et/ou régulent l’assemblage 

de l’anneau Z au niveau moléculaire, il faudra déterminer la structure atomique de ces complexes. La 

structure du peptide C-terminal de FtsZ en complexe avec FtsA est déjà connue (code PDB 4A2A, 

(Szwedziak et al., 2012)) et celle de FtsZ en complexe avec MapZ est réalisée par l’équipe de C. 

Grangeasse. Nous tenterons donc uniquement de résoudre la structure de FtsZ en complexe avec ZapA, 

SepF ou EzrA si les expériences en PALM montrent un rôle de ces protéines dans l’architecture de 

l’anneau Z. Ces études structurales seront soutenues par des études de biochimie et de biophysique qui 

viseront à déterminer les régions d’interaction entre ces protéines. Des constructions recombinantes 

complètes et tronquées fusionnées à des étiquettes poly-histidine ou GST seront produites chez E. coli 

et purifiées, puis des études d’interaction entre les différents partenaires seront réalisées par 

thermophorèse à micro-échelle (MST pour "MicroScale Thermophoresis"). Les résultats fournis par ces 

études permettront de guider les essais de cristallisation: si les formes complètes des partenaires 

protéiques ne cristallisent pas, nous tenteront de cristalliser des formes tronquées dont l’interaction aura 

été validée par thermophorèse. 

Après résolution de la structure de ces complexes protéiques, ils seront validés in vitro et in vivo 

par mutation des résidus impliqués dans l’interface d’interaction. La capacité des protéines mutantes à 

interagir in vitro sera testée par thermophorèse à micro-échelle après production des protéines mutantes 

chez E. coli et purification. En parallèle, ces mutations seront introduites in vivo et le phénotype des 

souches de pneumocoque mutantes sera étudié. En particulier, nous analyserons la forme des souches 

mutantes (microscopie en contraste de phase et microscopie électronique), leur taux de croissance 

(courbes de croissance), la localisation à basse et haute résolution des protéines mutées et des zones de 

synthèse de PG (utilisation d’acides aminés fluorescents) à l’aide de méthodes décrites précédemment 

(Fleurie et al., 2012; Jacq et al., 2015; Morlot et al., 2013). 

 

3. Les amas de FtsZ sont-ils des points d’ancrage pour la machinerie de synthèse du PG ?  

EzrA est la protéine qui connecte, via GpsB, l’anneau Z à la machinerie de synthèse du PG, c’est-

à-dire aux PBPs (Claessen et al., 2008; Fleurie et al., 2014b). Pour déterminer si les amas de FtsZ servent 

de points d’ancrage à la machinerie de synthèse du PG, nous commencerons par étudier en 

PALM/dSTORM 2-couleurs le couple EzrA-FtsZ pour déterminer si les amas de FtsZ dans l’anneau Z 

co-localisent avec de possibles amas de EzrA. Cette analyse portera sur la totalité du cycle cellulaire du 
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pneumocoque. L’étude sera ensuite étendue aux couples protéiques FtsZ-GpsB et EzrA-GpsB pour 

étudier la co-localisation de ces protéines au cours du cycle cellulaire.  

Pour comprendre les interactions établies par FtsZ, EzrA et GpsB au niveau moléculaire, nous 

réaliserons également une étude structurale de ces protéines. Nous observerons par microscopie 

électronique des filaments de FtsZ en présence d’EzrA et GpsB afin de déterminer si la connexion entre 

l’anneau Z et la machinerie de synthèse du PG implique une modulation de l’organisation des filaments 

de FtsZ par ces partenaires. Nous nous attendons par exemple à observer une stimulation ou une 

inhibition de la formation de faisceaux de filaments de FtsZ en présence de ces protéines. Pour obtenir 

des détails des interactions entre FtsZ, EzrA et GpsB à l’échelle atomique, nous tenterons de résoudre 

la structure cristallographique des complexes FtsZ-EzrA et EzrA-GpsB. Comme décrit dans la section 

précédente, les études structurales seront guidées par des études biochimiques et biophysiques visant à 

déterminer les régions d’interaction entre ces protéines, et validées par des études de mutagenèse in vitro 

et in vivo. 

Les études en PALM seront ensuite étendues à PBP2b, qui est nécessaire à la synthèse de PG 

dédiée à l’élongation, et à PBP2x, qui est nécessaire à celle dédiée à la division. Les paires FtsZ-PBP2b 

et FtsZ-PBP2x seront étudiées en PALM/dSTORM 2-couleurs. Il est possible que les PBPs soient 

présentes en nombre de copies insuffisant dans la cellule pour réaliser une étude PALM. Dans ce cas, 

FtsZ sera fusionnée à une protéine phototransformables pour la visualiser en PALM et les PBPs seront 

détectées en dSTORM après immunomarquage par des anticorps couplés à de l’Alexa Fluor 647. 

D’autres couples (EzrA-PBP2b, EzrA-PBP2x, GpsB-PBP2b, GpsB-PBP2x) seront également 

étudiés en PALM/dSTORM 2-couleurs pour définir une carte de co-localisation de ces protéines au 

cours du cycle cellulaire et déterminer si les zones de forte densité de molécules de FtsZ dans l’anneau 

servent de points d’assemblage de la machinerie de synthèse du PG.  

 

4. Quel est le degré d’indépendance spatiale et temporelle des machineries d’élongation et de 

division au cours du cycle cellulaire ? Quel est le mécanisme qui régule cette (in)dépendance ? 

Des études de localisation en 3D-SIM de PBP2x et de son activité de synthèse du PG ont montré 

que la machinerie de septation se désolidarise spatialement de la machinerie d’élongation au cours du 

cycle cellulaire et migre plus rapidement vers le centre du septum (Tsui et al., 2014). Nous ne savons 

toutefois pas encore à quel moment du cycle cellulaire se passe ce phénomène et quel est le mécanisme 

qui régule cette désolidarisation.  

Pour répondre à la question temporelle, nous étudierons la co-localisation en PALM/dSTORM 2-

couleur de paires de PBPs ou de protéines SEDS impliquées dans l’élongation et la septation (PBP2x-

PBP2b, FtsW-RodA, PBP2x-RodA, PBP2b-FtsW) dans une souche de pneumocoque sauvage. 
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L’analyse du degré de co-localisation de ces paires protéiques au cours du cycle cellulaire permettra de 

déterminer à quel moment les machineries d’élongation et de septation de désolidarisent.  

En ce qui concerne le mécanisme qui régule la désolidarisation des machineries d’élongation et 

de septation, il pourrait être basé sur un comportement dynamique différent entre les protéines dédiées 

à l’élongation et celle dédiées à la septation, ou encore à des interactions moléculaires qui modifieraient 

la localisation des synthases du PG au cours du cycle cellulaire. Pour étudier ces questions, nous 

réaliserons les expériences de PALM/dSTORM 2-couleurs décrites dans le paragraphe précédent dans 

des souches de pneumocoque mutantes pour des protéines régulatrice de l’élongation et de la division 

(délétion de DivIVA, GpsB ou StkP, expression de variants phosphomimétiques et phosphoablatifs de 

DivIVA). En parallèle, nous réaliserons également des études en "sptPALM" (single-particle tracking 

PALM) qui permettent d’observer le mouvement d’une molécule unique dans une cellule vivante. Après 

photoconversion de quelques protéines fluorescentes dans le champ de microscopie, plusieurs images 

sont acquises au cours du temps Le traitement informatique de ces images permet de reconstituer la trace 

de chaque molécule dans la cellule au cours du temps. Nous utiliserons cette méthode pour observer le 

comportement dynamique des protéines impliquées dans l’élongation (PBP2b, RodA) et le comparer à 

celui des protéines impliquées dans la septation (PBP2x, FtsW).  

Puisque GpsB, DivIVA et StkP régulent le passage de la synthèse de PG dédiée à l’élongation 

vers celle dédiée à la division, nous nous attendons à observer des différences dans le degré de co-

localisation ou dans la dynamique des paires protéiques élongation-division entre la souche sauvage et 

les souches mutantes.  

Les techniques d’isolation des complexes d’élongation et de septation étant maîtrisées au 

laboratoire (Noirclerc-Savoye et al., 2005; Philippe et al., 2014; Zapun et al., 2012), les études PALM 

pourront être complétées par des expériences de biochimie visant à étudier la stabilité de ces complexes 

de synthèse du PG en présence de protéines régulatrices telles que StkP, GpsB ou DivIVA. 

D’un point de vue fondamental, ce projet génèrera sur le long terme des données nécessaires à la 

compréhension des mécanismes de la morphogenèse et de la division bactérienne. D’un point de vue 

plus appliqué, ces données serviront également à la compréhension du mode d’action des antibiotiques 

présents, à l’identification de nouvelles cibles antibactériennes et molécules inhibitrices. Les données 

générées à l’échelle atomique pourront éventuellement servir à guider le dessin de molécules 

inhibitrices. 
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Figure 16. Diagramme montrant les aspects cellulaires et moléculaires des études menées sur la 
morphogenèse et la division de S. pneumoniae. Z, FtsZ ; sptPALM, single-particle tracking PALM ; cryo-EM, 
cryo-microscopie électronique ; pneumo., pneumocoque. 
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B. Morphogenèse de la spore chez B. subtilis 

Notre récente étude des anneaux formés par SpoIIIAG constitue la première évidence structurale 

d’une fonction sécrétoire ou de transport passif pour le complexe SpoIIIA-SpoIIQ. Dans les systèmes 

de sécrétion de type III, l’aiguille d’injection (structure filamentaire) est connectée à la plateforme 

d’assemblage de la membrane interne par une structure tubulaire. Par analogie, le pore formé par 

SpoIIIAG pourrait lui aussi accommoder une structure tubulaire et/ou filamentaire qui assurerait la 

sécrétion d’une molécule encore indéterminée dans la cellule mère. Toutefois, aucune protéine 

nécessaire à l’activation de σG n’a de similarité avec de telles protéines. L’existence d’une structure 

tubulaire et/ou filamentaire dans le complexe SpoIIIA-SpoIIQ reste donc une question importante non 

résolue. Une autre hypothèse possible est que les protéines SpoIIIA-SpoIIQ similaires aux composants 

des systèmes de sécrétion spécialisés forment un canal qui connecterait directement la cellule mère à la 

préspore, permettant le transport passif d’une molécule de la cellule mère vers la préspore, ou 

inversement. Nous pouvons enfin proposer une dernière hypothèse, qui est que le complexe SpoIIIA-

SpoIIQ ne transporte aucune molécule et assure uniquement l’adhésion entre les deux membranes qui 

séparent la cellule mère et la préspore. La poursuite de l’étude structurale et fonctionnelle du complexe 

SpoIIIA-SpoIIQ permettra de déterminer lequel de ces modèles est correct et d’élucider la structure 

globale et le mécanisme d’assemblage de ce complexe. 

De façon analogue à l’étude du complexe de division chez S. pneumoniae, j’adopterai une 

stratégie intégrant des techniques de biologie structurale (microscopie électronique et cristallographie 

des rayons X), de biochimie et biophysique (étude des interactions protéines-protéines par 

thermophorèse à micro-échelle) et d’imagerie cellulaire à basse et haute résolution (PALM) pour 

déterminer le mécanisme d’assemblage et l’architecture globale du complexe SpoIIIA-SpoIIQ (Fig. 17).  

Les questions adressées par ce projet seront les suivantes : 

1. Quelle est le degré de similitude structurale entre les anneaux formés par SpoIIIAG et ceux 

formées par EscJ/PrgK dans les T3SS ? 

Pour finir de répondre à cette question, à laquelle nous avons déjà apporté des premiers éléments 

de réponses (Rodrigues et al., 2016a), nous allons déterminer la structure à haute résolution des anneaux 

formés par SpoIIIAG. La résolution des cristaux formés par les anneaux de SpoIIIAG étant limitée à 8 

Å, notre stratégie consistera à déterminer la structure atomique d’une construction monomérique soluble 

de SpoIIIAG (mutant R209E) et à améliorer la résolution de la carte de densité des anneaux de SpoIIIAG 

obtenue par cryo-microscopie électronique (Rodrigues et al., 2016a). La structure atomique du 

monomère de SpoIIIAG pourra être obtenue par cristallographie des rayons X (si la construction 

SpoIIIAG(R209E) cristallise), ou par RMN puisque cette protéine est de petite taille (~19.7 kDa). 

L’étude RMN sera réalisée en collaboration avec l’équipe de RMN biomoléculaire de l’IBS. En ce qui 

concerne l’étude des anneaux de SpoIIIAG en microscopie électronique, nous augmenterons la diversité 
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d’orientation des anneaux sur les grilles de microscopie par ajout de petites molécules (glutaraldéhyde, 

détergents, …). La structure atomique du protomère de SpoIIIAG sera ensuite placée dans la carte de 

densité électronique pour générer un modèle de l’anneau de SpoIIIAG à haute résolution. 

 

2. SpoIIIAG forme-t-elle des pores dans les membranes ? 

SpoIIIAG possède un segment transmembranaire unique en position N-terminale et ce dernier 

ancre la protéine dans la membrane de la cellule mère (Fig. 15A). La forme complète membranaire de 

SpoIIIAG sera produite chez E. coli, solubilisée en présence de détergents et purifiée, puis observée 

directement en cryo-microscopie électronique. La reconstruction de la structure de cette forme 

membranaire de SpoIIIAG permettra de déterminer si la protéine forme des pores membranaires. Des 

protéoliposomes de SpoIIIAG pourront également être produits pour observation en microscopie 

électronique ou pour réaliser des tests de fuite : un petit fluorophore telle que la calcéine sera emprisonné 

dans des liposomes à une concentration causant l’auto-extinction de sa fluorescence. Après 

incorporation de la forme membranaire de SpoIIIAG dans ces liposomes, une lecture de fluorescence 

sera réalisée dans le temps. Si les anneaux de SpoIIIAG forment des pores membranaires, alors les 

petites molécules fluorescentes seront libérées à l’extérieur des liposomes et la fluorescence de la 

solution augmentera. Pour ces expériences, nous bénéficierons de l’expertise de nombreuses équipes de 

l’IBS travaillant sur des protéines membranaires, dont certaines sur des canaux membranaires. 

 

3. La protéine GerM, nécessaire à la localisation de SpoIIIAG, est-elle un composant du complexe 

SpoIIIA-SpoIIQ et forme-t-elle des anneaux ? 

Récemment, un nouveau partenaire des protéines SpoIIIA a été identifié. Il s’agit de la protéine 

GerM qui, avec SpoIIIAH, est nécessaire à la localisation de SpoIIQ et SpoIIIAG au niveau du septum 

de sporulation (Doan et al., 2009; Rodrigues et al., 2016b). GerM est une lipoprotéine composée de deux 

domaines GERM localisés dans l’espace intermembranaire (Rodrigues et al., 2016b), de fonction 

inconnue mais dont le repliement rappelle celui des domaines RBM (α-β-β-α-β).  

Nous allons exprimer des formes recombinantes solubles de GerM contenant l’un ou l’autre, ou 

les deux domaines GERM et déterminer dans un premier temps la capacité de ces constructions à 

interagir physiquement in vitro avec SpoIIIAG, SpoIIIAH et SpoIIQ. Cette étude sera réalisée par 

thermophorèse à micro-échelle. En collaboration avec l’équipe de D. Rudner, nous déterminerons à 

l’aide d’expériences d’immunoprécipitations décrites précédemment si GerM appartient au complexe 

SpoIIIA-SpoIIQ ancré dans les membranes de B. subtilis (Doan et al., 2009). 

Dans un second temps, nous testerons la capacité de GerM à former des anneaux oligomériques. 

Les différentes constructions recombinantes de GerM seront analysées par chromatographie de filtration 



 

78 

 

sur gel et les fractions d’élution à faible volume (correspondant à des objets protéiques de haut poids 

moléculaire) seront analysées par microscopie électronique en coloration négative. Si des anneaux de 

GerM sont détectés, nous tenterons alors de les cristalliser et de résoudre leur structure par 

cristallographie des rayons X, ou, comme pour SpoIIIAG, nous résoudrons leur structure en cryo-

microscopie électronique. 

 

4. Quel est l’architecture globale du complexe SpoIIIA-SpoIIQ ? 

Nous tenterons de reconstituer progressivement le complexe SpoIIIA-SpoIIQ in vitro en ajoutant un 

ou plusieurs partenaires de SpoIIIAG à des anneaux préformés ou en cours de formation. Ces 

expériences seront dans un premier temps réalisées sur les formes solubles des protéines SpoIIIA et 

SpoIIQ puis sur les formes membranaires si ces dernières sont nécessaires à l’assemblage du complexe 

intégral. La structure du complexe ou sous-complexes reconstitués sera étudiée par microscopie 

électronique et/ou par cristallographie des rayons X. Une fois que le complexe ou les sous-complexes 

SpoIIIA-SpoIIQ seront reconstitués, leur fonction sécrétoire sera étudiée à l’aide de méthodes 

développées pour étudier la fonction sécrétoire des anneaux formés par SpoIIIAG. 

 

La validation de toutes les interfaces protéiques identifiées par les techniques de biologie structurale 

sera réalisée in vitro par notre équipe. Des mutations seront introduites dans les résidus impliqués dans 

les interfaces protéiques, les protéines mutantes seront produites de façon recombinante chez E. coli, 

puis purifiées. La capacité des protéines mutantes à oligomériser ou à interagir avec leur(s) partenaires 

protéiques sera testée par thermophorèse à micro-échelle.  En parallèle, ces mutations seront introduites 

in vivo par l’équipe de D. Rudner à Boston dans le cadre de la collaboration déjà établie pour l’étude de 

SpoIIIAG. Nos collaborateurs analyseront le phénotype des souches de B. subtilis mutantes, et en 

particulier leur capacité à activer σG et à produire des spores résistantes à la température à l’aide de 

méthodes décrites précédemment (Rodrigues et al., 2016a).  

 

5. Comment s’assemble le complexe SpoIIIA-SpoIIQ dans la cellule ? 

Pour répondre à cette question, j’envisage de réaliser une étude PALM du complexe SpoIIIA-

SpoIIQ afin de déterminer (i) le nombre de complexes présents au niveau du septum, (ii) sa 

stœchiométrie et (iii) son architecture à l’échelle nanométrique dans la cellule ainsi que (iv) la position 

relative de chacun de ses composants. Des fusions fonctionnelles de SpoIIIAG, SpoIIIAH et SpoIIQ à 

des protéines fluorescentes existent déjà et la technique de PALM 1-couleur a déjà été utilisée par 

l’équipe de M. Nollmann à Montpellier pour étudier la localisation à haute résolution de protéines de la 

sporulation chez B. subtilis (Doan et al., 2009; Fiche et al., 2013; Rodrigues et al., 2016a). Les protocoles 
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publiés devraient donc être relativement facilement transférables à l’étude PALM des protéines 

SpoIIIAG, SpoIIIAH et SpoIIQ. Ces fusions cytoplasmiques ne seront pas envisageables avec GerM 

qui est une lipoprotéine sécrétée dans l’espace intermembranaire et à ce jour, il n’existe aucune protéine 

phototransformable tolérant le transport vers le milieu extracellulaire (à l’image de la superfolder GFP 

qui a été ingénierée pour tolérer la sécrétion dans le périplasme bactérien) et utilisable en PALM. GerM 

sera donc étudiée en microscopie super-résolue par dSTORM (voir ci-dessous). 

Dans un premier temps, l’extrémité N-terminale (cytoplasmique) de SpoIIIAG, SpoIIIAH et 

SpoIIQ sera fusionnée à Dendra2 ou mEos2 pour imager ces protéines en PALM 1-couleur à l’aide de 

méthodes décrites pour B. subtilis (Fiche et al., 2013) ou pour S. pneumoniae (Jacq et al., 2015). L’étude 

PALM de ces protéines nous renseignera sur l’organisation (homogène ou en amas) du complexe 

SpoIIIA-SpoIIQ autour de la préspore, sur le nombre de complexes présents dans chaque amas et 

globalement autour de la préspore et sur la stœchiométrie in vivo des protéines étudiées. 

Dans un deuxième temps, nous chercherons à déterminer la position relative de chacun des 

composants du complexe SpoIIIA-SpoIIQ dans l’espace intermembranaire. Pour déterminer la position 

relative des protéines SpoIIIAG, SpoIIIAH, SpoIIQ et GerM dans l’espace intermembranaire, il faudra  

immunomarquer leur domaine extracellulaire à l’aide d’anticorps couplés à de l’Alexa Fluor 568 ou 

647. Les différents couples protéiques seront ensuite imagés et étudiés en dSTORM 2-couleurs (568/647 

nm) à l’aide de méthodes décrites par Georgieva et al (Georgieva et al., 2016) pour déterminer la position 

relative de chacun des composants dans le complexe SpoIIIA-SpoIIQ. Le couple SpoIIIAH-SpoIIQ 

servira de contrôle positif avec une localisation de SpoIIQ qui devrait se positionner du côté de la 

préspore et une localisation de SpoIIIAH qui devrait se localiser du côté de la cellule mère. En effet, 

SpoIIQ est produite par la préspore alors que SpoIIIAH est produite par la cellule mère. Par ailleurs, les 

extrémités N-terminales de ces protéines dans la structure cristallographique du complexe SpoIIIAH-

SpoIIQ sont positionnées à l’opposé de l’interface (sur l’extérieur du complexe), ce qui suggère 

fortement que le domaine extracellulaire de SpoIIQ est positionné  du côté de la préspore et celui de 

SpoIIIAH du côté de la cellule mère. 

Dans un premier temps, ces études seront menées sur le cœur SpoIIIAG-SpoIIIAH-SpoIIQ-

GerM du complexe SpoIIIA-SpoIIQ mais à terme, l’objectif est d’étendre le projet aux autres protéines 

du complexe. 

La pérennité de ce projet dépendra évidement de l’obtention de financements et j’envisage de 

déposer une demande de financement ERC consolidating grant (individuelle) ou d’ANR internationale 

(collaboration avec l’équipe de D. Rudner à Boston) sur ce projet en 2018. 
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Figure 17. Diagramme montrant les aspects cellulaires et moléculaires des études menées sur la 
morphogenèse de la spore chez B. subtilis. Complexe A-Q, complexe SpoIIIA-SpoIIQ ; AG, SpoIIIAG ; AH, 
SpoIIIAH ; Q, SpoIIQ ;  cryo-EM, cryo-microscopie électronique. 
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Summary

The bacterial peptidoglycan, the main component of

the cell wall, is synthesized by the penicillin-binding

proteins (PBPs). We used immunofluorescence

microscopy to determine the cellular localization of

all the high molecular weight PBPs of the human

pathogen 

 

Streptococcus pneumoniae

 

, for a wild type

and for several PBP-deficient strains. Progression

through the cell cycle was investigated by the simul-

taneous labelling of DNA and the FtsZ protein. Our

main findings are: (i) the temporal dissociation of cell

wall synthesis, inferred by the localization of PBP2x

and PBP1a, from the constriction of the FtsZ-ring; (ii)

the localization of PBP2b and PBP2a at duplicated

equatorial sites indicating the existence of peripheral

peptidoglycan synthesis, which implies a similarity

between the mechanism of cell division in bacilli and

streptococci; (iii) the abnormal localization of some

class A PBPs in PBP-defective mutants which may

explain the apparent redundancy of these proteins in

 

S. pneumoniae

 

.

Introduction

 

The peptidoglycan is the principal stress bearing and

shape-determining constituent of the cell wall and its

integrity is essential for bacteria. It is a molecular mesh of

glycan strands of repeating disaccharide units cross-

linked by peptide bridges. Several high molecular weight

penicillin-binding proteins (PBPs) participate in the syn-

thesis of the peptidoglycan through glycosyltransferase

activities, which catalyse polymerization of glycan strands,

and through transpeptidase activities, which form the pep-

tide bridges. Class A PBPs possesses both glycosyltrans-

ferase and transpeptidase activities, whereas class B

PBPs are monofunctional transpeptidases (Ghuysen,

1991). Low molecular weight PBPs constitute a third

group with a 

 

D

 

,

 

D

 

-carboxypeptidase activity. 

 

b

 

-Lactam anti-

biotics, such as penicillins and cephalosporins, inhibit

both the transpeptidase and the 

 

D

 

,

 

D

 

-carboxypeptidase

reactions.

Cell wall synthesis can be grossly divided in two stages:

the longitudinal wall growth (or elongation, as most stud-

ies have dealt with rod-shaped bacteria that double in

length during this part of wall synthesis) and the wall

growth linked to cell division or septation. Bacterial

genomes generally encode two PBPs of class B, one

involved in each stage of the peptidoglycan synthesis.

In 

 

Escherichia coli

 

, PBP3 (FtsI) belongs to a group of

essential proteins involved in division (Nanninga, 1991;

Bramhill, 1997). This set of proteins, conserved in all cell

wall synthesizing eubacteria, are thought to form a com-

plex coordinating nucleoid segregation, membrane con-

striction, septal peptidoglycan synthesis and possibly the

final event of membrane fusion. Genetic and localization

studies in 

 

E. coli

 

 and 

 

Bacillus subtilis

 

 showed that they

are recruited to the division site in the following conditional

order: FtsZ, FtsA, FtsK, FtsQ, FtsL/FtsB, FtsW and FtsI

(Errington, 2001; Buddelmeijer and Beckwith, 2002). The

nomenclature of these proteins is derived from the 

 

f

 

ila-

mentous phenotype adopted by 

 

t

 

emperature 

 

s

 

ensitive

mutants that cannot divide at restrictive temperature. The

first recruit to the division site, FtsZ, is a cytoplasmic

protein that polymerizes in a ring-like structure (Addinall

and Holland, 2002). Constriction of the FtsZ-ring has been

proposed to drive the division process, in particular the

membrane invagination. The last protein recruited to the

site of division is FtsI, which is a class B PBP involved in

septal peptidoglycan synthesis (Botta and Park, 1981).

The localization of FtsI to the division site depends on

FtsZ and the other intervening Fts proteins. However,

some peptidoglycan synthesis that is independent of FtsI

is observed at the division site of 

 

E. coli

 

. This FtsI-inde-

pendent but division-specific synthesis of peptidoglycan

depends on the formation of the FtsZ-ring, but is indepen-

dent of the other Fts proteins (de Pedro 

 

et al

 

., 1997).

Although peptidoglycan synthesis requires glycosyl-

transferase activity, the respective role of the different
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Abstract

FtsW and RodA are homologous integral membrane proteins involved in bacterial cell division and cell growth, respectively.

Both proteins from Streptococcus pneumoniae were overexpressed in Escherichia coli as N-terminal His-tagged fusions. Their

membrane addressing in E. coli was demonstrated by cell fractionation and was confirmed for FtsW by immunolocalization. Re-

combinant FtsW and RodA were solubilized from membranes using 3-(laurylamido)-N ;N 0-dimethylaminopropylamine oxide

(LAPAO). The detergent was exchanged to polyoxyethylene 8 lauryl ether (C12E8) during one-step purification procedure by Co2þ-

affinity chromatography. This procedure yielded 50–150 lg protein per litre of culture. Both proteins are likely to be folded as they

are resistant to trypsin digestion and could be incorporated into reconstituted lipid vesicles.

� 2003 Elsevier Science (USA). All rights reserved.

FtsW and RodA, which were first identified in Esc-

herichia coli, as well as SpoVE in Bacillus subtilis, [1,2]

constitute a family of polytopic membrane proteins

termed SEDS2 for shape, elongation, division, and

sporulation [3]. SEDS are present in all bacteria that

have a peptidoglycan cell wall [1–3]. Each SEDS appears

to be functionally associated with a single class B peni-

cillin-binding protein (PBP) [4]. Class B PBPs are

transpeptidases involved in cell-wall synthesis by cross-

linking glycan strands through their peptide linkers [5,6].

One such pair is RodA and PBP2 in E. coli, which are

both required for cell elongation and shape determina-

tion [7–9]. RodA and PBP2 are encoded in the same

operon and inactivation of either gene results in E. coli

spherical cells [8,10]. Although the precise function of

RodA remains to be identified, it is required for the

functionality of PBP2 [11]. By analogy with RodA and

PBP2, it has been suggested that FtsW may act in

concert with PBP3 in cell division [1]. The genes en-

coding FtsW and PBP3 (FtsI) are cotranscribed and

their inactivation blocks cell division without affecting

cell elongation [12]. Interestingly, in all bacteria whose

genome has been fully sequenced, an equivalent number

of SEDS and class B PBPs are found. Most genomes

encode two such pairs [13], but sometimes three as in B.

subtilis or even four as in Streptomyces coelicolor. These

two species have more than one type of cell division,

including sporulation. Streptococcus pyogenes appar-

ently contains only one SEDS and one class B PBP.

FtsW is required for cell division and was shown to be

localized at the septum in E. coli [14]. In E. coli, FtsW is

Protein Expression and Purification 30 (2003) 18–25

www.elsevier.com/locate/yprep
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Summary

Bacterial division requires the co-ordination of mem-

brane invagination, driven by the constriction of the

FtsZ-ring, and concomitant cell wall synthesis,

performed by the high-molecular-weight penicillin-

binding proteins (HMW PBPs). Using immunofluo-

rescence techniques, we show in 

 

Streptococcus

pneumoniae

 

 that this co-ordination requires PBP3, a

 

D

 

,

 

D

 

-carboxypeptidase that degrades the substrate of

the HMW PBPs. In a mutant deprived of PBP3, the

apparent rings of HMW PBPs and that of FtsZ are no

longer co-localized. In wild-type cells, PBP3 is absent

at the future division site and present over the rest of

the cell surface, implying that the localization of the

HMW PBPs at mid-cell depends on the availability of

their substrate. FtsW, a putative translocase of the

substrate of the PBPs, forms an apparent ring that is

co-localized with the septal HMW PBPs throughout

the cell cycle of wild-type cells. In particular, the con-

striction of the FtsW-ring occurs after that of the FtsZ-

ring, with the same delay as the constriction of the

septal PBP-rings. However, in the absence of PBP3,

FtsW remains co-localized with FtsZ in contrast to the

HMW PBPs. Our work reveals an unexpected com-

plexity in the relationships between the division pro-

teins. The consequences of the absence of PBP3

indicate that the peptidoglycan composition is central

to the co-ordination of the division process.

Introduction

 

Bacterial division is a complex and poorly understood

process, which encompasses the segregation of chromo-

somes, the membrane invagination and final fusion event

and the concomitant synthesis of the septal cell wall.

Genetic and localization experiments conducted mainly in

 

Escherichia coli

 

 and 

 

Bacillus subtilis

 

 have shown that a

conserved set of proteins is recruited to the site of division

in the following conditional order: FtsZ, FtsA, FtsK, FtsQ,

FtsL/FtsB, FtsW and FtsI (Buddelmeijer and Beckwith,

2002; Errington 

 

et al

 

., 2003). These essential proteins are

termed Fts, as thermosensitive mutants of 

 

E. coli

 

 in the

corresponding genes do not divide and adopt a filamen-

tous phenotype at restrictive temperature. FtsZ polymer-

izes at mid-cell on the inner side of the cytoplasmic

membrane as a ring, the constriction of which is thought

to drive membrane invagination (Addinall and Holland,

2002). FtsA binds to both FtsZ and the membrane and

possibly mediates the interaction between them (Bud-

delmeijer and Beckwith, 2002; Errington 

 

et al

 

., 2003).

FtsK is a membrane protein with a cytoplasmic domain

that is involved in chromosome segregation (Buddelmeijer

and Beckwith, 2002; Errington 

 

et al

 

., 2003) and possibly

in membrane fusion (Sharp and Pogliano, 1999). FtsQ,

FtsL and FtsB are bitopic membrane proteins of unknown

function (Buddelmeijer and Beckwith, 2002; Errington

 

et al

 

., 2003). FtsW has 10 transmembrane segments

(Gérard 

 

et al

 

., 2002) and has been proposed to translo-

cate the precursor of the peptidoglycan to the extracellular

side of the membrane where it is incorporated in the cell

wall by several penicillin-binding proteins (PBPs), includ-

ing FtsI (Matsuhashi 

 

et al

 

., 1990).

Although the Fts proteins are recruited in a conditional

succession, several lines of evidence indicate that a com-

plex comprising all the division proteins does not exist

throughout the septation process. Indeed, immunolocal-

ization of FtsZ and PBP2x (FtsI) during the cell cycle of

 

Streptococcus pneumoniae

 

 has shown that constriction of

the FtsZ-ring is well under way while PBP2x remains at

the periphery of the septum (Morlot 

 

et al

 

., 2003). Similarly,

in 

 

B. subtilis

 

, the localization of PBP2B was found to span

the whole cell diameter, whereas clear signs of membrane

constriction were observed (Daniel 

 

et al

 

., 2000). These

findings raise the question of how the processes of mem-

brane invagination and septal cell wall formation are co-

ordinated.

 

D

 

,

 

D

 

-Carboxypeptidases are not essential and have not

hitherto been considered as major participants of the

division mechanism, although a mutant of 

 

S. pneumoniae

 

(

 

dacA

 

) deficient in its single 

 

D

 

,

 

D

 

-carboxypeptidase PBP3
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Summary

DivIB, DivIC and FtsL are bacterial proteins essential

for cell division, which show interdependencies for

their stabilities and localization. We have reconsti-

tuted in vitro a trimeric complex consisting of the

recombinant extracellular domains of the three pro-

teins from Streptococcus pneumoniae. The extracel-

lular domain of DivIB was found to associate with a

heterodimer of those of DivIC and FtsL. The het-

erodimerization of DivIC and FtsL was artificially

constrained by fusion with interacting coiled-coils.

Immunofluorescence experiments showed that DivIC

is always localized at mid-cell, in contrast to DivIB and

FtsL, which are co-localized with DivIC only during

septation. Taken together, our data suggest that

assembly of the trimeric complex DivIB/DivIC/FtsL is

regulated during the cell cycle through controlled for-

mation of the DivIC/FtsL heterodimer.

Introduction

Cell division is a fundamental process of life that is still

poorly understood in bacteria, even though all the key

proteins involved are probably known. Eight conserved

essential proteins are present in cell wall containing

eubacteria: FtsZ, FtsA, FtsK, DivIB(FtsQ), FtsL,

DivIC(FtsB), FtsW and FtsI. Several studies have shown

dependencies between the division proteins for their

recruitment at mid-cell, with some variation between the

model organisms Escherichia coli and Bacillus subtilis

(Buddelmeijer and Beckwith, 2002; Errington et al.,

2003). FtsZ polymerizes as a ring at the division site.

FtsA binds to FtsZ, and both proteins are thought to

drive membrane invagination. FtsK is involved in the

segregation of chromosomes (Aussel et al., 2002), but

certainly plays another function essential for division

(Draper et al., 1998). FtsI participates in cell wall synthe-

sis (Pisabarro et al., 1986), and so does probably FtsW

(Errington et al., 2003). In contrast, the role of

DivIB(FtsQ), DivIC(FtsB) and FtsL is largely unknown.

The Fts and Div nomenclature are derived from E. coli

and B. subtilis studies, respectively (Buddelmeijer and

Beckwith, 2002; Errington et al., 2003). DivIC(FtsB) is

also known as YgbQ in E. coli (Buddelmeijer et al.,

2002). Given the weak sequence similarity between the

DivIB, DivIC and FtsQ, FtsB proteins and the differences

in behaviour observed in B. subtilis and E. coli, the Fts

nomenclature is used for Gram-negative bacteria,

whereas Div names are applied to proteins from Gram-

positive bacteria such as our model organism Strepto-

coccus pneumoniae.

DivIB(FtsQ), DivIC(FtsB) and FtsL share similar topol-

ogies and display a short amino-terminal cytoplasmic

domain, a transmembrane segment and a longer extra-

cellular domain (Buddelmeijer and Beckwith, 2002; Err-

ington et al., 2003). In B. subtilis, the three proteins show

codependence of their localization at the division site

(Daniel et al., 1998; Daniel and Errington, 2000; Katis

et al., 2000). In E. coli, FtsQ is localized to the division

site in the absence of FtsL and FtsB (Chen et al., 1999;

Buddelmeijer et al., 2002), whereas the presence of FtsL

and FtsB at the division site is mutually dependent and

requires FtsQ (Ghigo et al., 1999; Buddelmeijer et al.,

2002). Furthermore, DivIC is degraded in the absence of

FtsL in B. subtilis (Daniel et al., 1998), which is itself an

intrinsically unstable protein in vivo that is stabilized by

DivIB (Daniel and Errington, 2000). Conversely in E. coli,

FtsL is rapidly degraded in the absence of FtsB (Bud-

delmeijer et al., 2002). Taken together, these findings

suggest that these three proteins interact. However, no

physical interaction that involves DivIB has been demon-

strated yet, whereas there are conflicting reports regard-

ing the heterodimerization of FtsL and DivIC from B.

subtilis (Sievers and Errington, 2000; Robson et al.,

2002). The interaction of FtsQ, FtsL and FtsB has

recently been established in E. coli in vivo by immunopre-

cipitation (Buddelmeijer and Beckwith, 2004). As the
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Penicillin-binding proteins (PBPs) are membrane-as-
sociated enzymes which perform critical functions in
the bacterial cell division process. The single D-Ala,D-Ala
(D,D)-carboxypeptidase in Streptococcus pneumoniae,
PBP3, has been shown to play a key role in control of
availability of the peptidoglycal substrate during cell
growth. Here, we have biochemically characterized and
solved the crystal structure of a soluble form of PBP3 to
2.8 Å resolution. PBP3 folds into an NH2-terminal, D,D-
carboxypeptidase-like domain, and a COOH-terminal,
elongated �-rich region. The carboxypeptidase domain
harbors the classic signature of the penicilloyl serine
transferase superfamily, in that it contains a central,
five-stranded antiparallel �-sheet surrounded by �-hel-
ices. As in other carboxypeptidases, which are present
in species whose peptidoglycan stem peptide has a ly-
sine residue at the third position, PBP3 has a 14-residue
insertion at the level of its omega loop, a feature that
distinguishes it from carboxypeptidases from bacteria
whose peptidoglycan harbors a diaminopimelate moiety
at this position. PBP3 performs substrate acylation in a
highly efficient manner (kcat/Km � 50,500 M�1

�s�1), an
event that may be linked to its central role in control of
pneumococcal peptidoglycan reticulation. A model that
places PBP3 poised vertically on the bacterial mem-
brane suggests that its COOH-terminal region could act
as a pedestal, placing the active site in proximity to the
peptidoglycan and allowing the protein to “skid” on the
surface of the membrane, trimming pentapeptides dur-
ing the cell growth and division processes.

Bacterial division is a complex phenomenon that requires
the coordination of diverse processes including chromosomal
segregation, FtsZ ring-dependent membrane constriction, and
cell wall synthesis at the site of septation. The latter process
involves the polymerization of glycan chains and transpeptida-
tion of pentapeptidic moieties within the structure of the pep-
tidoglycan, a highly cross-linked mesh that is crucial for main-

taining bacterial shape and providing protection from osmotic
shock and lysis (1). Both reactions are catalyzed by penicillin-
binding proteins (PBPs),1 membrane-associated molecules,
which can be classified as high molecular mass (hmm; often
bifunctional) and low molecular mass (lmm; monofunctional)
and play key roles in the bacterial life cycle. The pathogenic
bacterium Streptococcus pneumoniae offers a unique opportu-
nity for the study of the relationship between cell division and
cell wall synthesis, since it carries a relatively simple set of six
PBPs, compared with other well studied organisms which pres-
ent much higher complexity (2). In this organism, PBP1a, -1b,
and -2a catalyze both glycosyltransfer and transpeptidation;
PBP2b and -2x only catalyze the latter reaction, and PBP3, the
single lmm PBP in S. pneumoniae, has been shown to act as a
D-Ala,D-Ala (D,D) carboxypeptidase (3).

The central role of hmm PBPs in the cell growth and division
processes has been recently confirmed through the study of
their localization within the cell cycle through the employment
of immunofluorescence techniques (4). In S. pneumoniae, the
constriction of the FtsZ-ring is spatially coupled to PBP2x- and
PBP1a-mediated septal peptidoglycan synthesis, with the for-
mer process preceding the latter by approximately 5 min (4). At
the beginning of the cell cycle, PBP3 localizes throughout the
whole bacterial surface but seems to be absent from the future
division site (5). Since the D,D-carboxypeptidase activity of
PBP3 removes the COOH-terminal D-alanine of the peptidogly-
can pentapeptide side chains, its hemispheric localization im-
plies that the cellular region neighboring the future division
site will be the only one where full-length pentapeptides will be
available as substrates for other PBPs. Interestingly, a mutant
pneumococcal strain which lacks PBP3 displays abnormal mor-
phology and exhibits multiple septa initiated at aberrant loca-
tions (6). Thus, it is likely that the availability of intact pen-
tapeptidic substrates dictates the localization of the hmm
PBPs. Therefore, by guaranteeing that pentapeptides are avail-
able uniquely at the future division site, PBP3 may ensure the
spatial coordination of the FtsZ-ring with the septum synthesis
machinery.

PBP3 is associated to the bacterial membrane through a
COOH-terminal amphiphilic helix. In the D,D-carboxypeptidase
reaction catalyzed by PBP3, an active serine residue reacts
with the D-Ala-D-Ala COOH terminus of a peptide chain of the
peptidoglycan to form a transient acyl-enzyme complex that is
subsequently hydrolyzed. The reaction results in the formation
of a tetrapeptide that can only serve as an acceptor for a
subsequent transpeptidation reaction by other PBPs (3). As in
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Activation of Roundabout 1 (Robo1) by Slit proteins results in axon repulsion

from the midline. Robo1 is a large transmembrane receptor expressed on the

axon growth cone and the minimal Robo1-binding region required for Slit

activation has been mapped to the N-terminal Ig1–2 domains. The cDNA

encoding the first two Ig domains of Robo1 has been cloned and the protein has

been expressed in HEK293 EBNA-1 mammalian cells. Here, the purification

and crystallization conditions of this Robo1 construct are reported. The crystals

are orthorhombic, space group P21212, with unit-cell parameters a = 38.8,

b = 69.4, c = 103.3 Å and one molecule in the asymmetric unit. X-ray diffraction

data have been collected to 2.8 Å resolution on beamline ID29 at the ESRF.

1. Introduction

Bilaterally symmetric nervous systems are divided into left and right

mirror images by the midline and communicate via the commissural

subset of axons. Developing axons navigate through the embryo by

processing a number of different signals in their immediate envir-

onment (Tessier-Lavigne & Goodman, 1996) and the midline

provides such target signals for migrating commissural neurons

(Garbe & Bashaw, 2004). Commissural neurons are initially attracted

and allowed to cross the midline by activation of the Deleted in

Colorectal Cancer (DCC) receptor upon binding the midline-

secreted attractant netrin (Stein & Tessier-Lavigne, 2001). Upon

midline crossing, the commissural axons must not recross and this

repulsion is mediated by activation of the Roundabout (Robo)

receptor upon binding of the midline-secreted repellent Slit (Brose et

al., 1999). The Robo receptors are large multidomain transmembrane

receptors expressed on the axonal growth cones (Kidd et al., 1998).

Four Robo genes have been identified in mammals: Robo1, Robo2,

Robo3 (or Rig-1) and Robo4 (or Magic Roundabout) (Huminiecki et

al., 2002). All the Robo receptors, with the exception of Robo4, share

a common domain architecture containing five immunoglobulin

domains (Ig), three fibronectin III (FN3) domains, a transmembrane

domain and an intracellular tail. The exception, Robo4, is specifically

expressed in the vascular endothelium and contains only two Ig and

two FN3 extracellular domains (Park et al., 2003).

Various combinations of Robo1, Robo2 and Robo3 expression on

a given neuron in Drosophila are important for the lateral position

these neurons take relative to the midline (Rajagopalan et al., 2000).

While the exact details of this so-called ‘Robo-code’ are still under

investigation, it is thought to be mediated by a Slit concentration

gradient that spreads out laterally from the midline (Simpson et al.,

2000). A similar, though perhaps more complex, expression pattern

of Robo1 and Robo2 has also been observed in vertebrates (Long et

al., 2004). Recent studies have also shown that Robo3 can act as a

negative regulator of Slit–Robo signalling (Sabatier et al., 2004).

These data suggest that Robo3 has an important role in sequestering

Robo1 by an unknown mechanism, allowing the commissural

neurons to cross the midline. This mechanism appears to be quite

different to that played by commissureless (comm) in Drosophila,

which down-regulates Robo at the intracellular trafficking level to

achieve the same effect (Keleman et al., 2002). The most sequence-
# 2007 International Union of Crystallography
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Slit2 and Roundabout 1 (Robo1) provide a key ligand–

receptor interaction for the navigation of commissural

neurons during the development of the central nervous

system. Slit2 is a large multidomain protein containing an

unusual domain organization of four tandem leucine-rich

repeat (LRR) domains at its N-terminus. These domains are

well known to mediate protein–protein interactions; indeed,

the Robo1-binding region has been mapped to the concave

face of the second LRR domain. It has also been shown that

the fourth LRR domain may mediate Slit dimerization and

that both the first and second domains can bind heparin. Thus,

while roles have been ascribed for three of the LRR domains,

there is still no known role for the third domain. Each of the

four LRR domains from human Slit2 have now been

successfully expressed in milligram quantities using expression

in mammalian cells. Here, the crystallization of the second and

third LRR domains and the structure of the third LRR

domain are presented. This is the first structure of an LRR

domain from human Slit2, which has an extra repeat compared

with the Drosophila homologue. It is proposed that a highly

conserved patch of surface residues on the concave face may

mediate any protein–protein interactions involving this LRR

domain, a result that will be useful in guiding further studies

on Slit2.

Received 30 April 2007

Accepted 19 July 2007

PDB Reference: third LRR

domain of human Slit2, 2v70,

r2v70sf.

1. Introduction

Axons are known to travel long distances and follow specific

pathways to ultimately reach their correct targets during

embryonic development. They are able to achieve this

remarkable feat by simplifying the complex pathway into a

smaller number of intermediate steps or choice points

(Tessier-Lavigne & Goodman, 1996). One such choice point

occurs at the midline, where commissural axons turn long-

itudinally into specific lateral pathways. They do this by

processing a number of different signals emanating from the

midline (Garbe & Bashaw, 2004). Slit and Roundabout

(Robo) provide one of the key ligand–receptor interactions

that mediate this important choice point (for a recent review,

see Dickson & Gilestro, 2006). Slit and Robo are highly

conserved from fruit flies to mammals, but while Drosophila

has a single Slit and three Robos, mammals have three Slit

proteins (Slit1, Slit2 and Slit3; Brose et al., 1999) and four

Robos (Robo1, Robo2, Robo3 or Rig-I and Robo4 or Magic

Roundabout; Huminiecki et al., 2002). Slit–Robo signalling is

also implicated in vascularization (Carmeliet & Tessier-

Lavigne, 2005) and cancer (Ito et al., 2006; Prasad et al., 2004).

The Slit proteins are large multidomain proteins secreted by

the glial cells at the midline (Rothberg et al., 1990). All the slit

proteins share a common domain architecture containing four
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Slits are large multidomain leucine-rich repeat (LRR)-containing

proteins that provide crucial guidance cues in neuronal and vas-

cular development. More recently, Slits have been implicated in

heart morphogenesis, angiogenesis, and tumor metastasis. Slits

are ligands for the Robo (Roundabout) receptors, which belong to

the Ig superfamily of transmembrane signaling molecules. The

Slit-Robo interaction is mediated by the second LRR domain of Slit

and the two N-terminal Ig domains of Robo, but the molecular

details of this interaction and how it induces signaling remain

unclear. Here we describe the crystal structures of the second LRR

domain of human Slit2 (Slit2 D2), the first two Ig domains of its

receptor Robo1 (Ig1–2), and the minimal complex between these

proteins (Slit2 D2-Robo1 Ig1). Slit2 D2 binds with its concave

surface to the side of Ig1 with electrostatic and hydrophobic

contact regions mediated by residues that are conserved in other

family members. Surface plasmon resonance experiments and a

mutational analysis of the interface confirm that Ig1 is the primary

domain for binding Slit2. These structures provide molecular in-

sight into Slit-Robo complex formation and will be important for

the development of novel cancer therapeutics.

guidance cues � neurons � signaling

B ilaterally symmetric nervous systems, such as those of insects
and vertebrates, possess a special midline structure that

establishes a partition between the left and right mirror-image
halves. To connect and coordinate both sides, a subset of
so-called commissural axons has to cross the midline. Developing
commissural axons navigate through the embryo by processing
and responding to a number of different signals in their imme-
diate environment. Both Slit and Netrin and their receptors,
Roundabout (Robo) and Deleted in Colorectal Carcinoma
(DCC), provide key ligand–receptor interactions for this process
during neuronal development, especially at the midline of the
central nervous system of vertebrates and invertebrates (1, 2).
The Slit-Robo signaling complex is also central to the develop-
ment of blood vessels (3, 4) and some organs, for example, the
heart (5, 6). In addition, Slit2 has been implicated in breast
cancer metastasis (7) and Robo1 in heptacellular carcinoma (8).

Three Slit proteins (Slit1–3) (9) and four Robo proteins
(Robo1, Robo2, Robo3/Rig-1, and the vascular-specific Robo4/
magic Roundabout) (10–12) have been identified in mammals.
Netrin and Slit1–3 are secreted by the midline cells, whereas
DCC and Robo1–3 are expressed on the surface of growing
axons (2). During neuronal development, the commissural axons
are initially attracted to the midline through a Netrin–DCC-
mediated interaction (2). This attractive signal is subsequently
silenced near the midline to allow crossing through a Slit-
mediated interaction between DCC and Robo (13). Slit-Robo
signaling then induces repulsion, expelling the axons from the
midline and preventing recrossing (1). In vertebrates, Robo3 is
also proposed to have a role in midline crossing by antagonizing
Robo1 (14). The exact details of this mechanism remain un-
known, but two Robo3 isoforms (Robo3A and Robo3B) that
differ only at their N terminus by alternative splicing have
recently been identified (15). These studies show that, although
the Robo3A isoform is unable to bind Slit2, it can still form

heterophilic interactions with Robo1. This raises the possibility
that Robo3 may, in fact, sequester Robo1 into an inactive
receptor complex on the developing axon to allow midline
crossing (15).

Slit proteins contain a unique N-terminal tandem of four
leucine-rich repeat (LRR) domains (D1–D4) followed by seven
to nine EGF-like domains, a laminin G domain and a C-terminal
cysteine-rich module (16). Proteolytic cleavage within the EGF
region releases the active N-terminal fragment (17). The ectodo-
main of Robo1–3 consists of five Ig-like (Ig1–Ig5) and three type
III fibronectin domains (18), whereas Robo4 has only two Ig
domains. Slits1–3 cross-interact with Robo1–3 via their second
LRR domain and first two Ig domains, respectively (19, 20).
However, the binding partner(s) for Robo4 still remains unclear.
Heparin has also been observed to bind Slit2 and is proposed to
form an integral component of the Slit-Robo signaling complex
(21). The crystal structure of the third LRR domain of Dro-
sophila Slit (dSlit D3) has been determined (20), and elsewhere,
we describe the crystal structure of the equivalent domain of
Slit2 (Slit2 D3) (22), which has one more LRR than dSlit D3. To
help elucidate the exact molecular basis of Slit-Robo signaling,
we biochemically characterized and determined the structures of
the separate interacting domains of human Robo1 and Slit2, as
well as the minimal complex between them. These studies reveal
that Ig1 of Robo1 is the primary interaction domain for Slit2, and
that the bipartite interaction region involves highly conserved
residues from both proteins.

Results

Structure of Robo1 Ig1-2. The crystal structure of the first two Ig
domains from human Robo1 was determined at 2.5-Å resolution
by using the multiple wavelength anomalous diffraction tech-
nique from a single mercury derivative (Table 1). Both domains
have the canonical I1 �-sandwich fold formed by two antiparallel
�-sheets containing strands ABB�ED and strands A�GG�FCC�
and an internal disulfide bridge connecting �F to the linker
between �B and �B� (23) (Fig. 1A). The closest structural
neighbors to Ig1 and Ig2 are the Ig domains 1 and 4, respectively,
of the chicken neural axonin-1 (24) (rmsd92C� � 1.1 Å and
rmsd89C� � 1.5 Å). There is essentially no polypeptide linker
between the two domains, the final strand of Ig1 (�G�) being
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Abstract

Sporulation in Bacillus subtilis involves two cells that follow separate but coordinately regulated developmental programs.
Late in sporulation, the developing spore (the forespore) resides within a mother cell. The regulation of the forespore
transcription factor sG that acts at this stage has remained enigmatic. sG activity requires eight mother-cell proteins
encoded in the spoIIIA operon and the forespore protein SpoIIQ. Several of the SpoIIIA proteins share similarity with
components of specialized secretion systems. One of them resembles a secretion ATPase and we demonstrate that the
ATPase motifs are required for sG activity. We further show that the SpoIIIA proteins and SpoIIQ reside in a multimeric
complex that spans the two membranes surrounding the forespore. Finally, we have discovered that these proteins are all
required to maintain forespore integrity. In their absence, the forespore develops large invaginations and collapses.
Importantly, maintenance of forespore integrity does not require sG. These results support a model in which the SpoIIIA-
SpoIIQ proteins form a novel secretion apparatus that allows the mother cell to nurture the forespore, thereby maintaining
forespore physiology and sG activity during spore maturation.
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Introduction

How cells communicate with each other is a fundamental

biological question relevant to the development of multi-cellular

organisms, microbial pathogenesis and communities of microor-

ganisms. In the bacterium Bacillus subtilis, cell-cell signaling

pathways play a key role in coordinating gene expression during

the process of spore formation. Upon the initiation of sporulation,

the developing cell divides asymmetrically, generating two cells of

unequal size and dissimilar fate: a small cell (the prospective spore),

referred to as the forespore, and a large cell called the mother cell

[1,2]. Initially, these two cells lie side by side, but shortly after

polar division the mother cell membranes migrate around the

forespore in a phagocytic-like process, generating a cell within a

cell. As a result of this engulfment process, the forespore is

surrounded by two membranes, one derived from the mother cell,

the other from the forespore. Shortly after the completion of

engulfment, the mother cell packages the forespore in a protective

coat while the forespore prepares for dormancy. Once the spore is

fully mature, the mother cell lyses releasing it into the

environment.

During this developmental process, the mother cell and

forespore follow separate programs of gene expression directed

by alternative sigma factors. However, cell-cell signaling pathways

ensure that gene expression in one cell is coordinated with gene

expression in the other [2–4]. Shortly after polar division, the first

cell-type specific transcription factor (sF) is activated in the

forespore. sF is then responsible for the activation of sE in the

mother cell. At a later stage, sE is required for the activation of sG

in the forespore. Finally, sG sets in motion the activation of sK in

the mother cell. The signal transduction pathways that govern the

activation of the mother-cell transcription factors (sE and sK) are

well established [1,2,5]. By contrast, the mechanism underlying

activation of sG in the forespore has remained enigmatic.

The late-acting forespore transcription factor sG appears to be

regulated at multiple levels. First, the transcription of the gene

encoding sG (sigG) is under the control of the earlier-acting

forespore transcription factor sF [6,7]. However, unlike the other

sF-dependent genes, sigG transcription is delayed by approxi-

mately 30 min by an as yet unknown mechanism [8–10]. Once

synthesized, sG activity requires eight mother cell proteins

encoded in the spoIIIA operon [11] and a forespore membrane

protein SpoIIQ [12]. In addition, sG activity requires proper

engulfment. Mutants that block the engulfment process are

impaired in sG-dependent gene expression [13–15]. Finally, once

activated, sG recognizes its own promoter and its level increases

rapidly in the forespore [6,7].

PLoS Genetics | www.plosgenetics.org 1 July 2009 | Volume 5 | Issue 7 | e1000566

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

http://www.tcpdf.org


A highly coordinated cell wall degradation
machine governs spore morphogenesis
in Bacillus subtilis

Cecile Morlot,1 Tsuyoshi Uehara,1 Kathleen A. Marquis, Thomas G. Bernhardt,3 and David Z. Rudner2

Department of Microbiology and Molecular Genetics, Harvard Medical School, Boston, Massachusetts 02115, USA

How proteins catalyze morphogenesis is an outstanding question in developmental biology. In bacteria,
morphogenesis is intimately linked to remodeling the cell wall exoskeleton. Here, we investigate the mechanisms
by which the mother cell engulfs the prospective spore during sporulation in Bacillus subtilis. A membrane-
anchored protein complex containing two cell wall hydrolases plays a central role in this morphological process.
We demonstrate that one of the proteins (SpoIIP) has both amidase and endopeptidase activities, such that it
removes the stem peptides from the cell wall and cleaves the cross-links between them. We further show that the
other protein (SpoIID) is the founding member of a new family of lytic transglycosylases that degrades the glycan
strands of the peptidoglycan into disaccharide units. Importantly, we show that SpoIID binds the cell wall, but
will only cleave the glycan strands after the stem peptides have been removed. Finally, we demonstrate that
SpoIID also functions as an enhancer of SpoIIP activity. Thus, this membrane-anchored enzyme complex is
endowed with complementary, sequential, and stimulatory activities. These activities provide a mechanism for
processive cell wall degradation, supporting a model in which circumferentially distributed degradation machines
function as motors pulling the mother cell membranes around the forespore.

[Keywords: Morphogenesis; cell shape; peptidoglycan; sporulation; amidase; lytic transglycosylase]
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How enzyme complexes orchestrate morphogenic tran-
sitions is a fundamental yet poorly understood issue in
developmental biology. In eukaryotes, cytoskeletal ele-
ments like actin play key roles in controlling changes
in cell shape during growth and development (Insall and
Machesky 2009). In bacteria, analogous proteins have
been implicated in morphogenesis (den Blaauwen et al.
2008). However, since bacteria are encased in an exo-
skeleton (the cell wall), changes in cell shape ultimately
require remodeling of the wall material that surrounds
them. The cell wall or peptidoglycan (PG) layer is com-
posed of long glycan chains with repeating units of
N-acetylglucosamine (GlcNAc) andN-acetylmuramic acid
(MurNAc) linked by glycosidic bonds (Fig. 1B). Attached
to the MurNAc sugar is a short peptide that is used to
form cross-links between adjacent glycan strands, gener-
ating a continuous three-dimensional (3D) meshwork
that envelops the bacterium. To remodel this cell-shaped
mesh, often referred to as the murein or PG sacculus,

enzymes capable of breaking PG linkages are needed.
Most bacteria encode a suite of these enzymes, and, in
general, every amide and glycosidic linkage in PG is sub-
ject to cleavage by at least one family of enzymes that
exists in nature (Firczuk and Bochtler 2007; Vollmer et al.
2008).
The process of sporulation in the bacterium Bacillus

subtilis provides a simple and experimentally tractable
system in which to study morphogenesis and cell wall
remodeling. Upon starvation, B. subtilis differentiates
into a dormant cell type called a spore (Stragier and
Losick 1996; Errington 2003). The first landmark event in
this process is the formation of an asymmetric septum
that divides the cell into two unequal-sized compart-
ments: a large cell (called the mother cell) and a small cell
(the prospective spore, or forespore). Shortly after polar
division, the mother cell membranes migrate around the
forespore in a phagocytic-like process, generating a cell
within a cell. This morphological process is called en-
gulfment and is the subject of this investigation. Upon
the completion of engulfment, the mother nurtures the
spore and packages it in a protective coat while the fore-
spore prepares for dormancy. Upon spore maturation, the
mother cell lyses, releasing it into the environment.

1These authors contributed equally to this work.
Corresponding authors.
2E-MAIL rudner@hms.harvard.edu; FAX (617) 738-7664.
3E-MAIL thomas@hms.harvard.edu; FAX (617) 738-7664.
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Summary

Bacterial cell growth and division require the

co-ordinated action of peptidoglycan biosynthetic

enzymes and cell morphogenesis proteins. However,

the regulatory mechanisms that allow generating

proper bacterial shape and thus preserving cell integ-

rity remain largely uncharacterized, especially in ovo-

cocci. Recently, the conserved eukaryotic-like Ser/Thr

protein kinase of Streptococcus pneumoniae (StkP)

was demonstrated to play a major role in cell shape

and division. Here, we investigate the molecular

mechanisms underlying the regulatory function(s) of

StkP and show that it involves one of the essential

actors of septal peptidoglycan synthesis, Penicillin-

Binding Protein 2x (PBP2x). We demonstrate that StkP

and PBP2x interact directly and are present in the

same membrane-associated complex in S. pneumo-

niae. We further show that they both display a late-

division localization pattern at the division site and

that the positioning of PBP2x depends on the pres-

ence of the extracellular PASTA domains of StkP. We

demonstrate that StkP and PBP2x interaction is medi-

ated by their extracellular regions and that the

complex formation is inhibited in vitro in the presence

of cell wall fragments. These data suggest that the role

of StkP in cell division is modulated by an interaction

with PBP2x.

Introduction

The bacterial cell wall, which determines the shape of
bacteria, is remodelled during essential processes like cell
division and elongation, but also in response to environ-
mental alterations like sporulation or assembly of surface-
exposed pili and flagella. Remodelling of the cell wall is
performed by localized multi-membrane protein com-
plexes that co-ordinate peptidoglycan (PG) synthetic and
degrading activities. The shape of the ovococcus Strepto-

coccus pneumoniae is likely to result from septal and
peripheral PG assembly performed by specific morphoge-
netic machineries (Land and Winkler, 2011; Fleurie et al.,
2012). By analogy with the composition of complexes
involved in cell elongation and division of rod-shape
Escherichia coli and Bacillus subtilis (Errington et al.,
2003; Goehring and Beckwith, 2005; Zapun et al., 2008;
Sham et al., 2012), it has been proposed that the septal
machinery in S. pneumoniae would include FtsZ, EzrA,
GpsB, the FtsW flippase (Mohammadi et al., 2011), the
heterotrimer DivIB/FtsL/DivIC (Noirclerc-Savoye et al.,
2005; Le Gouëllec et al., 2008) and the monofunctional
Penicillin-Binding Protein (PBP) PBP2x (Morlot et al.,
2003). On the other hand, the peripheral machinery would
be formed by MreC, MreD, RodA, GpsB and PBP2b (Land
and Winkler, 2011; Zapun et al., 2008). S. pneumoniae

encodes five high-molecular-weight PBPs required for PG
biosynthesis. Three of them (PBP1a, PBP1b and PBP2a)
possess glycosyltransferase and transpeptidase domains
whereas the other two, PBP2x and PBP2b only harbour
a transpeptidase domain. The function of each PBP in
PG biosynthesis and morphogenesis remains largely
unknown and a glycosyltransferase activity has only been
demonstrated for PBP2a (Di Guilmi et al., 2003; Helassa
et al., 2012). The role of PBP2x in cell division arose from
the observation that pbp2x gene is essential and located in
a cluster devoted to division (Kell et al., 1993; Massidda
et al., 1998). In addition, PBP2x localizes to the septum in
S. pneumoniae (Morlot et al., 2003) and specific inhibition
of the transpeptidase activity of Lactococcus lactis PBP2x
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Summary

Proteins with LytM (Peptidase_M23) domains are

broadly distributed in bacteria and have been impli-

cated in a variety of important processes, including

cell division and cell-shape determination. Most LytM-

like proteins that have been structurally and/or bio-

chemically characterized are metallo-endopeptidases

that cleave cross-links in the peptidoglycan (PG) cell

wall matrix. Notable exceptions are the Escherichia

coli cell division proteins EnvC and NlpD. These LytM

factors are not hydrolases themselves, but instead

serve as activators that stimulate PG cleavage by

target enzymes called amidases to promote cell sepa-

ration. Here we report the structure of the LytM

domain from EnvC, the first structure of a LytM factor

implicated in the regulation of PG hydrolysis. As

expected, the fold is highly similar to that of other

LytM proteins. However, consistent with its role as a

regulator, the active-site region is degenerate and

lacks a catalytic metal ion. Importantly, genetic analy-

sis indicates that residues in and around this degen-

erate active site are critical for amidase activation in

vivo and in vitro. Thus, in the regulatory LytM factors,

the apparent substrate binding pocket conserved in

active metallo-endopeptidases has been adapted to

control PG hydrolysis by another set of enzymes.

Introduction

Most bacteria surround themselves with a polysaccharide
cell wall matrix called peptidoglycan (PG). This meshwork
is essential for cellular integrity and is composed of glycan
strands connected to one another by cross-links between
attached peptides (Typas et al., 2012). New PG material
is synthesized by the high-molecular-weight penicillin-
binding proteins (HMW-PBPs) (Typas et al., 2012).
However, because the PG layer is a continuous molecule,
enzymes that cleave bonds in the PG network, referred
to as PG hydrolases or autolysins, are also required for
the expansion and division of the matrix (Uehara and
Bernhardt, 2011; Hashimoto et al., 2012; Singh et al.,
2012; Typas et al., 2012).

Over the years, an incredibly diverse collection of
enzymes with PG hydrolase activity have been identified.
Every glycosidic or amide linkage in PG is a substrate for
cleavage, and at least one, but often several distinct fami-
lies of enzymes, are known to target individual bonds
(Firczuk and Bochtler, 2007; Vollmer et al., 2008; van
Heijenoort, 2011). Moreover, most bacterial genomes
appear to encode a large number of different PG hydro-
lases. For example, the model Gram-negative bacterium
Escherichia coli encodes over 35 known or predicted
PG hydrolases belonging to 12 different families (van
Heijenoort, 2011). Importantly, however, our studies of the
LytM-domain proteins in this organism indicate that at least
some of the predicted PG hydrolases in bacterial genomes
are likely to have developed alternative functions in addi-
tion to, or at the expense of, catalytic activity (Uehara et al.,
2010).

Proteins with LytM (Pfam: Peptidase_M23) domains are
broadly distributed in bacteria (Finn et al., 2008). They
are homologues of lysostaphin, a well-characterized zinc
metallo-endopeptidase that cleaves the unique pentagly-
cine cross-links found in Staphylococcus aureus PG
(Browder et al., 1965). The protein family is named after
LytM from S. aureus (SaLytM), which was the first member
to be structurally characterized (Firczuk et al., 2005;
Firczuk and Bochtler, 2007). Since the structure of LytM
was described, members of the protein family from a
diverse array of bacterial species have been implicated in
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ABSTRACT: Photobleaching, the irreversible photodestruc-
tion of a chromophore, severely limits the use of fluorescent
proteins (FPs) in optical microscopy. Yet, the mechanisms that
govern photobleaching remain poorly understood. In Rever-
sibly Switchable Fluorescent Proteins (RSFPs), a class of FPs
that can be repeatedly photoswitched between nonfluorescent
and fluorescent states, photobleaching limits the achievable
number of switching cycles, a process known as photofatigue.
We investigated the photofatigue mechanisms in the protein
IrisFP using combined X-ray crystallography, optical in
crystallo spectroscopy, mass spectrometry and modeling approaches. At laser-light intensities typical of conventional wide-field
fluorescence microscopy, an oxygen-dependent photobleaching pathway was evidenced. Structural modifications induced by
singlet-oxygen production within the chromophore pocket revealed the oxidation of two sulfur-containing residues, Met159 and
Cys171, locking the chromophore in a nonfluorescent protonated state. At laser-light intensities typical of localization-based
nanoscopy (>0.1 kW/cm2), a completely different, oxygen-independent photobleaching pathway was found to take place. The
conserved Glu212 underwent decarboxylation concomitantly with an extensive rearrangement of the H-bond network around
the chromophore, and an sp2-to-sp3 hybridization change of the carbon atom bridging the chromophore cyclic moieties was
observed. This two-regime photobleaching mechanism is likely to be a common feature in RSFPs from Anthozoan species, which
typically share high structural and sequence identity with IrisFP. In addition, our results suggest that, when such FPs are used, the
illumination conditions employed in localization-based super-resolution microscopy might generate less cytotoxicity than those
of standard wide-field microscopy at constant absorbed light-dose. Finally, our data will facilitate the rational design of FPs
displaying enhanced photoresistance.

■ INTRODUCTION

Recent progresses in fluorescence bioimaging techniques have
benefited from the rapid development of a large palette of
fluorescent proteins (FPs).1 However, the limited photo-
stability of FPs has remained a major impediment to their
successful use in many approaches including single-molecule,
FRET, time-lapse or super-resolution microscopies. FPs
typically can only emit ∼105 photons before their chromo-
phores fall victim to irreversible photodestruction.2 The
detailed photophysical mechanisms leading to photobleaching
in FPs remain largely unknown, although some structural
insight has been obtained in the case of KillerRed, a highly
phototoxic FP.3−5 Successful efforts to obtain more photostable

variants have mainly relied on directed evolution ap-
proaches.2,6−8

In reversibly switchable fluorescent proteins (RSFPs),9

photobleaching manifests itself in a process referred to as
“photofatigue”. RSFPs can be repeatedly photoswitched
between a fluorescent (on) and a nonfluorescent (off) state
by illumination with visible light of appropriate wavelengths.
Photoswitching capabilities are central to a growing number of
advanced techniques including a variety of super-resolution
modalities,10−14 photochromic FRET,15 optical lock-in detec-
tion,16 frequency-domain imaging,17 optogenetic manipula-
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ABSTRACT Ovococci form a morphological group that includes several human pathogens (enterococci and streptococci). Their

shape results from two modes of cell wall insertion, one allowing division and one allowing elongation. Both cell wall synthesis

modes rely on a single cytoskeletal protein, FtsZ. Despite the central role of FtsZ in ovococci, a detailed view of the in vivo nano-

structure of ovococcal Z-rings has been lacking thus far, limiting our understanding of their assembly and architecture. We have

developed the use of photoactivated localization microscopy (PALM) in the ovococcus human pathogen Streptococcus pneu-

moniae by engineering spDendra2, a photoconvertible fluorescent protein optimized for this bacterium. Labeling of endoge-

nously expressed FtsZ with spDendra2 revealed the remodeling of the Z-ring’s morphology during the division cycle at the nano-

scale level. We show that changes in the ring’s axial thickness and in the clustering propensity of FtsZ correlate with the

advancement of the cell cycle. In addition, we observe double-ring substructures suggestive of short-lived intermediates that

may form upon initiation of septal cell wall synthesis. These data are integrated into a model describing the architecture and the

remodeling of the Z-ring during the cell cycle of ovococci.

IMPORTANCE The Gram-positive human pathogen S. pneumoniae is responsible for 1.6 million deaths per year worldwide and

is increasingly resistant to various antibiotics. FtsZ is a cytoskeletal protein polymerizing at midcell into a ring-like structure

called the Z-ring. FtsZ is a promising new antimicrobial target, as its inhibition leads to cell death. A precise view of the Z-ring

architecture in vivo is essential to understand the mode of action of inhibitory drugs (see T. den Blaauwen, J. M. Andreu, and O.

Monasterio, Bioorg Chem 55:27–38, 2014, doi:10.1016/j.bioorg.2014.03.007, for a review on FtsZ inhibitors). This is notably true

in ovococcoid bacteria like S. pneumoniae, in which FtsZ is the only known cytoskeletal protein. We have used superresolution

microscopy to obtain molecular details of the pneumococcus Z-ring that have so far been inaccessible with conventional micros-

copy. This study provides a nanoscale description of the Z-ring architecture and remodeling during the division of ovococci.
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The tubulin homologue FtsZ is the major bacterial cytoskeleton
protein. In vivo, it forms 4- to 5-nm-thick and 40- to 120-nm-

long filaments (1, 2) that assemble into an annular structure called
the Z-ring, which is positioned at midcell underneath the cyto-
plasmic membrane and is required for cytokinesis. Filament turn-
over relies on polymerization/depolymerization cycles, during
which GTP binding triggers head-to-tail association of FtsZ sub-
units and GTP hydrolysis causes dissociation of the polymers (3).
These filaments act as scaffolding elements for the recruitment of
various division proteins, including proteins in charge of FtsZ
association with the cytoplasmic membrane, FtsZ filament orga-
nization, cell wall growth and remodeling, chromosome dimer
resolution, membrane fission, and cell separation (3–5).

Beyond having a scaffolding function, FtsZ is most likely in-
volved in the generation of the constrictive force required for cy-
tokinesis (3). One model proposes that the Z-ring undergoes con-
striction through a sliding motion between FtsZ filaments (6, 7).
Another model proposes that continued constriction arises from

the combination between FtsZ polymerization/depolymerization
cycles and membrane bending induced by the curvature of
nucleotide-bound FtsZ filaments (8–11). This model does not ex-
clude the contribution of cell wall synthetic and remodeling en-
zymes to cytokinesis. Indeed, it is likely that the septal ingrowth of
the cell wall pushes against the cytoplasmic membrane, contrib-
uting to the force required for invagination and to the stabilization
of small local membrane constrictions (2, 12). Conversely, the
constriction of FtsZ filaments will likely influence the kinetics of
cell wall remodeling.

An important aspect of these models remains largely uncer-
tain, namely, the structure adopted in vivo by FtsZ filaments at the
nanoscale level. For many years since its initial observation by
conventional fluorescence microscopy (13), the FtsZ macromo-
lecular assembly has been modeled as a closed ring. Two electron
cryotomography studies performed on Caulobacter crescentus and
Escherichia coli cells provided controversial data, one showing
loosely scattered bands of FtsZ protofilaments that support a
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LytA is responsible for the autolysis of many Streptococcus species, including

pathogens such as S. pneumoniae, S. pseudopneumoniae and S. mitis. However,

how this major autolysin achieves full activity remains unknown. Here, the

full-length structure of the S. pneumoniae LytA dimer is reported at 2.1 Å

resolution. Each subunit has an N-terminal amidase domain and a C-terminal

choline-binding domain consisting of six choline-binding repeats, which form

five canonical and one single-layered choline-binding sites. Site-directed

mutageneses combined with enzymatic activity assays indicate that dimerization

and binding to choline are two independent requirements for the autolytic

activity of LytA in vivo. Altogether, it is suggested that dimerization and full

occupancy of all choline-binding sites through binding to choline-containing

TA chains enable LytA to adopt a fully active conformation which allows the

amidase domain to cleave two lactyl-amide bonds located about 103 Å apart on

the peptidoglycan.

1. Introduction

Peptidoglycan (PG), the main component of the cell wall, is

essential for bacterial survival, and its synthesis and degra-

dation are closely related to cell growth and division. Tailoring

and recycling of the PG requires the cleavage of different

covalent bonds of the PG sacculi by specific hydrolases

(Vollmer et al., 2008). The cell wall of various pathogens,

including Streptococcus pneumoniae, contains choline groups

on the cell-wall teichoic acids (TA) and the membrane-

associated lipoteichoic acids (Tomasz, 1967). Some of the cell-

wall hydrolases, which belong to the family of choline-binding

proteins (CBPs), bind noncovalently to these choline groups

through their choline-binding domain (CBD; Gosink et al.,

2000). The CBD usually contains multiple choline-binding

repeats (CBRs) that share the consensus sequence GWXK-

X4–5WYY’X3–5GXMX2–3 (where X is any residue and ’ is a

hydrophobic residue; Hermoso et al., 2005; Molina et al., 2009).

In S. pneumoniae, the major autolysin LytA is a CBP that

is responsible for the autolytic process occurring during the

stationary phase (Mosser & Tomasz, 1970). Autolysis

promotes the release of a variety of virulence factors,

including the intracellular pneumolysin and soluble fragments

of PG and TA (Cockeran et al., 2002; Tuomanen et al., 1985;

Seo et al., 2008). LytA specifically recognizes the nascent PG

which becomes accessible after the release of the cell-wall
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Mechanism of �-Lactam Action in Streptococcus pneumoniae: the
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The human pathogen Streptococcus pneumoniae has been treated for decades with �-lactam antibiotics. Its resistance is now

widespread, mediated by the expression of mosaic variants of the target enzymes, the penicillin-binding proteins (PBPs). Under-

standing the mode of action of �-lactams, not only in molecular detail but also in their physiological consequences, will be cru-

cial to improving these drugs and any counterresistances. In this work, we investigate the piperacillin paradox, by which this

�-lactam selects primarily variants of PBP2b, whereas its most reactive target is PBP2x. These PBPs are both essential mono-

functional transpeptidases involved in peptidoglycan assembly. PBP2x participates in septal synthesis, while PBP2b functions in

peripheral elongation. The formation of the “lemon”-shaped cells induced by piperacillin treatment is consistent with the inhi-

bition of PBP2x. Following the examination of treated and untreated cells by electron microscopy, the localization of the PBPs

by epifluorescence microscopy, and the determination of the inhibition time course of the different PBPs, we propose a model of

peptidoglycan assembly that accounts for the piperacillin paradox.

S
treptococcus pneumoniae is a facultative bacterial pathogen that
belongs to the human nasopharyngeal microbiota (1). When a

pneumococcus invades other areas, it can cause mild diseases,
such as otitis media, sinusitis, and bronchitis, or life-threatening
pneumonia, meningitis, or septicemia. Following the introduc-
tion of �-lactams to treat bacterial infections, the first pneumo-
coccal penicillin-resistant strain was reported in 1967 (2), and
extensively multidrug-resistant pneumococci have now emerged
(3, 4). Understanding the molecular mechanisms of antibiotic re-
sistance in pneumococci is therefore of major importance.

�-Lactam antibiotics interfere with the assembly of pepti-
doglycan, the main constituent of the bacterial cell wall. The pep-
tidoglycan is a network of glycan chains reticulated by peptide
links, constituting a single macromolecule that encases the cell.
This essential layer protects bacteria from turgor pressure and
provides a scaffold to anchor other surface molecules (5). Fine-
tuning the dynamics of peptidoglycan assembly is essential for
proper cell division and shape determination. In ovoid bacteria,
the synthesis of peptidoglycan is thought to involve two machin-
eries that allow bacteria to elongate and divide (6, 7). A set of six
penicillin-binding proteins (PBPs) catalyzes the last step of pepti-
doglycan assembly in S. pneumoniae. The three class A PBPs
(PBP1a, PBP1b, and PBP2a) are bifunctional enzymes that po-
lymerize glycan chains (glycosyltransferase activity) and cross-
link them through peptide bonds (transpeptidase activity). The
two class B PBPs (PBP2x and PBP2b) are monofunctional trans-
peptidases. PBP3 is a class C PBP with D,D-carboxypeptidase ac-
tivity, which is involved in the maturation of peptidoglycan (8).
While the class A and C PBPs are not essential in pneumococci (9,
10), both class B PBPs are necessary, with PBP2b being essential
for elongation and PBP2x for division (11–14). In pneumococci,
�-lactam-resistant strains harbor PBP variants with reduced reac-
tivities toward the drugs (15, 16).

An early study intended to correlate the specificities of 18
�-lactams for different PBPs and the morphological defects they
caused in S. pneumoniae (17). A very interesting phenotype of

pneumococcal cells was observed in the presence of piperacillin,
an extended-spectrum �-lactam antibiotic used to treat polymi-
crobial infections (often in combination with tazobactam, a �-lac-
tamase inhibitor) (18). The cells treated with 0.5� MIC of pipera-
cillin for 4 h acquired a characteristic lemon shape, with a central
bulge and pointy ends (17). In addition, it was reported that pip-
eracillin used at the MIC inhibits about 50% of PBP2b and PBP3
and 27% of PBP2a. However, since PBP2x was not known at that
time because it comigrated with PBP2a in the experimental setup,
the reported PBP2a inhibition corresponds to that of both PBP2x
and PBP2a. Accordingly, PBP2x was not considered in the con-
clusions drawn at that time. Meanwhile, it is apparent that there is
a complex redundancy of the different PBPs, and the morpholog-
ical, physiological, and biochemical effects induced by one partic-
ular PBP remain largely open today.

Further studies investigated the resistance of pneumococci to
piperacillin in the laboratory (19–21). Pneumococci were gradu-
ally selected in increasing concentrations of piperacillin, and the
PBP sequences of the resulting strains were determined. Interest-
ingly, in the three selected piperacillin-resistant lineages, PBP2b
variants appeared first, and PBP2x variants were found only in
strains subsequently selected for a higher resistance level (21). In
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During spore formation in Bacillus subtilis a transenvelope complex is

assembled across the double membrane that separates themother cell

and forespore. This complex (called the “A–Q complex”) is required to

maintain forespore development and is composed of proteins with

remote homology to components of type II, III, and IV secretion sys-

tems found in Gram-negative bacteria. Here, we show that one of

these proteins, SpoIIIAG, which has remote homology to ring-forming

proteins found in type III secretion systems, assembles into an oligo-

meric ring in the periplasmic-like space between the two membranes.

Three-dimensional reconstruction of images generated by cryo-electron

microscopy indicates that the SpoIIIAG ring has a cup-and-saucer

architecture with a 6-nm central pore. Structural modeling of SpoIIIAG

generated a 24-member ring with dimensions similar to those of the

EM-derived saucer. Pointmutations in the predicted oligomeric interface

disrupted ring formation in vitro and impaired forespore gene expres-

sion and efficient spore formation in vivo. Taken together, our data

provide strong support for the model in which the A–Q transenvelope

complex contains a conduit that connects the mother cell and

forespore. We propose that a set of stacked rings spans the inter-

membrane space, as has been found for type III secretion systems.

sporulation | SpoIIIAG | type III secretion system | EscJ/PrgK/FliF | SigG

Transport of proteins across the outer membrane of Gram-
negative bacteria requires specialized secretion systems (1,

2). These transenvelope complexes span the inner and outer
membranes and use ATP hydrolysis in the cytoplasm to power
secretion across the outer membrane. Gram-positive bacteria lack
an outer member and in most cases lack these specialized secre-
tion systems. Endospore formation in bacteria such as Bacillus
subtilis provides an unusual and noteworthy example of a Gram-
positive, double-membrane envelope. As a result of the phagocytic-
like process of engulfment, the developing endospore (called the
“forespore”) is released into its sister cell (referred to as the
“mother cell”), surrounded by an inner membrane derived from
the forespore and an outer membrane derived from the mother
cell (Fig. 1B) (3). Intriguingly, the mother cell and forespore as-
semble a multimeric complex spanning these two membranes that
bears similarity to specialized secretion systems and is required to
maintain forespore development (4–9). It has been proposed that
these proteins constitute a hybrid specialized secretion system with
a channel connecting mother cell and forespore. Here we provide
direct evidence that this complex contains a ring-like conduit in the
space between the two membranes.
B. subtilis differentiates into a stress-resistant spore in response

to nutrient limitation (3). The first morphological event in this pro-
cess is the formation of an asymmetrically placed septum generating
a small forespore and larger mother cell. Shortly afterwards, the
mother cell membranes migrate around the forespore, generating a
cell within a cell. Eight mother cell proteins encoded in the spoIIIA
operon (AA, AB, AC, AD, AE, AF, AG, and AH) and one fore-
spore protein, SpoIIQ (Q), are required during and/or shortly after
engulfment to maintain forespore development. Cells lacking any
of these nine proteins have the same phenotype: The engulfed

forespores fail to grow to their full size and frequently develop
membrane invaginations and appear to collapse (7, 10). In addi-
tion, these forespores are unable to maintain transcriptional po-
tential including gene expression under the late-acting forespore
transcription factor SigG (5, 7).
Previous work indicates that most of the A–Q proteins reside in

a multimeric complex that spans the two membranes surrounding the
forespore; for simplicity, we refer to this complex as a “transenvelope
complex,” although whether it spans the nascent spore coat remains
unclear (7). Q produced in the forespore localizes to the inner
forespore membrane and is required for the localization of AH in the
outer forespore membrane (11, 12). This localization is mediated by
direct protein–protein interaction between the extracellular domains
of AH and Q in the intermembrane space (Fig. 1B) (11, 12). Fur-
thermore, coimmunoprecipitation experiments have shown that AB,
AD, AE, AF, and AG reside in a multimeric membrane complex (7).
Finally, AG has been found to localize in the membranes sur-
rounding the forespore (Fig. 1A), and this localization depends on
AH and Q (7).
The role of this complex in maintaining forespore develop-

ment has been informed by the remote homologies (13) of many
of the proteins in this complex (4, 6, 7). AA resembles secretion

Significance

Specialized secretion systems transport proteins across the dou-

ble-membrane cell envelope of Gram-negative bacteria. Gram-

positive bacteria possess a single membrane and lack many of

these secretion systems. During endospore formation in Gram-

positive bacteria such as Bacillus subtilis, a double-membrane

envelope surrounds the developing spore. A transenvelope

complex with similarities to Gram-negative specialized secretion

systems spans the two membranes separating mother cell and

endospore. This complex is essential for development and has

been hypothesized to serve as a channel for molecular transport

between the two cells. Here we show that it contains an oligo-

meric ring with architecture and dimensions similar to those

found in type III secretion systems, providing direct evidence for a

conduit connecting mother cell and developing spore.
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Enterococcus hirae LcpA (Psr), a new
peptidoglycan-binding protein localized at
the division site
Maxime Maréchal1, Ana Amoroso1, Cécile Morlot2,3,4, Thierry Vernet2,3,4, Jacques Coyette1 and Bernard Joris1*

Abstract

Background: Proteins from the LytR-CpsA-Psr family are found in almost all Gram-positive bacteria. Although LCP

proteins have been studied in other pathogens, their functions in enterococci remain uncharacterized. The Psr

protein from Enterococcus hirae, here renamed LcpA, previously associated with the regulation of the expression of

the low-affinity PBP5 and β-lactam resistance, has been characterized.

Results: LcpA protein of E. hirae ATCC 9790 has been produced and purified with and without its transmembrane

helix. LcpA appears, through different methods, to be localized in the membrane, in agreement with in silico

predictions. The interaction of LcpA with E. hirae cell wall indicates that LcpA binds enterococcal peptidoglycan,

regardless of the presence of secondary cell wall polymers. Immunolocalization experiments showed that LcpA and

PBP5 are localized at the division site of E. hirae.

Conclusions: LcpA belongs to the LytR-CpsA-Psr family. Its topology, localization and binding to peptidoglycan

support, together with previous observations on defective mutants, that LcpA plays a role related to the cell wall

metabolism, probably acting as a phosphotransferase catalyzing the attachment of cell wall polymers to the

peptidoglycan.

Keywords: Enterococcus, Cell wall, Peptidoglycan, Bacterial division, LytR-CpsA-Psr

Background

Enterococci are Gram-positive, facultative anaerobic cocci

commensal bacteria [1]. These bacteria make up part of

the normal human fecal flora but nowadays several en-

terococcal species emerge among major pathogens in hos-

pital intensive care units. It is believed that their high

prevalence in infections is somehow influenced by their

resistance to the most commonly used antibiotics, along

with the acquisition of virulence factors and their ability

to form biofilms. Enterococcal’s growth depends on cell

wall (CW) synthesis. The cell wall is composed of three

major constituents: peptidoglycan (PG), secondary cell

wall polymers (SCWP), including teichoic acids and cell

wall polysaccharides directly tethered to peptidoglycan

through covalent linkages, and wall associated or wall an-

chored proteins [2]. PG is a polymer made of adjacent

glycan chains consisting of the repeating disaccharide N-

acetylmuramic acid-(β1-4)-N-acetylglucosamine cross-

linked by peptides [3]. Most of the enzymes that catalyze

the last steps of PG synthesis are the Penicillin-Binding

Proteins (PBPs). Some of them polymerize the glycan

chains of the PG through their transglycosylase activity

and reticulate the peptide chains through their transpepti-

dase activity. Penicillin (included in the β-lactam antibiotic

family) binds covalently to these enzymes thereby inhibit-

ing their transpeptidase activity. Enterococci are intrinsic-

ally resistant to β-lactams due to the expression of a PBP

displaying a low affinity for these antibiotics [4, 5].

Enterococcus hirae, a species belonging to the Entero-

coccus faecium species group [6], was often used as a

model organism for the study of PBPs. In E. hirae and E.

faecium, the low-affinity PBP is a class B PBP designated

as PBP5. In the presence of therapeutic β-lactam concen-

trations inhibiting all other PBPs, PBP5 keeps its transpep-

tidase activity, which in association with a monofunctional

glycosyltransferase, allows synthesis of PG, as well as a
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Abstract: Neisseria meningitidis and Neisseria gonorrhoeae are human pathogens that cause a variety of
life-threatening systemic and local infections, such as meningitis or gonorrhoea. The treatment of
such infection is becoming more difficult due to antibiotic resistance. The focus of this review is on
the mechanism of reduced susceptibility to penicillin and other β-lactams due to the modification of
chromosomally encoded penicillin-binding proteins (PBP), in particular PBP2 encoded by the penA

gene. The variety of penA alleles and resulting variant PBP2 enzymes is described and the important
amino acid substitutions are presented and discussed in a structural context.

Keywords: Neisseria meningitidis; Neisseria gonorrhoeae; β-lactam resistance; penicillin-binding proteins

Neisseria meningitidis and Neisseria gonorrhoeae are pathogens that have acquired reduced
susceptibility to penicillin and other β-lactams via two routes. The modification of at least one
chromosomally encoded penicillin-binding protein is the focus of this review. Alternatively, resistance
to β-lactams may result from the production of a plasmid-encoded β-lactamase, which is common
and also clinically relevant in N. gonorrhoeae [1–3], while it is rare in N. meningitidis [4]. Mutation in
a porin and over expression of an efflux pump were also shown to contribute in Neisseria gonorrhoeae

to β-lactam resistance [5].
Penicillin-binding proteins are the enzymes that assemble the peptidoglycan on the outer side of

the plasma membrane to constitute the cell wall. Glycan chains are polymerized by a transglycosylase
activity, whereas peptides attached to the saccharide units are cross-linked by a transpeptidase activity.
The transpeptidase activity is normally inhibited by β-lactams that form a covalent adduct to the
active site serine residue, owing to their high reactivity and likeness to the terminal dipeptide that is
the physiological substrates for the transpeptidation [6,7]. Neisseria species have four PBPs. PBP1 is
a bifunctional transglycosylase and transpeptidase, PBP2 is a monofunctional transpeptidase, whereas
PBP3 and PBP4 are low-molecular weight carboxypeptidases/endopeptidases [8]. Note that PBP4
is not revealed by labeling with radio-active β-lactams in vivo, although it is highly reactive in vitro.
PBP4 is likely not expressed at high level in laboratory conditions.

N. gonorrhoeae and N. meningitidis are exclusively human bacteria and are the two pathogenic
species of the genus Neisseria. Both bacteria interact with mucosal surfaces (mainly the nasopharynx
for meningococci and the genito-urinary tract for gonococci). Meningococci may cross the epithelial
barrier to invade and spread through the bloodstream, often causing fatal purpura fulminans, to reach
the central nervous system, resulting in meningitis. Gonococci colonize and invade the epithelium
of the genito-urinary tract and provoke local infection (gonorrhea) but rarely invade blood to cause
systemic infections. The presence of gonococci, frequently asymptomatic, in the rectum and/or in

Antibiotics 2016, 5, 35; doi:10.3390/antibiotics5040035 www.mdpi.com/journal/antibiotics
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Autocatalytic association of 
proteins by covalent bond 
formation: a Bio Molecular Welding 
toolbox derived from a bacterial 
adhesin
J. Bonnet1, J. Cartannaz1, G. tourcier2, C. Contreras-Martel1, J. p. Kleman1, C. Morlot1, 

t. Vernet1 & A. M. Di Guilmi1

Unusual intramolecular cross-links present in adhesins from Gram-positive bacteria have been used 

to develop a generic process amenable to biotechnology applications. Based on the crystal structure 

of RrgA, the Streptococcus pneumoniae pilus adhesin, we provide evidence that two engineered 

protein fragments retain their ability to associate covalently with high speciicity, in vivo and in vitro, 

once isolated from the parent protein. We determined the optimal conditions for the assembly of the 

complex and we solved its crystal structure at 2 Å. Furthermore, we demonstrate biotechnological 
applications related to antibody production, nanoassembly and cell-surface labeling based on this 

process we named Bio Molecular Welding.

Cross-linking of amino acid side chains is an eicient way to promote protein folding and stabilization at the 
post-translational level. he most common feature is the formation of intra- or intermolecular disulide bonds 
to stabilize tertiary and quaternary structures, respectively. One prominent example is given by antibody mole-
cules, whose disulide-bond mediated stability in blood circulation is crucial for eicient function. Interactions 
of Gram-positive bacteria with host organisms are resolved by adhesins like pilins and MSCRAMMs (micro-
bial surface components recognizing adhesive matrix molecules) in which unusual intramolecular cross-links 
have been recently discovered1–3. As adhesins are surface-exposed proteins, they must resist various antibacterial 
defense mechanisms like degradation by enzymes (proteases, peroxidases) or unfolding upon pH changes. he 
covalent linkages present in adhesins enhance their thermal stability and resistance to proteases degradation, thus 
stabilizing their tertiary structure4–8. In the case of pili, the presence of these isopeptide bonds, together with the 
fact that pilins are covalently linked to each other, make Gram-positive pili highly resistant to mechanical stress 
and degradation9.

Pilins and MSCRAMMs share a common topology: a N-terminal signal peptide followed by extracellular 
domain(s), a cell wall sorting motif (Leu-Pro-x-hr-Gly or a variant) recognized by sortases which covalently 
anchor proteins to peptidoglycan, a transmembrane helix and a short cytoplasmic sequence. Most pilins and 
MSCRAMMs have an elongated shape formed by the association of domains, which resemble Ig-like β -sandwich 
domains2. Intramolecular isopeptide bonds are mostly formed between the side chains of Lys and Asn, although 
Lys-Asp bonds also exist5,10. hese residues are positioned in an hydrophobic core in which the pKa of the Lys is 
reduced, allowing nucleophilic attack of the Cδ  atom of either Asn or Asp, followed by a proton shuttle involving 
an adjacent Glu or Asp5,10,11. Although not involved in protein stabilization, thioester bonds established between 
Cys and Gln residues have also been described5. he last intramolecular bond reported is an ester bond formed 
between a hr and a Gln side chain in a putative Clostridium perfringens MSCRAMMs, through an autocatalytic 
mechanism that difers from that of Lys-Asn/Asp bonds1.
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