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Depuis 2012 Laure Bellard, technicienne CEA perm#mau laboratoire. "Structural studies
of bacterial morphogenesis”. 50%.

(Rodrigues et al., 2016a; Jacq et al., manuscrirépapration).
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souche de pneumocoque délétée de I'hydrolasepmirda Pmp23". 100%.

Jan-Juin 2002 (6 mois) Sylvain Maunier, stagiaiBe(Université Catholique de Lyon). "Production de
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= Bonnet, Durmort, Campo, Mortier, VanNieuwenhze, rBrArthaud, JacgMorlot, Schoehn, Gallet,
Moriscot, Vernet, Di Guilmi. Peptidoglyca@-acetylation is functionally related to cell divisi in
Streptococcus pneumoniddanuscript en préparation

= Jacq, Arthaud, Manuse, Mercy, Bellard, Peters,ggaBalindo, Doan, Vollmer, Brun, VanNieuwenhze,
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stability of the division ring irStreptococcus pneumoniden revision dans mBios
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Autocatalytic association of proteins by covaleahdh formation: a Bio Molecular Welding toolbox
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| - Synthese chronologique des travaux de recherche

Depuis mon doctorat, mes travaux de recherche ssangiellement porté sur I'étude structurale et
fonctionnelle de larges complexes protéiques ingiigdans les mécanismes de morphogenése et de
division bactérienne et constituant des ciblesp@untiques potentielles. Pour comprendre les psases
étudiés d’'un point de vue fonctionnel et structyeime suis formée a des techniques complémesitaire
dans les domaines de la microbiologie cellulaign@ique microbienne, cultures bactériennes), de la
biologie moléculaire et de la biochimie (interanB8oprotéine-protéine, enzymologie), de I'imagerie
cellulaire (microscopie en fluorescence a bassbaete résolution) et de la biologie structurale

(cristallographie des rayons X).

J'ai choisi pour mon doctorat d'étudier les mécangis de la morphogenése et de la division
bactérienne cheStreptococcus pneumoniamus la supervision de Thierry Vernet a I'Instite
Biologie Structurale a Grenobl€e choix a d’'abord été motivé par le fait dilepneumoniaest un
important pathogene humain, responsable de plusXenillions de morts par an dans le monde et
présentant une résistance aux antibiotiques ireptigt D’autre partS. pneumonia@ppartient a la
famille morphologique des ovocoques, intermédiairee la forme sphérique des coques et la forme en
batonnet des bacilles, et qui compte de nombretresapathogénes humains tels que les entérocoques
et les streptocoques. L'étude des processus vitaumorphogenése et de division bactérienne chez les
ovocoques est donc une source riche d’informatidites au développement de nouvelles stratégies

antibactériennes.

Durant mon doctorat, j'ai réalisé la premiére caasation du comportement dynamique des
complexes de croissance et de division au coury/de cellulaire dé&S. pneumoniae)’ai localisé par
microscopie en fluorescence le répertoire comptetsds Penicillin-Binding Proteins" (PBPS),
enzymes de synthése du composant majoritaire paré bactérienne, Ipeptidoglycane(PG). J'ai
par ailleurs résolu la structure cristallographiged’'une d’elle, la D,D-carboxypeptidase PBP3, egti
impliguée dans la maturation de la paroi. Mes tuavant abouti & la publication de cing articlesslan
des revues a comité de lecture et un dép6t de aooées structurales a la Protein Data Bank (PDB)
(Morlot et al., 2003, 2004, 2005, Noirclerc-Saveyel., 2003, 2005).

A la suite de mon travail de thése, désirant cotapléa formation en cristallographie, j'ai intégré
le laboratoire de Stephen Cusack a 'EMBL (Europdaltecular Biology Laboratory) de Grenoble. Ce
laboratoire combine une excellente expertise estatlographie, la proximité de la source de
rayonnement synchrotron de 'ESRF (European Symdwdradiation Facility) et un environnement
international enrichissant. J'ai travaillé pendamis ans sur un projet nouveau pour le laboratoire
portant sur I'étude structurale des protéines hoesaiSlit et Roundabout (Robo), un couple ligand-
récepteur essentiel au développement du systemeuxerd'ai résolu la structure cristallographiges d
protéines Slit et Robo, ainsi que celle du compl8keRobo. Ces travaux ont donné lieu a trois
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publications dans des revues a comité de lectucegtdépbts de coordonnées structurales a la PDB
(Morlot et al., 2007a, 2007b, 2007c). Portant timisesur une thématique trés différente de tous mes
autres projets de recherche, j'ai décidé de néegatecrire dans ce manuscrit. Les publicatioragivels

a ces travaux pourront étre consultées en annexe.

Aprés cette premiére expérience post-doctoralé, vicalu rétablir un équilibre entre mes
compétences en biologie structurale et fonctioenedit surtout revenir a I'étude de processus
fondamentaux de la cellule bactérienne. J'ai ddwaist d’'intégrer le laboratoire de David Rudner a
I'école de médecine de Harvard (Harvard Medicab®tHHMS) a Boston aux Etats-Unis pour travailler
sur des complexes protéiqgues membranaires implidgés la morphogenese de la spore &adllus
subtilis Mon premier projet a consisté a étudier un nouv@stéme de sécrétion composé de neuf
protéines (SpollQ et SpolllAA-AH). En duo avec meallegue Thierry Doan, j'ai montré que ces
protéines forment un complexe membranaire nécesaaimaintien de l'intégrité et a la maturation de
la préspore cheB. subtilis Mon deuxiéme projet a consisté a caractérisetiViéé enzymatique d'un
couple d’hydrolases de la paroi (SpollP et SpohB¢essaire au développement de la présporeBchez
subtilis Il a été réalisé en collaboration avec le lalmratde Thomas Bernhardt (HMS, Boston), qui
étudie la division cellulaire ché&scherichia colet qui maitrisait la technique d’enzymologie née@®
a la réalisation de ce projet. J’ai montré quedardination des activités hydrolytiques de SpoliP e
SpollD permet une dégradation séquentielle du R&de la sporulation, suggérant un modele dans
lequel la machinerie SpollP-SpollD conduirait lggnattion de la membrane autour de la préspore. Ces
deux projets ont fait I'objet de deux publicatiat@s des revues a comité de lecture (Doan e08I9; 2
Morlot et al., 2010).

C’est a l'issue de ce stage post-doctoral quesf@irecrutée en tant que chargée de recherche par
le CNRS pour étudier les mécanismes de la divisiode la morphogenése bactériemuesein du
Groupe Pneumocoque a I'Institut de Biologie Strradeia Grenoble. Tous les projets que j'ai réalisés
ou supervisés depuis mon arrivée au laboratoir@aenier 2010 ont visé a décrire les mécanismes
d'assemblage des machineries morphogénétiquesrieacigs. Mes projets sont majoritairement
centrés sufS. pneumoniaenais mon expérience post-doctorale a Boston auktid mon retour en
France des collaborations avec les groupes de @ndRwet T. Bernhardt (HMS, Boston) pour réaliser
I'étude structurale de divers composants de madbm@rotéiques impliqguées dans la morphogenése
de la spore cheB. subtiliset la division cheE. coli, étudiés sous un angle génétique et fonctionnel

dans les laboratoires de mes collaborateurs.

Avec le laboratoire de T. Bernhardt, je me suisagég dans une collaboration visant a
comprendre les mécanismes moléculaires de I'aadivaes hydrolases de la paroi (les amidases AmiA,
B et C) par les facteurs LytM (EnvC et NIpD) au kode la division chek. coli. J'ai résolu la structure
cristallographique du domaine LytM de la protéimy€ & 1.6 A (Peters et al., 2013). L’analyse deecet
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structure, combinée a une étude biochimique, mamtirepliement identique aux endopeptidases LytM
et la présence d’'une cavité enzymatique dégénéréeegpossede plus d’activité hydrolytique mais

renferme le site d’interaction avec les amidasesusNavons récemment obtenu des cristaux du
complexe AmiB-EnvC et collecté des données deatiffon des rayons X & 2.9 A. La résolution de la

structure de ce complexe est en cours.

Un deuxieme projet collaboratif est né du projatis€ dans le laboratoire de D. Rudner a Boston
sur le complexe SpolllA-SpollQ impliqué dans la pluwgenése de la spore chizsubtilis A mon
retour en France, j'ai poursuivi cette étude d'@empde vue structural (encadrement d’une partie du
post-doctorat de X. Henry) et montré que I'un dampgosants du complexe (SpolllAG) forme de larges
anneaux oligomériques (~ 21 nm de diamétre extetoe) nous avons résolu la structure a 35 A par
cryo-microscopie électronique (Rodrigues et al.l6¥). La présence d'un pore interne de 6 nm
constitue la premiére donnée structurale directaanforce I'idée que le complexe SpolllA-SpollQ
formerait un canal entre la cellule mére et la poés pour la sécrétion ou le passage d’'une molécule
nécessaire au développement de la préspore. Désanges sont en cours pour ameéliorer la résolution

de cette structure et poursuivre I'étude structudal complexe SpolllA-SpollQ.

Ces collaborations sont menées de front avec nogstpisur la morphogeneése et la division du

pneumocoque qui reste toutefois ma thématiqueaterehe principale.

Un premier projet sur le pneumocoque porte swrghese du précurseur du PG, un dissacharide-
pentapeptide lipidique appelé le Lipide Il donsiathese a lieu dans le cytoplasme, puis au nhigeau
la face cytoplasmique de la membrane plasmiquez @&sebactéries a Gram positif, la présence d’'une
isoglutamine (iGIn) en troisieme position des chairpeptidiques du PG est nécessaire a leur
transpeptidation par les PBPs. Cette iGIn résuftel’amidation d’'un isoglutamate, une réaction
catalysée par un complexe de deux protéines, latmgdsferase GatD et la ligase MurT. J'ai été
associée a I'étude de MurT-GatD réalisée par Addpun dans le laboratoire et j'ai résolu la streestu
cristallographique de ce complexe a 2.9 A de réispiuCette structure est en cours de validaiion
vitro etin vivo par la caractérisation biochimique et cellulaieeptiotéines ou souches mutantestte
structure permettra sur le long terme de guideddeeloppement de molécules antibactériennes,

inhibitrices du complexe MurT-GatD.

Une fois synthétisé, le précurseur Lipide Il eansloqué vers la face externe de la membrane
cytoplasmique, puis polymérisé et incorporé au Réexistant par les PBPs et la famille des protéines
FtsW/RodA GEDS ou Shape, Elongation, Division and Sporulation (Egan and Vollmer, 2013;
Macheboeuf et al., 2006; Meeske et al., 2016). Podserver la morphologie et l'intégrité de la gl
les PBPs et les SEDS sont assistées par un gramar@al’autres protéines dont les fonctions incluent
principalement la dégradation partielle du PGlthadrolases de la paroi), I'échafaudage des madbmer

morphogénétiques (ex: I'homologue de la tubulireZtet la régulation de I'assemblage et de I'dtgtiv
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de ces machineries dans le temps et dans I'espack (Ser/Thr kinase StkP). Chez le pneumocoque,
il semble que ces machineries forment plusieurs-somplexes qui interagissent de fagon transitoire

au cours du cycle cellulaire.

Une protéine clé au sein des machineries morphtigées est la Ser/Thr kinase StkP, dont la
délétion ou l'inactivation entraine, selon les ntiotas introduites, une inhibition de I'élongation de
la division du pneumocoque (Fleurie et al., 20Dns le cadre d’'une collaboration avec le groupe de
Christophe Grangeasse au laboratoire MMSB (Moleddlarobiology and Structural Biochemistry) a
Lyon, j'ai étudié un des aspects du réle régulateuStkP dans la division & pneumoniaeNous
avons montré que StkP interagit physiquement své@hspeptidase de la paroi PBP2x et caractérisé
le complexe StkP-PBP2x de fagon biochimique (Mogkoal., 2013). Il s’agit de la premiére mise en
évidence d’'une interaction entre une Ser/Thr kiretsene PBP. Nous avons par ailleurs montré que

cette interaction est nécessaire a la localis@al@mRBP2x au site de division.

Un volet particulierement obscur dans la compréloendu fonctionnement des machineries
morphogénétiques est le réle des hydrolases darda €WHSs ou "Cell Wall Hydrolases'). Chez les
organismes modélds. coli et B. subtilisles CWHSs sont trés nombreuses et possédent detsofts
redondantes, ce qui rend leur étude fonctionnedkedifficile (Heijenoort, 2011; Vollmer et al., @8).
Chez le pneumocoque en revanche, il en existe onbrelimité et il semble qu’elles ne possédent pas
de fonctions redondantes puisque leur délétiorviddelle entraine des anomalies de forme et de
division. Ces anomalies traduisent des défauts Hassemblage et/ou 'activité de la machinerie de
division et de synthese de la paroi (Schuster1983Winkler2004 ; Pagliero, 2008 ; BarendtWinkler,
2011) mais dans la majorité des cas, on ne comgrasgourquoi ces CWHSs sont nécessaires au bon
déroulement de ces processus. J'ai donc aborde quegstion a travers I'étude de I'hydrolase Pmp23
(these de Maxime Jacq et stage de M2 de Christoptieaud). Nos données indiquent que Pmp23
posséde une activité de lysozyme bactérien nécessaila morphogenése et la division du
pneumocoque. Nous avons par ailleurs montré guackivation de Pmp23 entraine une augmentation
du taux de réticulation de la paroi du pneumocoquoe,instabilité de 'anneau Z dans le cytoplastne e
une délocalisation partielle de MapZ, une protééuemment identifiée comme étant impliquée dans le
positionnement de I'anneau Z (Fleurie et al., 2018bus avons également mis en évidence une
interaction physique entre Pmp23 et la transpegi®BP2x. L'ensemble de nos données suggerent que
Pmp23 aurait une fonction de "contréle qualité" cpririgerait les erreurs introduites par les sysgisa
de la paroi, erreurs qui peuvent mener a une dé&atian de la machinerie de division et entrathes
défauts de forme et de division. Ces travaux dhtéjet d’'un manuscrit actuellement en révisitans

le journal mBio (Jacq et al.).

Pour comprendre comment fonctionnent les machisernierphogénétiques, il faut les imager
dans la cellule. Dans les deux études décriteesstts, la méthode utilisée pour imager les prad@ine

vivo a été la microscopie optique en fluorescence. efoist, d0 a la diffraction de la lumiere, la
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résolution de la microcopie en fluorescence coriwantlle est limitée & ~250 nm, ce qui approxime un
quart de la taille moyenne d’'une cellule bactérgeerhrestreint I'observation de la structure etade
dynamique des machineries protéiques. Mon recruteaie CNRS a coincidé avec I'émergence des
techniques de microscopie super-résolue qui peemtette déterminein vivo la structure de gros
assemblages moléculaires a I'échelle nanométrigatdni et al., 2012; Coltharp and Xiao, 2012).1Pou
dépasser les limites de I'imagerie cellulaire deganeumocoque et localiservivo les protéines de la
division & haute résolution (~20 nm), j'ai donc ishde développer l'usage de I'une de ces techsique
appeléePALM ou "PhotoActivated Localization Microscopy', chez cette bactérie (Sengupta et al.,
2014). La premiere protéine étudiée a été la pretéiajeure de la division, FtsZ, qui forme unecitne
annulaire ('anneau Z) servant de plateforme diaddage pour les machineries morphogénétiques
(Erickson et al., 2010). Ce projet a bénéficié diumancement (Labex GRAL, Grenoble Alliance for
Integrated Structural Biology) pour un étudiantie@se (M. Jacq) que j'ai co-encadré avec ma cadlégu
Anne Marie Di Guilmi, en collaboration avec desgdtigsiciens experts en protéines fluorescentes
(Virgile Adam et Dominique Bourgeois de I'équipeélide I'IBS). La réussite de ce projet a nécessité
I'ingénierie de la protéine fluorescente Dendraa ebené a la détermination de la nanostructure de
'anneau Z. Cette étude PALM a révélé une archirecgranulaire hétérogéne de I'anneau Z, ainsi
gu’'une nouvelle corrélation entre ses dimensiongeancement du cycle cellulaire. Par ailleurss no
données ont révélé une nouvelle sous-structurepquirait s’assembler juste avant la phase de
constriction de I'anneau (Jacq et al., 2015). Laerdu point de l'usage du PALM 1-couleur clgez
pneumoniaea constitué la premiére étape d’'un projet de plede ampleur visant & élucider
I'architecture cellulaire des machineries morph@giguesin vivo a haute résolution. Le prochain
objectif est de mettre en place la technique de MAd-couleurs afin de co-localiser des paires de
protéines morphogénétiques et de comprendre conetiesis’organisent sur 'anneau Z. Cette mise au
point est I'objectif principal de la thése de Cthsud que je co-encadre depuis Octobre 2015 avec
Thierry Vernet. Ces études de co-localisation exrascopie super-résolue 2-couleurs sont par aslleur
au coeur du projet DIVIinHD dont je suis la coordiitatet qui a obtenu un financement par I’ANR pour
la période 2016-2021. A long terme, ces étudesfevAintégreront les projets que j'ai précédemment
décrits sur la morphogenése et la division du proeaaue, et possiblement le projet réalisé dbez

subtilis.
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Il - Développement thématique des activités de reeinche
A. Morphogenése et division che3. pneumoniae

1. Introduction

Les processus de morphogenése et de division stimement liés a la synthese de la paroi

bactérienne, responsable de la résistance mécaeique la forme des bactéries. L'entité chimique

commune et essentielle a la paroi de toutes letes est lepeptidoglycane (PG) un polymeére
composé de chaines polysaccharidiques (alterndacale N-acétylmuramique (MINAC) et deN-
acétylglucosamine (GMAC)) réticulées par des chaines peptidiques (coégmde D-Ala, D-iGIn, L-
Lys, D-Ala et D-Ala ches. pneumonigd-ig. 1) (Vollmer et al., 2008a).

Milieu
extracellulaire

Cytoplasme

MurA
MurB MurC MurD MurE MurF

UDP{)) =———> UDP-@ - uoP@ ——> UDP?T» UDP-@ —p—> UDP
° il o g g g

.@ Ala racemase, D-Ala,D-Ala Iigase]
<

Figure 1. Biosynthese du PG che3. pneumoniaeA. Image en cryo-microscopie électronique d’une celtié
S. pneumoniaen cours de divisiorB. Représentation schématique des étapes cytoplasspyimembranaires &
extracellulaires de la biosynthése du PG. Dangtages cytoplasmiques, MurA et MurB synthétisedDIP-

MurNAc a partir d’'UDP-GI&NAc. Les ligases MurC, MurD, MurE et MurF ajoutensaite les acides aminés L

Alanine (A), D-isoGlutamate,JiE), L-Lysine ¢K) et D-Alanine PA) qui composent la chaine peptidique
'UDP-MurNAc pentapeptide. Dans les étapes membranaires, lglasphoryle ce dernier et le transfére sur
groupement undécaprenyl-phosphate pour formerdel&il. MurG ajoute alors le GWAc pour former le Lipide
Il. Aprés amidation du D-isoglutamate en iGlutan®i@®) par le complexe MurT-GatD, le Lipide |l estristoqué
vers la face externe de la membrane cytoplasmigukep protéines SEDS ou par MurJ. Les chainesate sont
alors polymérisées par les protéines SEDS et gaddenaines glycosyltransférase des PBPs. Ces shsdmne
enfin insérées dans le réseau de PG existant ptagmcovalent entre la L-Lys et I'avant-dernieAl-de deux

—

un

chaines peptidiques voisines, une réaction calyaéles domaines transpeptidase des PBPs.
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La perturbation de la biosynthese du PG entraiseldmmages dont la gamme s’étend de simples
défauts morphologiques a des bréches catastrophitguns le réseau de PG, menant a la lyse cellulaire
De fait, les antibiotiques les plus courammeniaéd sont leg-lactamines telles que les pénicillines,
quiinhibent la biosynthése du PG en ciblant les syntisas du PGles 'Penicillin-Binding Proteins"
ou PBPs De nombreuses especes bactériennes sont maintésmtantes a ces antibiotiques, il y a
donc un besoin urgent de développer de nouvelldgomes antibactériennes. La découverte de
solutions thérapeutiques innovantes passe padééle processus essentiels a la vie des bacttess t
que la synthése du PG et la division cellulaire dixergent selon la composition (Gram+ caractérisé
par une membrane interne surmontée d’'une couchesépde PG, ou Gram- caractérisée par une
membrane interne surmontée d’une fine couche detR3une membrane externe) de I'enveloppe de
la bactérie et la forme du microorganisme. En dépiyrand nombre de coques et ovocoques a Gram+
pathogenes pour 'homme (streptocoques, staphylmsy@ntérocoques), la majorité des études portant
sur les processus de morphogenese et de divisilitaoe a longtemps été menée sur des bacilles a

Gram- ou Gram+HEscherichia coli, Bacillus subtiljs

a. S. pneumoniag un pathogene humain devenu modele d'étude de la amphogenese

bactérienne

Streptococcus pneumonjamuramment appelé fmeumocoque est a la fois une bactérie de
forme ovoide (Fig. 1A) et unpathogéne humain majeur Présente de maniere asymptomatique au
niveau du nasopharynx chez I'Homme, elle peut foigecauser des pathologies séveres lorsqu’elle
envahit des zones normalement stériles. D’aprésstimation de I'organisation mondiale de la santé
(OMS), 1.6 million de personnes meurent chaque emens le monde de maladies liées au
pneumocoque. Les populations a risque sont prileignt les personnes ayant un systéme immunitaire
faible (enfants de moins de 5 ans, personnes agéasmunodéprimées). Le pneumocoque est en
particulier I'agent principal de la pneumonie, gst la premiére cause de décés des enfants de deoins

5 ans (30% des décés dans cette tranche d’age).

La transition de I'état commensal a I'état virulergst pas encore totalement élucidée mais il
semblerait que suite & une diminution des défemsed’hdte (systeme immunitaire et défenses
meécaniques des voies respiratoires), le pneumoqagsse coloniser des organes qui sont normalement
stériles (sphere ORL, poumons, sang ou cerveauyaoa différentes infections et provoquant des
maladies plus ou moins graves en fonction du Sitéedtion. Les infections de moindre gravité et de
plus forte incidence incluent des otites moyennes, sinusites ou encore des bronchites. Les autres
infections correspondent aux pneumonies, méningiiesepticémies. Les pneumonies dues au
pneumocoque représentent 30 a 50% des pneumordeEidanes, le reste des pneumonies étant
essentiellement dues a la bactéte&emophilus influenzagu au virus respiratoire syncytial. Le passage

du pneumocoque dans la voie sanguine est encormalis mais il semble qu'il s’effectuerait a jrart
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d'un organe infecté (poumons, sphére ORL). Une daiss le sang, le pneumocoque peut atteindre
différents organes, et notamment le cerveau, puaatgune méningite (inflammation des méninges et
du liquide céphalorachidien). La dissémination daymocoque par voie sanguine peut enfin atteindre
'ensemble de I'organisme, provoquant une septieéin France, dans les années 2000, les maladies
dues au pneumocoque étaient estimée a 132 000 pn@san5 000 septicémies et 400-500 méningites
par an (Black et al., 2004; Gaillat, 1998).

Le pouvoir pathogéne du pneumocoque est lié a pacita a déclencher une réponse
inflammatoire au niveau des tissus colonisés eekgage de la pneumolysine, une toxine qui forme
des pores dans les cellules de I'h6te et ménerdylee, et qui interfére également avec la foncties

cellules et molécules de I'immunité innée (Babalgt2001; Hirst et al., 2004).

Les infections a pneumocoques peuvent étre prégepalevaccination des personnes a risque. Les
vaccins, qui sont élaborés a partir de polysacdbarcapsulaires, ciblent 7 ou 23 types capsulaires
(Prevenar PnC7 (Pfizer) et Pneumovax23 (Merck)laegrande diversité des types capsulaires du
pneumocoque rend la couverture vaccinale partielieas d’'infection, la famille d’antibiotiquesghus
couramment utilisée est celle dgdactamines, qui inhibent les PBPs. Les premiemglses de
pneumocoque résistantes ditactamines sont apparues dans les années 70 @sdsp capacité a
échanger du matériel génétique avec des soucHasmiame espece ou d’espéces voisigesrtis S.
pyogenes,..) a causé I'expansion croissante et inquiétaatkatésistance deS. pneumoniaeux B-
lactamines basée surdxpression de PBPs mutanted’affinité diminuée pour les antibiotiques S.
pneumoniae& été répertoriée dans la liste des 12 espécexipaces les plus menagantes en termes de
résistance aux antibiotiques dans le dernier rapg®r’OMS (2017) et il est donc nécessaire de
rechercher de nouvelles stratégies pour luttereargtte bactérie, ce qui nécessite une comprérensi

fine de ses mécanismes fondamentaux tel le praeesgsdivision cellulaire.

La difficulté a effectuer des recherches Supneumoniaa longtemps été due a la pauvreté des
outils de biologie cellulaire utilisables chez cemr-organisme. Au cours de ma thése (2000-20@8), |
contribué au développement de ces outils en mediaqoint la méthode d’'imagerie des cellules de
pneumocoque par immunofluorescence qui a révélasjescts nouveaux et inattendus pour la division
des coques (Morlot et al., 2003, 2004; Noirclergeya et al., 2005). Plus récemment, de nouveaux
outils de génétique et de microscopie en fluoreszamt été développés pour I'étude de processus
cellulaires ches. pneumoniaéEberhardt et al., 2009; Sung et al., 2001). Depa recrutement au
CNRS en 2010, j'ai acquis une bonne expertise datiisation de ces nouveaux outils et j'ai égakm
contribué a leur développement pour étudier la tmogenése et la division du pneumocoque,
notamment a travers le développement de I'usageed@chnique de microscopie super-résolue chez
cette bactérie (Jacq et al., 2015; Morlot et &13).S. pneumoniaest aujourd’hui devenu le modele
majeur pour I'étude de la morphogenese et de Isidiv chez les ovocoques, qui sont largement

représentés parmi les especes pathogénes (strgpéscet entérocoques).
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b. Synthése du peptidoglycane : rble des protéinésur, PBPs et SEDS

L’assemblage du PG débute dans le cytoplasme awmthese de son précurseutifgde Il ,
un disaccharide MINAc-GIcNAc associé a une chaine pentapeptidique (L-Alasd®in, L-Lys, D-
Ala, D-Ala) et lié a la membrane par un groupemerttécaprényl phosphate (Fig. 1B). Cette synthése
résulte d’'une cascade de réactions enzymatiquésées par la famille des protéines Mur qui
assemblent étape par étape les différents blochaadiques, peptidiques et lipidiques du Lipide I
(Fig. 1B) (Barreteau et al., 2008; Bouhss et @I0& Kouidmi et al., 2014; Mattei et al., 2010).

J'ai étudié la structure tridimensionnelle de I'wies protéines MuMurT ) en complexe avec

son partenair&atD et ces travaux sont décrits dans le paragraphe la.

Suite a sa synthese cytoplasmique, le Lipide Itrassloqué vers la face externe de la membrane
cytoplasmique par la protéindur] et/ou par les protéineSEDS (Shape, Elongation, Division,
Sporulation) FtsW et RodA (Fig. 1B), respectivemessentielles a la division et a I'élongation du
pneumocoque (Meeske et al., 2016; Mohammadi €2Gil1; Noirclerc-Savoye et al., 2013; Ruiz, 2016;
Zapun et al., 2012).

Les dernieres étapes de I'assemblage du PG saateltlaires et nécessitent la combinaison
d’activitéstransglycosylasg(GT) pour la polymérisation des chaines de sucterspeptidase(TP)
pour la réticulation des chaines peptidiques. €astions sont assurées par les PBPs et les potéine
SEDS (FtsW et RodA) (Meeske et al., 2016; Sauvage,e2008). Les PBPs sont ancrées ou accolées
a la membrane cytoplasmique via un segment tranbmagraire ou une hélice amphiphile. Leurs
domaines fonctionnels sont localisés a la surfackaaellule et définissent une classification remst
groupes (Ghuysen, 1991). La catégorie des PBPaule masse moléculaire est divisée en deux classes:
la classe Aest constituée dhzymes bi-fonctionnelles possédant les activitésTGt TP (PBP1g
PBP2aet PBP1b chezS. pneumonigeet fonctionne de fagon autonome, alors queldase Best
constituée d®BPs mono-fonctionnelles portant I'activité TR ces derniére®nctionnant en binbme
avec une protéine SEDS qui assure l'activité G{pairesPBP2x / FtsWetPBP2b / RodAchezS.
pneumoniag(Meeske et al., 2016; Sauvage et al., 2008).n:fdi catégorie des PBPs de faible masse
moléculaire est constituée d’enzymes ayant uneitctendopeptidase oD,D-Carboxypeptidase
(D,D-CPas@ (PBP3ou DacA chezS. pneumonigeles activités TP et D,D-CPase sont inhibées par
les antibiotiques de la famille d@dactamines, telles que les pénicillines. Les @ésvenzymatiques
des PBPs ont été beaucoup étudiées au cours adksriéres années. En revanche, I'activité GT des
protéines SEDS, qui comportent dix segments tramdiremnaires, n'a été découverte que récemment et
reste donc a caractériser d'un point de vue bioichienet structural (Meeske et al., 2016; Sauvage et
al., 2008).

Les études que j'ai réalisées sur les PBPs, qluent mes travaux de thése et une partie des

travaux de M. Jacq dont j'ai co-supervisé la theeat décrites dans les paragraphes 11.A.2.bAPLIk.
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A Muramidase ou Lysozyme
(LytC, Spr1875?, Spr0890 ?, Pmp23?)
Transglycosylase lytique (LT) (MItG, Pmp23 ?)

Glucosaminidase (LytB) D,D-CPase
((34=13))
e ———————|

DacA (PBP3) (dacA)

D,D-cPase I

DacB (spr0554)

L,D-CPase

PcsB (spr2021)

Coiled-Coil | o

| Pmp23 (spro930)
[ Muramidase ||

vii

L,D-CPase
(DacB, Spr0168 ?)

MItG (spr1370)

s

Endopeptidases
(PcsB ?, CBPD ?)

spr0168 [__LD-CPase |

spro890

spr1875 [ Muramidase |

Figure 2. Les hydrolases de la paroi (CWHSs) cheg. pneumoniaeA. Schéma représentant les sites de clivages,
connus ou putatifs, du PG par les CWHSs. Les aéiwnzymatiques qui n'ont pas été confirmées haiciiement
sont indiquées par des points d’interrogation. t&les vert foncé et vert clair représentent retspEment le
MurNAc et le GI&NAc dans les chaines de sucre du PG. Les losanges,oyiolets, jaunes et roses représentent
respectivement les résidus L-Ala, D-iGIn, L-Lys[@{Ala qui composent les chaines peptidiques du BPG.
Topologie des CWHSs impliquées dans la morphogedégmeumocoque et phénotypes des souches de délétio
ou de déplétion observés en microscopie électreniges différents domaines sont représentés paedemngles
de couleur verte pour les domaines cytoplasmigugise pour les peptides signal, gris foncé pourdi@saines
transmembranaires ou associés aux membranes, oyarlgs domaines N-acetylmuramidase, rose pour |es
domaines D,D- ou L,D-carboxypeptidase (CPase)gettmlpour les domaines CHAP, orange pour les damain
d’interaction protéine-protéine et blanche pourdemaines de fonction inconnue. Les souches obsesent de
type sauvagei( iv etvi), des mutants de délétion de Dacp DacB {ii), Pmp23 ¥), MItG (vii) ou un mutant de
déplétion de PcsBY) (D’aprés (Barendt et al., 2011; Ng et al., 20Pdgliero et al., 2008; Schuster et al., 199p;
Tsui et al., 2016).

c. Hydrolyse du peptidoglycane : rle des hydrolas de la paroi

Outre les PBPs et les SEDS qui assurent la syntheB&s, le cycle de croissance et de division
bactérienne requiert une famille d’'enzymes dontdlé a été relativement négligée jusqu’a recemment:
les hydrolases de la pardC\(/Hs ou "Cell Wall Hydrolases'). Ces derniéres catalysent diverses
réactions d’hydrolyse du PG qui incluent des ai&s/peptidase, amidopeptidase et glycosidase (Fig.
2A) (Heijenoort, 2011; Vollmer et al., 2008b). CH&zpneumoniai# existe au moins 12 CWHSs (Fig.
2A) ; certaines sont impliqguées dans l'autolysd’agtion fratricide du pneumocoque (LytA, LytB,

LytC, CBPD) alors que d'autres sont impliquées danemodelage du PG et le maintien de la forme
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bactérienne (DacA, DacB, PcsB, Pmp23, MItG, Spr1&{s0890 et Spr0168) (Barendt et al., 2011;

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

La premiére CWH identifiée comme acteur de la mogemese du pneumocoque BstcA
(PBP3, génalacA, une D,D-CPase qui clive les deux derniers rési@+Ala-D-Ala) portés par les
chaines peptidiques du PG, générant des tétrapemiid ne peuvent plus étre utilisés par les PB&s.
délétion entraine des défauts morphologiques intludes cellules arrondies et un mauvais
positionnement des septa (Fig. 2B) (Barendt eR@lL1; Schuster et al., 1990). J'ai étudié la fiomcet

la structure de DacA au cours de ma thése eta@esux seront décrits dans le paragraphe Il.A.2.e.i.

DacB (genespr0554 est une L,D-CPase également impliquée dans latem&ince de la forme
du pneumocoque. Elle ne peut cliver que les predéttapeptidiques générés par DacA et sa délétion
entraine des événements de division désordonnég qraduisent par des cellules arrondies, allangée
ou plus petites (Fig. 2B) (Barendt et al., 2011hBter et al., 1990).

PcsB(genespr202) est une CWH essentielle dont la déplétion ali@ieeparation des cellules
filles et entraine des formes irréguliéres et &spnce de septa mal positionnés (Fig. 2B) (Baedradt,
2011; Ng et al.,, 2004). Localisée au site de divisielle posséde un domaine CHAP (Cysteine,
Histidine-dependent_ Amidohydrolases/Peptidases) epui fait une N-acetylmuramoyl-L-alanine
amidase ou une endopeptidase potentielle (Fig. 38 activité hydrolytique serait auto-inhibée et
activée par une interaction avec les protéineduisiah Ftsk et FtsX (Bartual et al., 2014; Sharalet
2011).

Parmis les CWHs morphogénétiques, on compte égatefmap23 (génespr0930Q, dont la
délétion entraine des aberrations morphologiquegant des angles de septation non parallélesset de
cellules déformées ou allongées (Fig. 2B.v) (Barendl., 2011; Pagliero et al., 2008). Les travsuix
Pmp23 que j'ai encadrés au cours de la thése diadd, et du M2 de C. Arthaud sont décrits dans le

paragraphe 11.A.2.e.ii.

MItG (géne sprl37Q est une CWH membranaire identifiée récemment. dlogue de
I'endoglycosylase lytique MItG dE. coli, son inactivation entraine une forme arrondie ciiiles
(Fig. 2B.vii) et léve le caractere essentiel destlsyses PBP2b et RodA, suggérant un modéle dans
lequel MItG libérerait les brins glycanes synthé&ipar PBPla pour gu'ils puissent étre incorpoués a
PG existant par le couple PBP2b/RodA (Tsui e8l16; Yunck et al., 2016).

Le génome d&. pneumoniaeode enfin pour 3 autres CWHSs potentielles detfonénconnue:
Sprl875et Spr0890seraient des N-acétylmuramidaseSet0168serait une L,D-CPase. La délétion
individuelle de ces CWHSs n’entraine pas de phérmotyprphologique, suggérant qu’elles pourraient

avoir un réle redondant avec d’autres CWHSs (Barehdt., 2011).
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L'action hydrolytique des CWHSs étant potentielletniétale, leur activité doit étre coordonnée a
I'activité des PBPs et finement régulée dans lgogest dans I'espace. Un déséquilibre dans I'aétivit
de ces deux familles enzymatiques peut étre effoent dramatique pour la cellule. Ainsi lorsque
I'activité TP des PBPs est inhibée par fesictamines, I'activité hydrolytique anarchique d&&/Hs

entraine la lyse cellulaire.

d. Les machineries morphogénétiques

La synthese et le remodelage du PG doivent normseuit étre coordonnés entre eux, mais ils
doivent également étre couplés aux autres procéésusla division bactérienne, telle que la sgath
et la constriction de la membrane cytoplasmiqueca@dination de tous ces processus repose sur un
réseau complexe d'interactions physiques et/outimmeelles incluant les flippases du précurseur
Lipide Il du PG, des synthases du PG (PBPs etipegéSEDS), des CWHSs, des protéines régulatrices
(ex : StkP) et des protéines structurales (exZ,FEzrA, DivIVA, GpsB). De nombreuses données
génétiques, moléculaires et cellulaires suggeneat® plupart de ces interactions s'établissersesu
de larges complexes protéiques appetdachineries morphogénétiques échafaudées initialement
par la protéine du cytosquelette FtsZ (den Blaausteal., 2008; Holtje, 1998; Typas et al., 201&pdn
et al., 2012)FtsZ est un homologue de la tubuline eucaryote qugi@elle se lie au GTP, polymérise
pour former au centre de la bactérie une structareilaire appelée I'anneau Z (Fig. 3A) (Erickson et
al., 2010). De récentes études en microscopie sa@pelue ont montré que I'anneau Z est constitué
d’amas hétérogeénes de filaments de FtsZ (voir@edtiA.2.c) (Biteen et al., 2012; Fu et al., 2010;
Holden et al., 2014; Meier and Goley, 2014). L'lylgse du GTP entraine la courbure des filaments de
FtsZ avant de provoquer leur dépolymérisation (Eono et al., 2010; Li et al.,, 2013). Les cycles
successifs de polymérisation et dépolymérisatioRtdg vont ainsi permettre un mouvement en "tapis
roulant” des filaments de FtsZ et une constrigtmgressive de I'anneau Z au cours du cycle caliyla
ce qui va participer a la force motrice nécessailig constriction membranaire (Erickson et al.,(01
FtsZ est la premiere protéine recrutée au sitevilgiah et diverses études (réalisées chez lediémei
chez les coques) ont montré qu’elle recrute derfalgecte de nombreuses protéines morphogénétiques
localisées dans le cytoplasme (ex : FtsA, EzrAfeefacon indirecte un certain nombre de protéines
localisée a la surface de la cellule, ce qui inthsePBPs a travers une interaction avec EzrA eBGp
(Claessen et al., 2008; Egan and Vollmer, 2013yridet al., 2014b; Maggi et al., 2008). FtsZ éahdE
donc la machinerie de synthése du PG septal etk récente combinant diverses techniques de
microscopie de fluorescence a montré que le mountene'tapis roulant” des filaments de FtsZ permet
de véhiculer cette machinerie autour du site disidiv, dans les deux sens de rotation (Bisson-Ftho
al., 2017; Yang et al., 2017).
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Figure 3. Les machineries morphogénétiques ché&x pneumoniaeA. Schéma de la polymérisation de Ft
lors de sa liaison au GTP, et de la formation d’'stnecture annulaire (I'anneau Z) constituée d'ah#&térogéneg
de filaments de FtsZ au site de division. Le schéfé&ieur montre le modéle de synthése du PG keptmplé
au mouvement en "tapis roulant” des filaments d& lgui véhiculent les synthases du PG (d’apresoBi$siho
etal., 2017)B. MapZ guide la localisation de FtsZ au site degidn du pneumocoqukes images de microscop
en fluorescence montrent la localisation de MapZ&Z dans une méme cellule & pneumoniaeCes
localisations sont schématisées sur le panneawadehg qui donne également la proportion de chadese

localisations dans la population bactérien@. Composition des machineries morphogénétiques la&es

I'élongation (synthése de paroi périphérique) kt division (synthése de paroi septale) cBepneumoniad_a
kinase StkP est représentée a cheval entre les rdackineries car elle est impliquée dans la régulade
I'élongation et de la division a travers la phosptation (P) de DivIVA et celle de FtsZ. Milieu eat, milieu
extracellulaire; CWHSs, Cell Wall Hydrolases. Souws sthéma, sont montrées des images de microsco
balayage d’'une souche &e pneumoniasauvagdi), 4stkP(élongation défectueusé)) etstkP-K42M(division
défectueuse]iii) (d’'apreés Fleurieet al, 2012). Les barres d'échelle correspondent a 1 pnimages de
microscopie en fluorescence conventionnelle mohtieaco-localisation de FtsZ et de PBP2b, qui fartdes
structures annulaires au site de division dansolicl®e sauvage d8. pneumoniagWT) et des structure
hélicoidales (pointées par des fleches blanchew diae souche délétée de GpgdBpsB (d’'aprés Fleuriet al,

2012). Les barres d’échelle correspondent a 1EirReprésentation d’'un filament de FtsZ sous I'archienée
par EzrA. FtsZ et EzrA d8. pneumoniaent été modélisés a partir de la structure de fsde PDB 2VAM) et
d’EzrA (code PDB 4UXV) d&. subtilissur le site de Swiss Model. Chez EzrA, les 5 iiépas composées d’u
faisceau de triple hélice sont montrées en jau@péfition 1, Ezrhy.139, vert (répétition 2, Ezria29, bleu
(répétition 3, Ezrhei-309, vert d’eau (répétition 4, Ezgbv-109 €t en cyan (répétition 5, Ezidxs03. Le faisceau CH
terminal composé d’une quadruple hélice est ca@argris et le filament de FtsZ en rose. Ce modéléedaction
est spéculatif et I'interface entre FtsZ et Ezréteea déterminer. (D’aprés Cleverley et al., 2014).
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FtsZ est elle-méme positionnée au site de divip@anla protéindMapzZ (Mid-cell Anchored
protein Z), également nomméecZ (Fleurie et al., 2014a; Grangeasse and Lest@dibs; Hol€ékova
et al., 2015). MapZ posséde un domaine cytoplasnapnt la région N-terminale (les 41 premiers
acides aminés) interagit avec FtsZ. Ce domainpaesilleurs phosphorylé par la Ser/Thr kinase StkP
qui est un régulateur majeur de la division cBegneumoniagFleurie et al., 2014a). En aval de ce
domaine cytoplasmique, MapZ posséde un segmentsntiembranaire ainsi qu’'un domaine
extracellulaire qui se lie au PG et guide sa Isedilbn septale (Fleurie et al., 2014a; Manuse.et al
2016a). Au début du cycle cellulaire, 'apparitidlun anneau de MapZ au site de division précede
I'apparition de 'anneau Z. L’'anneau unique de Mapgaiédouble ensuite en deux anneaux qui resteront
positionnés aux futurs sites de division des cedldilles et s’éloigneront progressivement au fua e
mesure que la paroi est synthétisée en périphérigedtum parental (élongation) (Fig. 3B). Aprés
dédoublement de I'anneau initial de MapZ, un tesige anneau apparait au site de division de ldeellu
meére. Comme pour les enzymes de synthese de la gaaonstriction est retardée par rapport a celle
de lI'anneau Z. En absence de MapZ ou lorsque Mapdétocalisée, 'anneau Z présente des défauts
de positionnement et de structure, ce qui engatelseléfauts de division et de forme cellulaire {fée
et al., 2014a). L'ensemble de ces observationsssagq modele dans lequel le domaine cytoplasmique
de MapZ recruterait FtsZ au site de division duuypnecoque, MapZ se dédoublerait ensuite en deux
anneaux qui marqueraient la position des futues sie division des cellules filles grace a l'intgian
du domaine extracellulaire de MapZ avec la paugppssée de composition particuliére sur ces sites.
La fonction du troisieme anneau MapZ reste incormais elle pourrait étre nécessaire a la congiricti
de FtsZ (Fleurie et al., 2014a).

La complexité de la forme bactérienne requiertédéhts modes d’insertion du PG. L'un permet
I'élongation de la bactérie et est catalysé parrmaehinerie morphogénétique appeléélbhgasomg,
lautre permet a la bactérie de se diviser et attlysé par une machinerie appeléed&iSomé'
(Blaauwen et al., 2008; Szwedziak and Lowe, 20CBezS. pneumonigedifférentes observations
supportent I'existence d’'un mode de synthese dpal®i dédié a I'élongation (synthése de PG
périphérique) et d'un mode dédié a la division {sgse de PG septale) (Fig. 3C). Notamment,
I'altération de la fonction de certaines PBPs oulad8er/Thr kinase StkP (par génétique ou utilisati
d’antibiotiques spécifiques) résulte en des mormpdiies sphériques ou allongées, traduisant underét
la synthése de PG liée a I'élongation ou a la aimigFig. 3C) (Berg et al., 2013; Fleurie et abD]12;
Philippe et al., 2015). Ces observations soutientidae qu'il existedeux types de synthese du PG
chez S. pneumoniag la synthese septaleet la synthese périphérique qui sont catalysées par un
divisome et un élongasome qui pourraient partagsramposants communs mais qui contiennent

également des protéines spécifiques puisque lagtitmnement peut étre découplé.
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L'interdépendance spatio-temporelle des machinenegphogénétiques chez le pneumocoque
reste une question non résolue. En résumé, I'égumga et le divisome semblent former un complexe
unique au début du cycle cellulaire, puis formemdeomplexes distincts, sans que I'on exactement
guand et comment cette scission apparait. Je méns@liessée a cette question au cours de maghese
étudiant la localisation de FtsZ et des PBPs atsatwicycle cellulaire par microscopie en fluoresee
conventionnelle (résolution limitée a ~250 nm) \(frax détaillés dans le paragraphe Il.A.2.b). Ces
travaux ont notamment montré que PBP2b et PBPJai¢uges dans I'élongation), ainsi que PBP2x
(impliquée dans la division), co-localisent avesZ~au centre de la cellule en phase pré-divisidéanel
(Figs. 4A et 6A) (Morlot et al., 2003). Plus réceamt) des études réalisées dans le laboratoire de C.
Grangeasse ont confirmé cette observation et mqn&é&ette co-localisation persiste dans de nombreu
mutants morphogénétiques (variastkP, AgpsB,4divIVA, ...), y compris lorsque I'anneau Z adopte
des structures aberrantes telles que des héliggs3B) (Fleurie et al., 2014b). L’ensemble de ces
données suggere qubezS. pneumoniagen début de cycle cellulaire, les machineries dgnthese
septale et périphérique forment un complexe protéige unique recruté et échafaudé par FtsZ au
site de division(Fig. 3C). La connexion entre I'anneau Z et les BBt assurée par une interaction
entre 'anneau Z eEzrA, une protéine possédant un domaine soluble lécdhss le cytoplasme et
ancrée a la membrane par un segment transmemigrdhddrminal (Fig. 3E) (Haeusser et al., 2004;
Singh et al., 2007). EzrA interagit directementales PBPs ou indirectement \@&psB, qui interagit
elle-méme avec les PBPs (Claessen et al., 2008ri€&let al., 2014b). Sa forme en fer a cheval et sa
taille suggére que plusieurs protéines de la dimisfFtsZ, GpsB, DivIVA, ...) pourraient étre
accommodées sous l'arche formée par EzrA, dontiden@re mesure environ 120 A (Fig. 3E)
(Cleverley et al., 2014).

La dépendance spatiale entre FtsZ et les machsnedephogénétiques ne persiste pas tout au
long du cycle cellulaire puisque mes travaux dedhgnt montré que méme a basse résolution, il est
possible de visualiser un retard de localisatics PBPs par rapport a 'anneau Z (Fig. 6A) (Morlot e
al., 2003). Récemment, des expériences de 3D-SIVStBuctured Illumination Microscopy, résolution
d’~110 nm) combinées a une méthode de moyennageagks en microscopie en fluorescence
conventionnelle ont également révélé que PBP2teptésin retard de localisation par rapport a PBP2x
(Fig. 4A) (Land et al., 2013; Tsui et al., 2014psGtudes ont également montré que PBP1a, MreC et
StkP adoptent le méme profil de localisation quéPBB En ce qui concerne PBPla, ces travaux
supportent des données plus anciennes montrana giédétion du génpbplagénére des cellules de
diamétre et de longueur réduits, suggérant un déales I'élongation du pneumocoque (Land and
Winkler, 2011). Certaines protéines semblent doppagenir spécifiquement a lmachinerie
d’élongation (PBP2b, PBP1a RodA etMreC) ou dedivision (PBP2x FtsW). En revanche, d'autres
protéines pourraient participer aux deux machise@est par exemple le cas 8P, une protéine

bitopique possédant un domaiBer/Thr kinase intracellulaire, un segment transmembranaire et un
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domaine extracellulaire composé de quatre dom&ASTA (PBPs And Ser/Thr kinase Associated
domain) qui se lient au PG (Manuse et al., 2016b). Desled réalisées dans le laboratoire de C.
Grangeasse ont montré que la délétion de StkP osodedomaine kinase inhibe I'élongation du
pneumocoque alors que la délétion de son domaitiaisen au PG, ou l'inactivation de son activité
kinase inhibe la division (Fig. 3C) (Fleurie et &012). StkP est donc impliquée dans les deux sode
de synthése du PG. En accord avec cette idée,eStkBcalisée au site de division et activée par un
protéine nécessaire a la division du pneumocoqpeBGmais phosphoryle une protéine nécessaire a
I'élongation, DivIVA (Fig. 4B-C) (Fleurie et al.,(42, 2014b). Par ailleurs, j'ai montré une inteact
directe entre StkP et PBP2x (impliquée dans lasiim), ainsi qu’un réle de StkP dans la localisatio
de PBP2x (Morlot et al., 2013). Ces travaux sowgtitidans le paragraphe Il.A.2.d.

A Stadei Stadeii Stadeiii Stade iv

el

o

'

Q

N

3
= ic
o
m
o
O
o
=
P C .
o PBP
) 2b { StkP |
o « y P
o | |—— P oo,
‘_g_. X AR RRPEIN »;: ] PBP (XL
@ i 1*' tr‘Mr'M e
. N e | CCUCULGRRRG N QROUOOO
N
o
&

Synthése

""9 de paroi
w septale

Synthése de paroi
périphérique

Figure 4. Localisation des machineries morphogénétiles et régulation de la synthése de PG périphérigu
et septale ches. pneumoniaeA. Reconstitution des différentes étapes du cyclelle@e du pneumocoque g
partir d'images moyennées de contraste de phasediCiRe microscopie en fluorescence conventionnkés
cellules observées ont été cultivées en présengardmmycine fluorescente (PG) et expriment desiors de
PBP2b, MreC, PBP1la, StkP, PBP2x, FtsZ ou GpsBriungies a la GFP ou a des étiquettes HA ou FLAG. $ous
les images de microscopie est montrée une schétiatisdu mécanisme de découplage des machingeries
morphogénétiques (cytokineése en jaune, élongatiaoge et septation en bleu) au cours du cycleleet. Sur
ce schéma, le site de division est représenté $abom longitudinal de la celluleB. Images de microscopie gn
fluorescence conventionnelle montrant la forme elules de pneumocoques de type sauvdg®,(délétée de
GpsB ¢gpsB ou de DivIVA (divIVA), ainsi que la localisation de FtsZ dans ces sasiches barres d’échelle
correspondent & 1 pi8. Modeéle schématique de la régulation de la synttéggaroi par StkP, DivIVA et GpsB.
La forme non-phosphorylée de DivIVA est nécessaifélongation (synthése de PG périphérique). GesBute
StkP au site de division ou elle phosphoryle DivI\e& qui active la division (synthése de PG septl@hibe
la synthése de paroi périphérique. EzrA conneetientau Z a la machinerie de synthése du PG a sraver
interaction avec DivIVA et GpsB. (D’aprés Land kf 2013; Fleurie et al., 2014b; Tsui et al., 2014
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L'ensemble de ces données suggerent un modélelelqunsl au début du cycle cellulaire du
pneumocoque, I'anneau Z sert de plateforme d’assgmlpour les machineries d’élongation et de
septation qui ne formeraient alors qu’un seul cexplprotéique au site de division. FtsZ interaggtca
la protéine structurale EzrA qui interagit elle-némvec les PBPs et DivIVA, dont la forme non
phosphorylée stimulerait I'activité de la machieatdiélongation. L'arrivée de GpsB au site de doisi
recruterait ensuite StkP, qui recruterait elle-m&B&2x. L’activation de I'activité kinase de Stké& p
GpsB entrainerait la phosphorylation de DivIVA, ilvdant I'activité de la machinerie d’élongation et
stimulant celle de la machinerie de septation. ICfgebablement a cette étape-la que Ftsz, les
machineries d’élongation et de septation se déeatigpatialement, & travers un mécanisme qui deste

élucider.

2. Travaux réalisés
a. Synthése cytoplasmique du précurseur du PG: stcture du complexe MurT-GatD

Contexte temporel et financier: travaux prése$(IGrenoble). Financement IMMI-INSERM/Astra
Zeneca PATI (2014-2018, coordonné par. A. Zapu8, IBrenoble).

Collaboration: au sein du groupe Pneumocoque (8% A. Zapun, porteur du projet.

Chez les bactéries a Gram positif, la réticulaties chaines peptidiques du PG par les PBPs
nécessite la présence d'une D-isoglutamine (iGln) 2™ position. Cette iGIn résulte de la
transformation d’'un D-glutamate (Glu) en iGIn, uraction catalysée dans le cytoplasme par un
complexe de deux protéinddurT etGatD (Mlnch et al., 2012; Zapun et al., 2013). La ghitease
GatD transfére un groupement amine porté par unev&k le site actif de la ligase MurT qui, apres
phosphatation du Lipide II, ligue le groupement mensur le résidu Glu erf™® position de la chaine
peptidique du Lipide Il (Fig. 5A). Cette réactiost @ssentielle a la survie du pneumocoque (données

non publiées, communiquées par L. Harvarsteinpestitue donc une cible thérapeutique potentielle.

L’étude du complexe MurT-GatD est menée dans lerktbire par A. Zapun qui m’a sollicitée
au début de I'année 2014 pour cristalliser le cexgplet résoudre sa structure cristallographiqae. J’
donc pris en charge I'étude structurale de MurTBGate qui a inclus la supervision d’'une étudiamte e
BTS (Jennifer Galindo) et d’une technicienne (Gérael Thedevuide). Nous avons obtenu des cristaux
du complexe qui diffractaient & 6 A, puis a 2.9pkés optimisation de leurs conditions de croissance
de congélation. J'ai résolu cette structure pardthode SIRAS (Single Isomorphous Replacement with
Anomalous Signal) a partir de données natives emafes collectées sur des cristaux natifs et des
dérives séléniés.

La structure du complexe a révélé une interfacepo@®e de deux régions, I'une majoritairement
hydrophobe et I'autre renfermant majoritairemestideeractions électrostatiques. Le site actif d&ébG
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qui abrite une GIn dans la forme cristallisée dmplexe, se situe entre ces deux régions de cagitact
s’ouvre vers 'une des entrées de la cavité enagmatde MurT (Fig. 5B). La sortie du site actif de
GatD et I'entrée de celui de MurT sont toutefoisdalées par la présence de résidus portant deseshain
latérales volumineuses et potentiellement par ksgnce d'une boucle flexible chez MurT. Ces
observations suggérent que I'activité du complexeT™GatD pourrait étre régulée de fagon similaire
a d'autre complexes glutaminase-synthase: sang$empce du Lipide Il dans le site actif de MurT, la
sortie du site actif de GatD resterait bloquéejbait son activité glutaminase (List et al., 2012).
L’arrivée du Lipide Il induirait un changement conhationnel de GatD et MurT, libérant I'entrée du
site actif de MurT et la sortie de celui de GatEtj\ent ainsi I'activité glutaminase de cette deraiet
permettant la diffusion de I'ammoniac (MHle GatD vers MurT. Des tests d’activité enzymadiq
réalisédn vitro avec des mutants de GatD et de MurT, ainsi quarkctérisation (viabilité, croissance
et morphologie) de souches 8epneumoniaexprimant ces mémes mutants sont en cours pder tes

notre modele.

La réaction catalysée par le complexe MurT-GatDessentielle a la survie de la bactérie et ce
complexe est conservé chez des espéces pathogénamportantesS. aureusM. tuberculosis Le
complexe MurT-GatD constitue de ce fait une nowvelble antibactérienne potentielle et I'obtention
de sa structure cristallographique constitue lanpree étape vers la recherche de molécules iniaibitr

a effet antibactérien.

A Lipide Il Lipide Il amidé

ATP ADP +Pi @
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Figure 5. Le complexe MurT-GatD qui catalyse I'amidation du Lipide II. A. Schématisation de la réactign
d’amidation du Lipide Il catalysée par le complétarT-GatD. L’hydrolyse d’'une glutamine (GIn) daresdite
actif de GatD libére de 'ammoniac qui diffuse végssite actif de MurT. En présence d’ATP, MurTiaetle

groupement carboxyle de la D-isoGlu portée paipéde I, puis ligue 'ammoniac sur ce méme grouggnérant
ainsi du Lipide 1l amidéB. Représentation en ruban du complexe MurT-Gatl3.deneumoniad.a surface deg
protéines est affichée en mode semi-transparentT st colorée en violet, GatD en rose. Les résidtelytiques
de GatD et de MurT sont représentés en baton etéeen jaune. La GIn dans le site actif de GatDegsésentéq
sous forme de sphéres vertes.
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b. Assemblage des machineries morphogénétiques: dtisation cellulaire a basse résolution

Contexte temporel et financier: travaux de thed8S(l Grenoble). Bourse de these du CEA
(Commissariat aux Energies renouvelables et Altems) (2000-
2003).

Au cours de ma thése j'ai étudié la dynamique a¢h&gse du PG chez le pneumocoque a travers
la localisation cellulaire de ses cinqg PBPs de Ipamidls moléculaire (les synthases du PG: PBP1a,
PBP2a, PBP1b, PBP2x et PBP2b) dans des souchegysaetvmutantes. L'objectif de ces travaux était
de déterminer la position des sites de synthedeGlet I'interdépendance spatio-temporelle des PBPs
au cours du cycle cellulaire. A cette fin, jai ééappé l'usage deifhmunofluorescencechez le

pneumocoque et marqué simultanément ’ADN chromdgoe) une PBP et FtsZ.

J'ai montré que toutes les PBPs de haut poids mialiée du pneumocoque adoptent des
structures d’apparence annulaire au site de divisiévélant des similitudes nouvelles entre les
mécanismes de division et de morphogenese desrieactie type bacilles et coques (Morlot et al.,
2003). Par ailleurs, le double marquage fluoresdest PBPs avec la protéine FtsZ m'a permis de
montrer que ces protéines co-localisent au débuydie cellulaire, mais que la localisation des PBP
est retardée par rapport a celle de FtsZ au caula donstriction, mettant en évidence un décoeplag
temporel entre la synthese du PG catalysée p&B€s et la constriction de la membrane assurée par
FtsZ (Fig. 6) (Morlot et al., 2003). Cette obseimata remis en cause I'existence d’'un complexe
macromoléculaire unique impliqué dans la divisieha fait apparaitre un processus beaucoup plus

dynamique que celui généralement décrit danstéaditure.

Ces travaux en immunofluorescence, que jai iniésissue du T semestre de ma thése,
constituaient un réel défi a cette époque et ooessité un important travail de mise au pointofis
constitué la premiére étude de localisation celellan microscopie en fluorescence conventionnelle
chez le pneumocoque et ont inspiré d’autres étddekcalisation chez cette bactérie, dans notre
laboratoire, mais également dans des laboratdir@sgers. Depuis, 'usage de protéines de fusitme en
la protéine d’intérét et une protéine fluorescd@EP ou autre) s’est développé chez le pneumocoque
mais la méthode d'immunofluorescence est encoteséadi aujourd’hui lorsque I'expression d'une
fusion entre la protéine d’'intérét et une protéinerescente est problématique. C’est trés proloadte
le succes de ce projet de these qui a encouragifetrté ma décision de mettre au point I'usag&ade
technique de microscopie super-résolue PALM (PhotiwAted Localization Microscopy) lorsque je

suis revenue dans le groupe Pneumocoque apresecratement au CNRS.
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Figure 6. La localisation de FtsZ et des PBPs pammunofluorescence ches. pneumoniaemontre un
découplage spatial entre I'anneau Z et la machinegide synthése du peptidoglycand. Localisation de FtsZ
(en rouge) et de PBP2x (en vert) dans une mémeleeleS. pneumonigevisualisées par immunofluoresceng
lors de trois stades représentatifs du cycle @fkil Les lignes en pointillés représentent le @antle la cellule.
B. Co-localisation de PBP2b (en rouge, impliquée daiangation) et de PBP2x (en vert, impliquée déms
division), visualisées par immunofluorescence erdé cycle cellulaire (stade iii) ch&z pneumoniadJne image
de superposition des deux couleurs est égalemarttéao Les barres d’échelle représentamnl(D’aprés Morlot
et al., 2003; Zapun et al., 2008).
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c. Assemblage des machineries morphogénétiques:dtisation cellulaire a haute résolution

Contexte temporel et financier: travaux présens(IBrenoble). Encadrement de la thése de M. Jacq
(2012-2016) et de C. Arthaud (Depuis 2015). Finemag ANR
NOBLEACH (2012-2014, coordonnées par D. Bourgeoisnd
d’intervention UJF (2012, coordinatrice), Labex AR&R012-2015,
coordinatrice).

Collaboration: locale, avec D. Bourgeois et V. Ad@quipe Pixel, IBS, Grenaoble).

La diffraction de la lumiére limite la résolutioe th microscopie en fluorescence conventionnelle
a ~250 nm, ce qui représente environ un quart daillae moyenne d’'une bactérie et restreint donc
I'observation des structures protéiguesvivo. Cette résolution est d’autant plus limitante doies la
grande majorité des protéines étudiées se localisars une méme région (le site de division pair le
protéines morphogénétiques du pneumocoque). DanslQe dernieres années, I'émergence de
techniques de microscopie super-résolue a rendsibp@da détermination a haute résolution de la
localisation de protéines dans la cellule, révéastructuren vivo de gros assemblages moléculaires
a I'échelle nanométrique. Chez les bactéries,danigue de microscopie super-résolue utilisée Bvec
plus grand succés est le PALM (PhotoActivated Liaatibn Microscopy) (Cattoni et al., 2012;
Coltharp and Xiao, 2012).

Le PALM est basé sur la détection de moléculesugsicet la localisation du centre de chacun
des signaux fluorescents (Sengupta et al., 201ette @echnique nécessite I'utilisation de protéines
fluorescentes phototransformables qui, sous illatiem ultraviolette (405 nm), vont acquérir la

capacité a fluorescer (protéines photoactivablas)cbhanger de spectre d'émission (protéines
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photoconvertibles) (Fig. 7A). L'utilisation d’unaible dose de laser a 405 nm confere un caractere
stochastique au phénoméne de phototransformatiperetet de détecter a chaque cycle d’acquisition
des molécules différentes (Fig. 7B). Un cycle diasiion consiste ainsi a phototransformer quelques
molécules fluorescentes dans le champ de microscegciter leur fluorescence a I'aide d’un laser di
d™excitation”, enregistrer les signaux fluoresceat photoblanchir les molécules excitées. Ce @atle
répété de 10 000 a 20 000 fois, jusqu’a ce queetiralité des protéines fluorescentes présentesldan
champ de microscopie aient été imagées. Les imaget ensuite traitées a l'aide d’algorithmes
informatiques qui déterminent la position de chadesmsignaux fluorescents avec une précision pouvan
atteindre 10 nm et une image finale est reconstéupartir de la somme des localisations (Fig. ZB).
résolution spatiale de I'image PALM finale est gét&ment comprise entre 20 et 40 nm, elle dépendra
de la densité spatiale des molécules imagées, mibreode photons collectés (qui doit étre hautuet d

bruit de fond (qui doit étre bas).
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(~250 nm) des fluorophores individuels (~20-40 nm)

Figure 7. La technique de microscopie super-résolueALM. A. Schéma représentant la photoconvertion dg la
protéine fluorescente Dendra2 sous illuminatiomaniblette (405 nm) a l'aide d'une table lasBr. Schéma
comparant une acquisition d'image par microscopidl@rescence conventionnelle et par microscopes
résolue PALM. En microscopie conventionnelle, lemble des fluorophores sont excités dans le chaenp d
microscopie, ce qui génére une image résultanadruperposition des signaux fluorescents, la réealest
limitée a ~ 250 nm. Lors d'un cycle d’acquisitioAl®M, une faible dose de laser ultraviolet photocentit de
facon stochastique quelques fluorophores dansdmphde microscopie. Ces fluorophores sont ensxiiéés et
leur signal fluorescent est enregistré avant pHatwiment. Ce cycle est répété de 10 000 a 20dioet la pile
d’'images enregistrées est traitée par des algoeghimformatiques pour localiser le centre de chasjgeal
fluorescent. L'image PALM finale est reconstruitepartir de la somme des localisations individuellss

résolution est de 20-40 nm.
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Bien gu’une demi-douzaine d'études utilisant le RAthez des bactéries aient été publiées dans
la littérature (Cattoni et al., 2012; Coltharp afido, 2012) lorsque j'ai initié ce projet, son istion
chez le pneumocoque n'avait pas encore été ragpdrte petite taille de cette bactérie en fait un
organisme difficile & observer en microscopie gnaentait la difficulté du projet, mais cette petéditie
en fait également un organisme pour lequel il estiqulierement intéressant de développer une
technique de microscopie super-résolue telle gB@&AleM. J'ai par ailleurs diminué le niveau de risqu
en m'engageant dans une collaboration avec deshysapens experts dans le domaine de la
photophysique des protéines fluorescentes (D. Bamisget V. Adam, équipe Pixel, IBS) et ce projet a
bénéficié de plusieurs financements, dont une lodesthése pour un étudiant (M. Jacq) que jai

supervisé de fagon théorique et pratique au q@otj@in collaboration avec V. Adam et D. Bourgeois.

Notre premier objectif était d’identifier une pristé fluorescente photoconvertible utilisable chez
le pneumocoque et de parvenir a la détecter enculel@inique. Nous avons sélectionné la protéine
photoconvertible Dendra2 qui présente I'avantagé&tréd’ monomeérique ; nous avons optimisé sa
séquence nucléique (usage des codons) pour unessipr cheZ. pneumonia@t remplacé ses
extrémités N- et C-terminales par celles de la G&Pcette méthode permet parfois d’améliorer la
stabilité des protéines de fusion fluorescentearihet al., 2004). La protéine ingénierée a éténmée
spDendra2 et nous avons choisi de réaliser notmipre étude PALM en la fusionnant a FtsZ, dont la
fonction est d’échafauder la machinerie de divistbrde synthése de la paroi, et de contribuer a la
constriction membranaire. Cette protéine constituai modele d’étude idéal car elle est soluble et
abondante ; il était par ailleurs essentiel de atinnl'architecture de I'anneau Z puisqu’il esadase
de I'assemblage des machineries morphogénétigumss Blvons d’abord vérifié que la protéine de
fusion entre FtsZ et spDendra2 était fonctionnefienalysant la vitesse de croissance et morpigologi
de la souche de pneumocoque exprimant une fusiefi-dptDendra2 sous contrle du promoteur
endogene et en déterminant la localisation de pettigine de fusion a basse résolution. Pour abteni
un rapport signal/bruit optimal, nous avons ensofigmisé de nombreux parametres expérimentaux
tels que le milieu de croissance des cellules, rlgopole de fixation des cellules, le support
d’'observation des cellules vivantes ou les conattid’acquisition de données PALM (puissance des
lasers, mode et durées d’acquisition). L'optimizatie tous ces parameétres nous a permis d’obtesir d
données PALM d’excellente qualité, a une résolugipatiale de 20-40 nm, sur des cellules fixées ou

vivantes exprimant la protéine FtsZ fusionnée aesplba2 de facon endogene ou ectopique.
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Figure 8. Remodelage de I'anneau Z au cours du cyctellulaire deS. pneumoniagévélé par PALM. A.
Images représentatives de la nanostructure ded&an au cours du cycle cellulaire 8e pneumoniad.es
cellules de pneumocoque observées expriment uinfé$ssZ-spDendra2 endogéne et ont été fixées ane]
exponentielle de croissance. La moitié inférieurecdaque image de microscopie composite montredam Z
visualisé en fluorescence conventionnelle et latitnsupérieure en PALM. Les lignes en pointillégrésentent
le contour de la cellule. L'encart consacré auestadu cycle cellulaire montre un anneau Z obselaés une
cellule inclinée. Sous cette image, une analydémdage PALM de cet anneau a I'aide du programnBSOAN
montre la présence d’amas de FtsZ. L’encart coésaarstade intermédiaire montre les doubles ann&apx
observés dans 4% des cellules en phase pré-dinadienDans I'encart consacré au stade ii du ayelelaire, un
histogramme montre les valeurs moyennes de I'épaissiale de I'anneau Z en phase précoce (en élealdive
(en bordeaux) de division, mettant en évidencelargiésement de I'anneau Z de 32 nm. Les barreshdlies
représentent 500 nrB. Modéle du remodelage de la nanostructure de I'andesu cours du cycle cellulaire g
S. pneumoniaeEn phase pré-divisionnelle, FtsZ (cubes rosedynpérise pour former des filaments qui
s'assemblent en clusters hétérogenes, formanttureige annulaire de 95 nm d'épaisseur axial@fiéau Z) au
site de division. L’'anneau pré-divisionnel uniqeedivise en deux anneaux séparés de 164 nm, leziirfeerne
étant séparée de 60 nm. Ce phénomene résulte feoteatt de la néo-synthése de PG, représentéesn §u
cours de la constriction de la membrane cytoplasejitp distance séparant les deux anneaux dimirsgg’a
atteindre une valeur inférieure a la résolutiortigades images PALM (~38 nm), les deux anneapa@gssent]
alors comme un anneau unique d’'une épaisseur darh2? la fin du cycle cellulaire, les moléculesksZ se
désassemblent du site de division parental et uiwvel@nneau Z se forme au site de division de aiacles
futures cellules filles. Les fenétres bleues eremtdies régions agrandies pour illustrer I'arrangetgranuleux|
et hétérogéne de I'anneau Z, les régions a fortesitlede molécules (clusters) (en bordeaux) contedes
filaments de FtsZ (probablement connectés par de®rmires protéiques (triangles verts)), la séjerale
I'anneau pré-divisionnel et I'élargissement appadenl’anneau en fin de division. Les dimension$a®neau et
les distances séparant les doubles anneaux saquéas. (D'aprés Jacq et al., 2015)

La détermination de la nanostructure PALM de I'amn& révélé une structure granuleuse

hétérogene, faite de régions a forte densité décutds alternant avec des régions dont la derstité e

de 4 a 10 fois inférieure (Fig. 8A). La quantifioat des molécules imagées indique que les régiens d

forte densité sont des amas protéiques contenaret 80 et 150 molécules de FtsZ-spDendra2. La

simulationin silico d’'une expérience PALM sur un anneau Z continu endgene a montré que les

amas observés expérimentalement ne résultent pasattefact d'imagerie ou de reconstruction de

'image PALM. La structure granuleuse de I'anneaest donc tres certainement réelle. Cet aspect

granuleux avait déja été rapporté chez les bastéragleleg. colietC. crescentusl semble donc gqu'il

46



constitue un caractere conservé de I'anneau Zdifférentes espéces bactériennes (Biteen et d12;20
Fu et al., 2010; Holden et al., 2014).

Sur la base de la longueur des cellules, du digneétle I'architecture de I'anneau Z, les cellules
observées ont été classées en trois catégoriedérastques des principales étapes du cycle eléul
(assemblage de I'anneau au site de division deellale mere (stade i), constriction (stade ii) et
repositionnement au site de division des futurdsiles filles (stade iii)) (Fig. 8A). La mesure des
dimensions de I'anneau Z a montré qu’au début dleasellulaire, la largeur axiale de I'anneau Z est
d’environ 95 nm et qu’elle augmente de 32 nm enscda constriction (Fig. 8A). Nous avons quantifié
le nombre de molécules imagées au site de divetiomontré ainsi que I'anneau Z contient un nombre
constant de molécules au cours de sa constridtiélargissement de I'anneau ne résulte donc pas du
recrutement de molécules additionnelles mais duadgement spatial des molécules de FtsZ au sein
de l'anneau. Une observation surprenante a permiprdposer un modéle pouvant expliquer cet
élargissement : il s’agit d'une structure en dowavlieeau, qui est observée dans 4% des celluldsase p
pré-divisionnelle (Fig. 8A). Les caractéristigues ces anneaux doubles (dimensions, nombre de
molécules imagées) suggerent gu'ils constituentstingture transitoire, résultant probablementade |
division de I'anneau Z initial (stade i) et précatia phase de constriction (stade ii). Si cettecstire
en double anneau est stable, il est possible quenktriction de la membrane entraine le rapproemém
des deux anneaux et que I'élargissement de I'anBedserve en fin de division soit dd a la présence
de deux anneaux non résolus. L'ensemble de noswaliems ont été intégrées dans un modele
décrivant le remodelage de I'anneau Z au couryde cellulaire (Fig. 8B) et ces travaux ont étélgs
dans un manuscrit signé en premier auteur par mahia@it en thése et en dernier et corresponding

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

La technique de PALM n’avait jamais été adaptées lwhctéries coccoides ou ovococcoides
telles queS. pneumoniad_'absence d’études PALM réalisées chez ces migesosmes, qui incluent
de nombreux pathogénes humains, reflete certainetesndifficultés techniques que nous avons
rencontrées au cours de nos travaux Ehgmeumoniad._a protéine fluorescente photoconvertible que
nous avons optimisée sera utile a la communautéibesbiologistes. Nos travaux sont par ailleuss le
premiers a utiliser une fusion endogene entre &tsifie protéine photoconvertible, permettant dioibte
des données dans des conditions relativement pbggjaes. Nos travaux ont généré des informations
fondamentales concernant une protéine essentiddlal@ision bactérienne, FtsZ, qui a été reconnue
comme cible antibactérienne prometteuse. lls demtamnotiver 'usage du PALM chez d'autres coques

pathogénes tels que les staphylocoques ou leeatgres.
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d. Assemblage des machineries morphogénétiquesiedle la kinase StkP

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

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

La compréhension des mécanismes d’assemblage dbferdes morphogénétiques passe par
I'étude de la localisation cellulaire de ses conapds, mais également par I'étude du réle de preséin
régulatrices telle que la Ser/Thr kinase StkP. dioeg’ai débuté cette étude, I'équipe de C. Grasgea
a Lyon (MMSB) avait montré que la délétion ou latation de différents domaines de StkP entraine
des défauts morphologiques qui traduisent un dedt synthése de PG septal ou périphérique (Fig.
3C) (Fleurie et al., 2012). Nous savions donc qi® &vait une fonction de régulation de I'élongatio
et de la division du pneumocoque. L'objectif deteeattude était d’explorer un des mécanismes
moléculaires a la base de cette fonction régutatlie StkP. J'ai été intégrée a ce projet lorscpie |’
proposé de tester I'interaction directe entre ®tk§bn partenaire PBP2x par thermophorése et aétud
la fonction de cette interaction par diverses md#iso(localisation par microscopie en fluorescence
conventionnelle, test d’activité de PBP2x et deP$tk

En utilisant une combinaison de techniques de ggreé{mutants de délétion), de biochimie
(immunoprécipitations, ELISA, thermophorése, ...)det microbiologie cellulaire (microscopie en
fluorescence conventionnelle), nous avons géné&dadenées complémentaires qui suggérent que le
mécanisme a la base du role régulateur de StkRgunapun acteur majeur de la synthese de PG septal,
la transpeptidase PBP2x. Nos travaux ont montréSgki@ et PBP2x forment un complexe ancré dans
les membranes du pneumocoque (Fig. 9A) (Morlot. e2@13). A I'occasion de cette étude, je me suis
formée a la technique de thermophorése a microlédMST pour 'MicroScale Thermophoresis),
qui permet l'analyse quantitative d’interactions léooilaires en solution a I'échelle du microlitre
(Jerabek-Willemsen et al., 2011). Cette technigueiatré que StkP et PBP2x interagissent directement
in vitro. Cette interaction est médiée par les domainem@dtulaires PASTA de StkP et la région
extracellulaire de PBP2x contenant le domaine HP.nklcroscopie en fluorescence conventionnelle,
nous avons montré que StkP et PBP2x adoptent tlasteleux un profil de localisation tardif au site
division et que la localisation de PBP2x dépenthgeésence des domaines extracellulaires PASTA de
StkP (Fig. 9B) (Morlot et al., 2013). Aucune moddiion de la capacité de PBP2x a se lier gux
lactamines, hydrolyser un analogue de substratatalyserin vitro la transpeptidation de chaines
glycanes n’a été détectée en présence de Stkf.tbhgefois possible qu’une telle régulation sséa
in vivo. Alternativement, l'interaction entre StkP et PBRR&burrait étre uniquement un prérequis

structural pour 'assemblage d’une machinerie desidin fonctionnelle.

Cette étude a permis la premiere mise en évidénoe éhteraction entre une Ser/Thr kinase et

une PBP. Le fait que PBP2x ne soit pas phosphopdéestkP mais que sa localisation requiert une
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interaction avec la kinase montre par ailleurslquéle de StkP n’est pas limité a sa fonction idase,

mais qu’elle posséde également un role structared dassemblage des machineries morphogénétiques.
Certains des outils fluorescents développés ausadeirces travaux ont été utilisés par I'équipe de C
Grangeasse dans une étude visant a décrire d’dntezactions moléculaires établies au sein des
machineries morphogénétiques (Fleurie et al., 2014b
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Figure 9. Le rble de StkP dans la division d&. pneumoniagmplique une interaction avec PBP2x. AStkP
interagit avec PBP2ix vivodans les membranes du pneumocoque. Des extraitbnaeaires solubilisés a I'aid
de détergents ont été utilisés pour réaliser deéreences d'immunoprécipitation en absence de sérantrdle),
avec un sérum anti-PBP2x ou anti-StkP. Les seligégipour la détection par Western blot sont inédgsur la
droite de chaque pannedl. La protéine de fusion GFP-PBP2x montre une logtdia septale dans la soucke
sauvage\(VT) de S. pneumoniaet dans une souche exprimant une StkP délétéenddamnaine kinase1DK),
mais présente une localisation membranaire difflases une souche exprimant un variant de StkP déécses
domaines PASTA extracellulairedRASTA. Les barres d’échelles représententrd. (D’aprés Morlot et al.,
2013).

11%

e. Hydrolyse ménagée du PG: rble des hydrolases ldeparoi

Durant les 50 dernieres années, les PBPs onttétgsimement étudiées du fait qu’elles soient
la cible primaire deg-lactamines. En revanche, le réle des hydrolasda garoi (CWHSs pour "Cell
Wall Hydrolases") dans la morphogenese et la dimibiactérienne est relativement mal connu bien que
nécessaire au bon déroulement de ces processsspGle cette raison que j'ai étudié ces protéiaes

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

Contexte temporel et financier: travaux de théB8 (IGrenoble). Bourse de these du CEA (2000-2003).

Lorsque jai débuté ma these, la seule hydrolasenw® pour étre impliquée dans la
morphogenese du pneumocoque était la D,D-carboxiiase DacA (PBP3). L'inactivation de cette
enzyme chek. coli était connue pour causer une modification de mapmsition du PG, ainsi que des
aberrations morphologiques (Nelson and Young, 20Qbe relation de cause a effet existait
certainement entre ces deux caractéristiques ssn$an comprenne par quel biais les D,D-CPases
assuraient le déroulement correct de la divisiatéseenne. Pour mieux comprendre ce mécanisme au
niveau cellulaire, j'ai dans un premier temps étudilocalisation cellulaire de DacA a basse résmiu
en appliquant la méthode d’immunofluorescence muispoint avec les PBPs de haut poids moléculaire
(Morlot et al., 2003). Cette étude a montré qu'eage pré-divisionnelle, PBP3 présente une locedisat
bi-hémisphérique : elle se localise de maniereiséfsur toute la cellule excepté au site de divigtig.
10A). Puis treés rapidement, elle migre vers la zdém@éo-synthése du PG. Tous les tests d'interactio
entre DacA et les PBPs de haut poids moléculaiteeninfructueux mais en revanche, j’ai montré
gu’en absence de DacA, I'anneau Z et les PBPsagsemblent plus sur le méme plan au début du cycle
cellulaire (Fig. 10B). Nous avons proposé un modkles lequel au début du cycle cellulaire, PBP3
cliverait les substrats pentapeptidiques des PBPkesmisemble de la surface de la bactérie excapté
site de division, suggérant que les PBPs soiemtégsi par la présence de leur substrat (Morlot et al
2004). Au cours de la constriction, PBP3 régulegaisuite le degré de polymérisation du PG néo-
synthétisé. Lorsque PBP3 est inactivée, la présdacpentapeptides sur l'intégralité de la surface
cellulaire autoriserait le positionnement des $tmas annulaires formées par les PBPs sur n’importe

guel plan de la cellule.

Stimulée par I'importance de cette enzyme pouivsidn du pneumocoque, j'en ai entrepris sa

caractérisation biochimique et structurale. J'asaiésolu la structure tridimensionnelle de PBR3a

A de résolution par la méthode MAD ("Multi-waveléhgdnomalous Diffraction") aprés cristallisation
d’'un dérivé sélénié de la protéine. PBP3 est codgpdain domaine N-terminal portant I'activité D,D-
CPase et d'un domaine C-terminal de fonction encarennue et composé exclusivement de feuillets
B (Morlot et al., 2005). Nous avons également mogtre PBP3 posséde une forte activité D,D-CPase,
probablement liée a son réle de régulateur dditautation du PG. J'ai proposé un modéle de disjosi
spatiale dans lequel PBP3 s’orienterait perpendi@rnent & la membrane cytoplasmique (Fig. 10C).
Dans cette disposition, le domaine C-terminal jaitde role d’'un piédestal permettant de rapprocher

suffisamment le site actif des couches de PG qoeia protéine y exerce son activité hydrolytique.
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Figure 10. Etude structurale et fonctionnelle de DeA (PBP3). A.Localisation de FtsZ (en rouge) et de DaLA
(en vert) dans une méme cellule Slepneumoniade type sauvage, visualisées par immunofluoresclems de
trois stades représentatifs du cycle cellulaires lignes en pointillés représentent le contouraledllule.B.

Localisation de FtsZ (en rouge) et de PBP2x (et) dains une méme cellule 8e pneumoniadélétée de DacA
visualisées par immunofluorescence en début de @glulaire (stade i). Une image de superposities deux
couleurs est également montrée. Les barres d'échiepprésentent Lim. C. Représentation du potenti
électrostatique de surface de DacA et modéle gmsiison spatiale a la surface de la cellule ($wdr rapport 3
la membrane cytoplasmique (Mb.). Cyto, cytoplashikélice C-terminale amphiphile, absente dans lanf®
cristallisée de DacA, est représentée par une kignebe grise. (D’aprés Morlot et al., 2004; Mordial., 2005).

11%

ii. Etude fonctionnelle de Pmp23

Contexte temporel et financier: travaux préseng(IBrenoble). Encadrement de la these de M. Jacq
(2012-2016) et du stage de M2 de C. Arthaud (2015).

L'implication de Pmp23 dans la morphogenese eiiaidn du pneumocoque a été identifiée en
2008 lorsque notre laboratoire a mis en évidensedééauts de forme et de division en son absence
(Pagliero et al., 2008). Aprés mon recrutement BIRE, j'ai souhaité approfondir cette étude pour
comprendre le role de cette CWH dans la morphogeetek division d&. pneumoniaeCes travaux
ont été réalisés sous ma supervision par mon étueliathése, M. Jacq, et par C. Arthaud au cours de
son stage de M2. Une analyse bio-informatique atr@aque les plus proches homologues structuraux
de Pmp23 sont les domaines lysozyme bactérienprigsines CwlT deStaphylococcus aureust
Clostridium difficile(codes PDB 4FDY et 4HPE) (Xu et al., 2014), suggéque Pmp23 posseéde une
activité N-acetylmuramidase qui clive les liais@mdre le MuNAc et le GINAc dans les chaines de
sucre du PG. Nous avons modeélisé in silico la siracde Pmp23 sur la base de la structure de ses
homologues CwiIT et identifié ainsi les résidus lgditgues principaux (E61 et D68) (Fig. 11A). Nous
avons purifié la forme complete membranaire de Phapprésence de détergents et montré que Pmp23
est capable de se lier au R@Gvitro. Nous n’avons toutefois pas détecté d'activitérblydique sur
diverses préparations de PG 8e pneumoniadavec ou sans acides téichoiqulsacétylés /O-
déacétylés olN-déaceétylés O-acétylés), probablement parce que les détergahtbeint I'activité
enzymatique de la protéine. En revanche, la mutatioivo des deux principaux résidus catalytiques

(E61Q et D68N) de Pmp23 a causé les mémes défadtsrme et de division que la délétion de la
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protéine, indiquant que Pmp23 est un lysozyme aatiWivo (Fig. 11B). Nos données indiquent
également que l'inactivation de Pmp23 cause uriabilgé de 'anneau Z dans le cytoplasme, associée
a une délocalisation partielle de MapZ (Fig. 11CDje protéine impliquée dans le positionnement de
FtsZ au site de division et dont la localisationd&pendante de son domaine de liaison au PG {&leur
et al., 2014a).

Ces données suggérent un premier modéle dans lempteité hydrolytique de Pmp23 aurait un
réle de maturation du PG qui serait important dadocalisation et la stabilité des structures fées
par MapZ au site de division. Toutefois, la capadi# MapZ a se lier au PG n’est pas affectée lersqu
ce dernier n’est pas modifié par Pmp23. Nos donséesdonc plus compatibles avec un modéle dans
lequel Pmp23 aurait une fonction de "controle géaNisant & corriger des erreurs introduites par |
PBPs lors de la synthése du PG. Ce modele estdéapao le fait que Pmp23 interagisse directement
avec la synthase du PG PBP2x (Fig. 11E-F) et gg&lprésente un plus fort taux de réticulationjoes
Pmp23 est délétée. Dans ce modele, la présendeattees de sucre improprement incorporées au PG
préexistant (réticulation excessive, orientatiozoinecte, ...) entrainerait la délocalisation pdeiele
MapZ a moins gu’elles ne soient dégradées par Pn@p28econd modele est consistent avec le fait que
MapZ se délocalise lorsque la synthése du PG esirpée (Fleurie et al., 2014a). En absence du
contrble qualité effectué par Pmp23, la délocatisatle MapZ causerait une délocalisation subtile de
FtsZ et des PBPs, causant dans un premier de ld¢fansts de forme. Ces légers défauts de localisati
et de formes seraient ensuite rapidement amppféda synthése de PG active, menant a une steuctur
anormale du complexe de division et des défautphwbogiques séveres. La raison pour laquelle MapZ

se délocalise en absence de Pmp23 reste toutefhisider.

De nombreuses études supportent I'idée que legipest précoces de division telles que FtsZ
guident la localisation et 'assemblage de la maafie de synthése du PG, qui incluent les synttetses
les hydrolases du PG. Ces travaux révelent uneefieuateraction fonctionnelle entre le métabolisme
du PG et la division cellulaire et suggerent qunlgjue la plupart des CWHSs ne soient pas essestiell
a la survie des bactéries, elles pourraient comstid’'importants dispositifs de sécurité qui peteart
le bon déroulement de la division cellulaire. Césuttats sont présentés dans un manuscrit signé en
premier auteur par mon étudiant en thése (M. Jaegileuxiéme auteur par mon étudiant en M2 (C.
Arthaud, actuellement en thése sous ma supervista) dernier et corresponding auteur pour ma part

Ce manuscrit est en cours de révision dans le @unBio (Jacq et al.).
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Figure 11. Etude de I'hydrolase de la paroi Pmp23A. Représentation en ruban et surface transparent
modele in silico de Pmp23 basé sur la structur@wld deC. difficile (code PDB 4HPE). Les résidus catalytiqy
E61 et D68 sont représentés en baton et colorésugie. Le motif DVMQSSES caractéristique des lysoey
bactériens est coloré en orandge. Images en microscopie électronique de coupes filgesellules deS.
pneumoniaale type sauvage\(T), délétée de Pmp23ymp23 ou exprimant un variant de Pmp23 portant]
mutation E61Q gmp23(E61Q) ou D68N pmp23(D68N). Les barres d’échelle représentent 200 QrD.

Localisation de la protéine de fusion FtsZ-GER ¢u GFP-MapZ D) dans une souche de pneumocoque de

sauvage \(VT), délétée de Pmp23i§mp23 ou exprimant le variant Pmp23(E61Q). Une imagswjgerposition
du signal de la GFP avec I'image en contraste dselkst montrée. Les barres d’échelles représengent C.

Les fleches vertes indiquent des cellules de mdogii® normale montrant une localisation sauvagetdg. Les
fleches oranges indiquent des cellules de formerafie montrant une localisation anormale de FsZ.es

fleches vertes indiquent des cellules de morphelogirmale montrant une localisation sauvage de MapZ
fleches oranges indiquent des cellules de formerafte montrant une localisation anormale de MapZ,
Expériences d’immunoprécipitation montrant queolarfe membranaire de Pmp23 étiquetée par un pepitide
(Flag-Pmp23) interagit avec PBP2x dans les membrda8. pneumoniad.es expériences ont été réalisées
présence d'un anticorpsFlag sur des membranes solubilisées par un déte@eartir d’'une souche sauvage

e du

a

ype

en

(_

) deS. pneumoniaeu d’une souche exprimant la fusion Flag-Pmp23iésence de PBP2x dans les membranes

solubilisées (Load) et dans les fractions immuncipit&es (IP) a été analysée par Western Blotidd'de sérum
a-PBP2x.F. Mesure de la constante de dissociation du comptereé entre PBP2x et la forme membranaire
Pmp23 conjuguée a un fluorophore. Les valeurs derfr(fluorescence normalisée = fluorescence engtable
de thermophoreése / fluorescence initiale) sontntéps en fonction de la concentration en PBP2x (nM)

de
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B. Division chezE. coli
1. Introduction

Mon intérét pour les hydrolases de la paroi et xpérience post-doctorale a Boston a fait naitre
a mon retour en France une collaboration avec idgde Thomas Bernhardt de la Harvard Medical
School de Boston. Ce projet a pour but de compeeledmécanisme d’activation des hydrolases de la
paroiAmiA, B et C par ledacteurs LytM (EnvC et NIpD) au cours de la division ch&z coli. AmiA-
C sont dedN-acetylmuramyl L-alanine amidases qui clivent éason amide entre les chaines de sucre
et de peptide du PG. Les facteurs LytM possedeuionmine homologue a I'endopeptidase LytM qui
clive les ponts Gly-Gly reliant les chaines pepfigis du PG d8. aureusLes domaines LytM de EnvC
et NIpD n'ont pas d’activité enzymatique mais spé@tessaires a I'activation de I'activité amidase de
AmiA, AmiB et AmiC (Uehara et al., 2009, 2010). Eabsence des protéines AmiA, B et C, ou en
I'absence des protéines EnvC et NIpD, les celldl&s coli se divisent mais ne se séparent pas (Fig.
12A-B) (Heidrich et al., 2001; Uehara et al., 202010). Localisée au site de division, I'interantio
entre les protéines AmiA-C et les facteurs LytMrestessaire au clivage du PG septal et a la séparat
des cellules filles. En effet, en absence des diasteytM, 'activité de AmiA-C est inhibée par une
hélice auto-inhibitrice qui occlue leur site adtfprévient I'hydrolyse non contrélée de la paitoliae
lyse cellulaire (Yang et al., 2012). L'objectif dette collaboration est donc de déterminer lesshase

moléculaires de I'activation des amidases pardegefirs LytM.

2. Travaux réalisés

Contexte temporel et financier: travaux présemS (IGrenoble). Encadrement de R. Yunck pendant 6
mMois au cours de sa these (réalisée dans le laberde T. Bernhardt
a la Harvard ed. School, Boston). Financement @hoatéand (2015,
coordinatrice), financement interne 1BS (2016, dawtrice).

Collaboration: internationale, équipe de T. Berdh@rlarvard Medical School, Boston, Etats-Unis).

Aprés production et purification de diverses camgions recombinantes de la protéine EnvC,
jai obtenu des cristaux du domaine LytM de Env@atrésolu sa structure cristallographique a 1.56
A de résolution (Fig. 12C ; code PDB: 4BH5) par ptawement moléculaire. Cette structure a révélé
un repliement similaire a celui de I'endopeptidagéM de S. aureusmais le site actif d’'EnvC est
dégénéré et dépourvu de I'ion métallique catalgigrésent chez LytM. Une étude de mutagenése nous
a permis d'identifier les résidus nécessairesdiiVation des amidases. Leur localisation dansitetua
du site actif dégénéré montre que la poche cagalgti’EnvC a évolué a partir du site actif des feéta
endopeptidases pour contrdler I'hydrolyse de laipzgllulaire par une autre famille enzymatiqus, |
amidases. Des expériences de modélisation in siliggérent par ailleurs que I'hélice auto-inhibéri
d’AmiB se lierait préférentiellement dans la cavégzymatique dégénérée d’EnvC, suggérant un

modele dans lequel I'inhibition des amidases séeaite par une interaction entre leur hélice auto-
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inhibitrice et la région du site actif dégénéré trteurs LytM (Fig. 12B). Il s’agit de la premiéere
caractérisation structurale d’un facteur LytM ingpié dans la régulation de I'hydrolyse de la paroi
bactérienne et ces résultats ont fait 'objet d’'pnélication en co-premier et co-corresponding @ute
(Peters et al., 2013).

Ce travail a fourni la premiere structure d'un &aot LytM. En permettant de comprendre
comment une protéine descendante d’une familleddpeptidases a évolué pour controler I'activité
d’'une autre famille de protéine, celle des amidaeda paroi, il constitue une étape clé dans la
compréhension du mécanisme moléculaire d’'un systémpertant de la régulation de la division
bactérienne. Nous avons récemment obtenu deswsista complexe AmiB-EnvC et collecté des
données de diffraction des rayons X 4 2.9 A. Lalu#®n de la structure de ce complexe est en cours

A wT AamiAAamiB AamiC B wT 7 AenvC AnlpD

Figure 12. Activation des amidases AmiA-C par lesatteurs LytM. A. Visualisation des membranes, marqué¢es
par du FM4-64, d'une souchek’coli sauvageWT) ou délétée des trois amidases AmiA, B ert@ngiA4amiB
AamiQ). (D’aprés Heidrich et al., 2001B. Images de microscopie a contraste interférentiel@l’souche ¢. coli
sauvage\(VT) ou délétée des deux facteurs LytM NIpD et EndEnyCAnlpD). C. Représentation en ruban et
surface transparente de la structure du domaird tdetEnvC. Les résidus nécessaires a I'activatemaiidases
sont représentés batons et colorés en jaunespsitiops correspondantes aux résidus essentiédstivité des
endopeptidases de la famille LytM sont coloréesielet. D. Modélisation du positionnement de I'hélice aufo-
inhibitrice de AmiB dans le site actif dégénérékte/C. Les 10 meilleurs modeéles prédits par le @nogne
FTDock (Gabb et al., 1997) et évalués par pyDodie(@ et al., 2007) sont représentés en rubandféecdies
couleurs. (D’'aprés Peters et al., 2013).
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C. Morphogenése de la spore cheég. subtilis
1. Introduction

La sporulation bactérienne, provoquée par une caremtritionnelle, constitue un modele
simple de différentiation morphologique qui méra formation d’'une spore résistante a des condition
environnementales extrémes (température, déshtidratarradiation, agressions chimiques ou

enzymatiques) (Errington, 2003; Higgins and Dwor@12; Tan and Ramamurthi, 2014).

Le premier évenement du cycle de sporulation efstrfaation d’'un septum positionné de fagon
asymétrique et qui divise la cellule en un granthgartiment appelé laellule mére et un petit
compartiment appelé faéspore(Fig. 13A). Deux chromosomes identiques sontibisés dans chacun
des compartiment§uite a la division asymeétrique, tellule mere et la préspore sont séparées par une
double membrane qui délimite un espace ditintermembranaire”, contenant initialement du PG.
Peu de temps aprés la division polaire, des hyskeslde la paroi synthétisées dans la cellule noare v
dégrader le PG septal et faciliter la migratioadmembrane de la cellule mére autour de la préspor
Ce processus est appelé I'endocytose. Aprés acleévata I'endocytose, un phénomene de fission de
membrane libére la préspore dans le cytoplasma dellule mére. A ce stade, la cellule mére achéve
la maturation de la préspore en I'enveloppant dififérentes couches qui vont la protéger au coars d
sa dormance. Lorsque la spore est completementenédicellule mere lyse et la spore est libérdesda
I'environnement, ou elle reste dormante jusquiueda présence de nutriments dans le milieu extéri

déclenche sa germination et le retour a la crotesaégétative.

Les différentes étapes du développement de la@mr@spnt gouvernées par une centaine de genes
exprimés de fagcon séquentielle et compartimentalgsans la cellule mére ou la préspore (Tan and
Ramamurthi, 2014). L'enchainement des différentgrammes d’expression géniques est orchestre par
l'activation séquentielle de quatfacteurs de transcription sigma (Sig oug), spécifiques a la
sporulation (Fig. 13A). Ces voies d'activation reeot sur la transduction de signaux entre la eellul
mere et la préspore, et la coordination des diffSrprogrammes d’expression géniques est assurée pa
le fait que la voie d’'activation de chaque factsigma est sous le contrdle du facteur sigma prétéde
(Hilbert and Piggot, 2004). Dans les stades préxdeda sporulation, la transcription sous contdée
oF dans la préspore estcessaire pour activer le facteur de transcriptt® dans la cellulenere. Au
cours des stades tardifs, le facteur de transonptc dans la préspore est nécessaire pour activer

I'expression des genes de la cellule mére sousdt®iecK.
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Figure 13. A. Le cycle de sporulation cheB. subtilis. Les différentes étapes du développement de lp@rés
sont visualisées par microscopie en fluorescenseteimatisées de fagon a montrer I'activation séile et
compartimentalisée des facteurs sigmip B. La coordination des activités d’hydrolyse du PGau sein du
complexe d’endocytose permet la migration de la melmnane de la cellule mére autour de la préspord.es
panneaux de gauche montrent les activités séqllestiet complémentaires de SpollP (P) et SpollD: ()
SpollP clive les liaisons amides entre les suctda ehaine peptidique, et entre deux peptidesulés ; (2)
SpolID clive la chaine de sucre dénudée en uniiéacdharidiques (3). Sur les panneaux centraux
représentées les liaisons amides clivées par SpdliPles panneaux de droité est représenté lelenddécycle
catalytique réalisé par le complexe SpollP-Spol{i8V (M): (1) SpollP et SpollD en complexe avecoBM
se lient au PG ; (2) SpollD stimule I'activité dpdBP qui dénude la chaine de sucre de ses chpamiliques ;
(3) SpollP se réassocie a une chaine de PG vqigf)eSpollD dégrade la chaine de sucre dénudéeniés
disaccharidiques et se réassocie a SpolIRO(3Représentation d’une cellule Be subtilisau cours du processl
d’endocytose. Dans ce schéma, le complexe SpoltPH3SpollM entraine la migration de la membranelald
cellule mére (en violet) vers le pole extérieutapréspore (en bleu). (D’aprés Morlot et al., 2010

sont
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2. Travaux réalisés
a. Etude fonctionnelle d’'un complexe d’hydrolasesnpliqué dans la morphogenese de la spore

Contexte temporel et financier: travaux post-dauter(Harvard Med. School, Boston).

Au cours de mon second stage post-doctoral, jeuiseirgéressée a un complexe composé de
trois protéines membranaires essentielles au @osed’endocytose SpollM, SpollP et SpollD
(Chastanet and Losick, 2007). Ces protéines squtges pour la dégradation du PG septal préseamt ent
les membranes de la cellule mére et de la préspa®.mutants de SpollD et SpollP induisent des
défauts de migration de la membrane de la celléleerautour de la préspore, suggérant que ce coeplex
a non seulement un réle dans I'hydrolyse du PG mgédement une fonction dans la migration des
membranes (Mello et al., 2002). Avant le début @@rmjet, une activité d’hydrolyse de la paroi avai
été mise en évidence pour SpollP et SpollD, maigdire de ces activités restait indéterminée
(Chastanet and Losick, 2007; Mello et al., 200ppI# présente une faible identité de séquence avec
la famille des amidases de type LytC (Pfam_amideg@3oupent les liaisons amides entre les chaines
de sucres et les peptides du PG. SpollD quanegpelftage des similarités de séquence avec kipeot
LytB de B. subtilisqui stimule I'activité de LytC (Herbold and Glasd975), ce qui suggérait que

SpolID puisse elle-aussi stimuler I'activité de 8Bo

SpolIM, SpollP et SpollD sont synthétisées dansellule mere aprés la fermeture du septum
asymétrigue et se localisent en son centre ounésiei la dégradation du PG (Aung et al., 2007;
Chastanet and Losick, 2007; Mello et al., 2002)s Ipgotéines se localisent ensuite sur le front
membranaire qui endocytose la préspore. Il avdt €& proposeé que la dégradation du PG réaligée pa
ce complexe permette la migration de la membrania dellule mere autour de la préspore mais ce
mécanisme restait encore non élucidé (Mello et28102). Ce projet a donc consisté a déterminer
I'activité hydrolytique des protéines SpollP et 8Ppp a mettre en évidence et caractériser leurs
interactions enzymatiques. De par sa faible idedét séquence avec les amidases de type LytC PSpoll
représente un nouveau sous-groupe dans cette dapmittéique. En réalisant des tests d'activité
d’hydrolyse du PG en solution couplés a I'analyss groduits de digestion par chromatographie
d'affinité et spectrométrie de masse, j'ai montué &pollP est effectivement une amidase qui cése |
liaisons entre les sucres et les peptides (Fig) {8Brlot et al., 2010). De fagon plus surprenayjiée,
également montré qu’elle est capable de clivelidesons amides qui réticulent les chaines de gepti
voisines (Fig. 13B), une activité que I'on pengdie spécifique aux D,D-endopeptidases. Ces deux
activités requiérent la méme histidine catalyticuugggérant gu’elles sont réalisées au sein du rsgéene
actif, et elles sont toutes deux stimulée par é&s@nce physique de SpollD.

Des tests d'activité similaires m'ont permis de tnenque SpollD est une transglycosylase
lytique qui dégrade les chaines de sucre en udis@scharidiques (Fig. 13B) (Morlot et al., 201Dai

également découvert que SpollD ne peut cliver @sectiaines glycanes "nues", dépourvues de chaines
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peptidiques. Puisque SpollD ne présente aucunditiélale séquence avec les hydrolases du PG
connues, elle définit donc une nouvelle famillem@@sglycosylases lytiques. Une conséquence du fait
gue SpollD ne soit active que sur des chainescte swes est gu'aucun muropeptide (des disacclsaride
liés & des chaines peptidiques) n'est généré ats ahu processus d’endocytose (Fig. 13B). Cela
constitue un fait important puisque les muropepgtideuvent initier le processus de germination des
spores (Shah et al., 2008). Les activités séqllgide SpollP et SpollD permettraient donc d&vit

une germination prématurée et inappropriée.

Nos résultats suggérent que les activités coordznme SpollP et SpollD constituent un cycle
catalytique générant la force motrice nécessaimgacessus d’endocytose. Ce modeéle impliquerait les
étapes suivantes: (1) SpollP et SpollD (en compbaser SpollM) se lieraient au PG ; (2) SpollD
stimulerait le clivage des peptides par SpollP);gBolIP se détacherait du PG et se réassocierait a
prochain ligand alors que SpollD resterait liéa adaine de sucre dénudée ; (4) la libération ddSp
exposerait la chaine de sucre dénudée qui seoast elivée par SpollD ; (5) SpollD a son tour Serai
libérée et se réassocierait a SpollP (Fig. 13B)siAidurant toute la durée de ce processus capadyti

au moins un des membres du complexe d’endocytosd §€ au PG, permettant une dégradation
processive de ce dernier. La répétition de ce qyateees complexes membranaires distribués de facon
circonférentielle (Fig. 13C) permettrait de fairegrer progressivement la membrane de la celluleemer

autour de la préspore (Morlot et al., 2010).

b. Etude fonctionnelle du complexe SpolllA-SpollQ impliqué dans la morphogenése de la

spore

Contexte temporel et financier: travaux post-dauter(Harvard Med. School, Boston).

Les voies d’activation des différents facteurs sigmt été extrémement bien décrites, sauf une,
celle desG, qui contrble dans la préspore I'expression deegémpliqués dans la résistance aux ultra-
violets, le stockage d’'acides aminés et l'activatite cK. Les raisons pour lesquelles le mécanisme
d’activation desG n’est toujours pas résolu sont a attribuer alebte régulation a laquelle est soumis
ce facteur de transcriptioaG est d’abord régulé de fagon transcriptionnelleysemécanisme encore
inconnu. Une foisG synthétisé, son activité requiert la présendeuiteprotéineSpolllA (SpolllAA,
SpolllAB , SpolllAC , SpolllAD , SpolllAE , SpolllAF , SpolllIAG etSpolllAH ) codées par I'opéron
spolllA et exprimées dans la cellule mere, et de la pretéiembranair&pollQ exprimée dans la
préspore (Kellner et al., 1996; Londofio-Vallejoakt 1997). L'activité desG requiert par ailleurs le
bon déroulement du processus d’endocytose (FrandednStragier, 1995). Lorsque toutes ces
conditions sont réuniesG reconnait son propre promoteur et son niveauratesdription dans la
préspore augmente rapidement (Hilbert and Pig@@4 R Le modele couramment proposé était que les
protéines SpolllA sont impliguées dans la surved& du processus d’endocytose et dans la

transduction d’'un signal, envoyé par la celluleargfa préspore pour active® une fois I'endocytose
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achevée (Rudner and Losick, 2001). Au cours de stage post-doctoral, mon projet a consisté a

investiguer ce modéle et mes résultats suggeremadi@le relativement différent.

L’'une des étapes clés du cycle de développemerid dpore repose sur lI'assemblage d’'un
complexe membranaire hétéro-multimérique, demplexe SpolllA-SpollQ, qui traverse les
membranes de la cellule mere et de la préspost péeessaire a I'activation du facteur de trapton
oG dans la préspore. Le complexe SpolllA-SpollQ cang au moins 9 protéines différentes
(SpolllAA-AH et SpollQ). La fonction de ce complexeste énigmatique mais la ressemblance des
protéines qui le composent avec certains compogiggsflagelles et desystemes de sécrétion
spécialisés de type I, 1ll ou IV(T2SS, T3SS et T4S$suggere un role de sécrétion ou de transport

passif d’'un composant de nature inconnue de laleethére vers la préspore.

Lorsque j'ai débuté ce projet, en étroite collabioraavec Thierry Doan, un autre post-doctorant
du laboratoire, il avait été montré que les pragiSpolllAH et SpollQ sont localisées dans les
membranes qui entourent la préspore, gu'ellesdagissent a travers cette double membrane et que
plusieurs des protéines SpolllA présentent dedaniitdis avec certains composants des flagellesst d
T2SS, T3SS ou T4SS (Doan et al., 2005; Camp andtk,08008; Meisner et al., 2008). En effet,
SpolllAA ressemble a des ATPases trouvées darsies, alors que SpolllAB et SpolllAE possedent
des domaines présentant de faibles identités deeség avec GspF qui attache I'ATPase au complexe
membranaire dans les T2SS. Enfin, SpolllAF, SpaBIét SpolllAH montrent de faibles identités de
séquence avec la famille des protéines EscJ/Prgfoquent des anneaux dans les T3SS. Nous avons
donc cherché a déterminer si les protéines SpeiiBpollQ pouvait former un complexe de sécrétion.
Nous avons d’abord montré par mutagenese dirigééegunotifs ATPase de SpolllAA sont nécessaires
a l'activité decG et au développement d’'une spore fonctionnelles @émes motifs ATPase sont
trouvés dans des composants des T4SS. Nous avossiteenréalisé des expériences
d’'immunoprecipitation qui ont mis en évidence I's&®ince d’un complexe membranaire composé d’au
moins six des protéines SpolllA (SpolllAB, SpolllABSpolllAE, SpolllAF, SpolllAG, SpolllAH)
dans la cellule meére et de la protéine SpollQ dansréspore. Nous avons également montré par
microscopie en fluorescence conventionnelle quearaplexe est localisé dans les membranes qui

entourent la préspore (Fig. 14A) (Doan et al., 2009

En observant par microscopie en fluorescence etréléque des souches mutantes pour les génes
spolllAetspollQ nous avons par ailleurs observé un phénotypeezaugui suggére que les protéines
SpollQ, SpolllA et les motifs ATPase de SpolllAAnsmécessaires au maintien de lintégrité de la
préspore. En effet, en I'absence de ces protéilmeqmréspore présente de larges invaginations
membranaires et semble "effondrée" sur elle-mé&fite {4B) (Doan et al., 2009). Ce phénotype n’est
pas dd a I'absence d’activité @& et il disparait lorsque de trés faibles niveaaxpdotéines SpolllA
sont exprimés dans la cellule mere. Ces faiblesanix de protéine restaurent par ailleurs une effica

de sporulation équivalente a la souche sauvage.
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Figure 14. Etude fonctionnelle du complexe SpolllASpollQ. A. La protéine de fusion CFP-SpollIAG (CFR
G) montre une localisation sous forme de pointewute la préspore. Les cellulesBlesubtilisont été observées
2h apres l'entrée en sporulation et les membranest@® marquées par le fluorophore TMA-DPH. La éarr
d’échelle représentei@n. B. Morphologies de préspores observées en microsétgnéonique 3h apres I'entrée
en sporulation de cellules de type sauvadfd)( délétées de I'opérospolllA (dspolllA), des genespollQ
(4spollQ) ou sigG (4sigG), ou exprimant la protéine SpolllAA mutée au nivelu motif ATPaseAP??*). Les
panneaux de droite montrent un agrandissementgesations membranaires et les fleches indiquamrdsence
de renflements ou d'interruptions de membrar@sModéle du complexe SpolllA-SpollQ formant un "tuje

nourricier" qui secréte un métabolite ou un osnwlyécessaire au maintien de l'intégrité de la méset a
I'activité decG. Le schéma de gauche est une représentatiomtplee de sécrétion SpolllA-SpollQ ancré dans
les deux membranes qui entourent la préspore. eaz gdanneaux de droite représentent le modéle uhe 't
nourricier", avec perte de l'intégrité de la préspet de l'activité desG en absence des protéines SpolllA jou
SpollQ. (D’aprés Doan et al., 2009).




Ces observations suggerent donc que le complexd/A&pollQ aurait un réle enzymatique
direct dans le maintien de l'intégrité de la préspet que cette derniere serait nécessaire esanfé a
I'activité desG. Nous avons validé cette hypothése en montrdatquurs des premiéres étapes de la
sporulation, lorsque la physiologie de la préspestintegre, I'activité deG est indépendante de
SpolllA et de SpollQ. Nous avons également montil@ctivité desG est indépendante du processus
d’endocytose et conclu qu’elle dépendrait donc weigent de I'état physiologique de la spore,

maintenu par les protéines SpolllA et SpollQ aursales derniéres étapes de la sporulation.

En paralléle a ce travail, d’autres groupes ontiules expériences qui suggérent que SpollQ
forme un pore dans la membrane interne de la prégiaue le complexe minimal SpolllAH-SpollQ
serait impliqué dans le transport d’'une moléculeoes inconnue, nécessaire a I'activitéod® (Camp
and Losick, 2008, 2009; Meisner et al., 2008). @mmeées, combinées a nos résultats, supportent donc
un modele dans lequel le complexe SpolllA-Spollferait un systeme de sécrétion ou un canal ancré
dans les deux membranes qui entourent la présgiogel transporterait un nutriment ou un osmolyte
nécessaire au maintien du potentiel physiologigug l&activité decG (Fig. 14C). Nos résultats ont
remis en cause le modele original d’activationo® en montrant que la régulation d& repose
uniquement sur un retard de transcription du gég® et sur la maintenance du potentiel métabolique
de la préspore par le complexe SpolllA-SpollQ. @mglexe qui jouerait le réle d’'un cordon ombilical,
permettant & la cellule mére de nourrir la présporeours des derniéres étapes de son développement
en transportant un osmolyte ou une petite protédoessaire au maintien du potentiel physiologigue d
la préspore. Il constituerait le seul systéeme «itifut entre cellules bactériennes connu a ce.jQ&
travail a fait I'objet d’'un article sur lequel jeapjage une position de co-premier auteur avec mon

collegue Thierry Doan (Doan et al., 2009).

c. Etude structurale du complexe SpolllA-SpollQ imdiqué dans la morphogenése de la spore

Contexte temporel et financier: travaux présemtsadrement de X. Henry (post-doc).

Collaboration: internationale, équipe de D. Rudiarvard Medical School, Boston, Etats-Unis).

Suite a ce travail post-doctoral et & mon recretgrau CNRS, je me suis engagée en 2012 dans
une collaboration avec le groupe de D. Rudner péaliser I'étude structurale du complexe SpolllA-
SpollQ. Ce projet a pour but de déterminer les miéozes moléculaire de 'assemblage de ce complexe
et identifier les similitudes structurales avec sstémes de sécrétion spécialisés afin de mieux
comprendre sa fonction. En 2012, deux groupes &mtigmts ont résolu la structure cristallographique
du complexe dimérique SpolllAH-SpollQ, proposant modele dans lequel ces deux protéines
formeraient des anneaux similaires a ceux trousa@s tes T3SS (Levdikov et al., 2012; Meisner et al.

2012). Ce modéele reste toutefois a tester expétatement.

J'ai produit sous forme recombinante cliezoli et purifié les domaines solubles des protéines
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SpolllAA, AB, AF et AG.SpolllAG a donné des résultats trés stimulants. SpolllAGasposée d'un
segment transmembranaire N-terminal, d'une régauabe faiblement conservée et peu structurée
(domaine D1) et d’'une région structurée de plutefoonservation (domaine D2) présentant une faible
identité de séquence (~20%) avec la famille deépresEscJ/PrgK qui forment des anneaux dans
les T3SS (Fig. 15A). Nous avons montré en combinant deshrigeies de biophysique
(ultracentrifugation analytique) et de microscogiectronique gu’une construction recombinante
contenant les domaines D1 et D2 forme de largesanxcontenant au moins 24 protomeres (Fig. 15B).
Jai cristallisé ces anneaux (Fig. 15C) mais maldg8 efforts intenses (cristallisation de protéines
orthologues, obtention de différentes formes dhises, tests de diverses techniques de colleates d
données), leur diffraction des rayons X s’est targdimitée a 8 A. Nous avons donc résolu la stmect
des anneaux formés par les domaines D1+D2 & 38 &ryp@amicroscopie électronique, ce qui a révélé
une architecture en forme de "tasse-et-soucoups des diamétres interne et externe de 6 et 21 nm
(Fig. 15D) (Rodrigues et al., 2016a).

Le degré d'oligomérisation de SpolllAG et les dimiens de la région en forme de "soucoupe"
sont similaires a ceux des anneaux de EscJ/PrgKlda3SS (Schraidt and Marlovits, 2011; Suzuki
et al., 2004; Yip et al., 2005). La région en fordee "tasse" rappelle quant a elle la région central
formée par I'anneau de FIliF dans les flagelles (&uet al., 2004). La modélisation in silico de
SpolllAG sur la base de la structure d’EscJ/Prgi€aéré un modele composé d’'une région similaire
aux domaines d’oligomérisatioRBM ou "Ring Building Motif ") présents chez EscJ/PrgK et d’'une
région comprenant deux longs brphé-ig. 15E). Le modéle du protomeére de SpolllAGéptacé dans
la carte de densité électronique et une syméttaioonelle de 24 a permis de générer un modéle de
'anneau formé par SpolllAG (Fig. 15F). Dans ce #ledla région en forme de "soucoupe" serait
formée par la région RBM de SpolllAG tandis quedgion en forme de "tasse" serait constituée d’'un
tonneaus formé par I'oligomérisation du long feuill@tprésent dans la région centrale de SpolllAG.
La mutation de résidus localisés au niveau deskfate d’oligomérisation a déstabilisé la formaties
anneaux de SpolllAGn vitro et altéré l'activation desG et I'efficacité de sporulatioin vivo.
L’ensemble de nos données montrent que les anrfeamnés par SpolllIAG sont importants pour
'assemblage et/ou la fonction du complexe SpolBpellQ (maintien de la physiologie de la spore,
activité decG et développement de la spore). SpolllAH, localidans la membrane externe de la
préspore, posséde elle-aussi un domaine RBM etagitedirectement avec SpollQ, ancrée dans la
membrane interne de la préspore. Par analogiel'amagilement d’anneaux observé chez les systemes
de sécrétion de type lll, nous avons proposé uréteathns lequel 'anneau de SpolllAG serait accolé
a un anneau putatif de SpolllAH, lui-méme accoléanneau putatif de SpollQ (Fig. 15G). Ces trois
anneaux, en interaction avec les autres protéipedll&, connecteraient les deux compartiments

cytoplasmiques et permettraient le transport dhankcule inconnue de la cellule mere vers la pnéspo
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Figure 15. La protéine SpolllIAG s’assemble en une structure anulaire permettant le passage d’'un
métabolite, osmolyte ou petite protéine nécessaia@l maintien de I'intégrité de la préspore et a I'ativité de
0G. A. Schéma représentant la topologie des protéineBISEo(AG), SpolllIAH (AH) et SpollQ (Q) ancrées
dans les deux membranes qui entourent la présporganisation en domaines de SpollIAG est montéele
schéma du bas. Dans le domaine D2, les régionpaéSG homologues a EscJ/PrgK sont colorées en cyas,
la région d'insertion est hachuré®. Anneaux formés par SpolllAG observés en microsapectronique
(coloration négative). Les barres d'échelle reprtesg 20 nmC. Cristaux formés par les anneaux de SpolllAG
D. Reconstruction 3D en cryo-microscopie électronidada structure des anneaux de SpolllAG, montiast
architecture en "tasse et soucoupe" (souc.). Leembions de I'anneau sont indiquéEsModele in silico de
SpolllIAG superposé aux domaines RBM de EscJ (c@® PrJ7, en gris foncé) et PrgK (code PDB 3J6D, en
gris clair). Les régions de SpolllAG homologuesst ¥PrgK sont colorées en cyan foncé, la régiamsdftion
en cyan clairF. Modeéle in silico de I'anneau de SpolllA placé dinsarte de densité de microscopie électroniqué.
Les dimensions du modéle, ainsi que les extrémitést C-terminales de I'un des protoméres de Spd@lkont
indiquées.G. Modéle d’assemblage du complexe SpolllA-SpollQsds deux membranes qui entourent la
préspore. SpolllAH (AH) et SpollQ (Q) sont montréesis la forme de deux anneaux contenant 18 protésmeé
de chaque protéine comme proposé par Meisner,&(l2. L'anneau formé par SpolllAG est coloré garc
Les autres protéines membranaires codées par dopspolllA (SpolllAB-AF) sont montrées de facon
schématique sous la forme d’'un complexe formanpare dans la membrane de la cellule mere. L'ATPage
SpolllAA (AA) est montrée comme un hexamere pail@gia avec les autres ATPases de sécrétion. Ungstre
également représenté dans la membrane de la peébjgor que I'identité de la protéine qui le forneste a
découvrir. (D’apreés Rodrigues et al., 2016a).
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| - Préambule

L’'un des plus grand défis aujourd’hui dans le domeaile la morphogenése et de la division
bactérienne est de comprendre comment les proté&@nesharge de ces processus (les protéines
morphogénétiques) s'assemblent dans la cellulefpomer des machineries fonctionnelles. En d’autres
termes, il faut déterminer comment ces grands dslsges protéiques sont structurés et échafaudés, et
déterminer leur comportement dynamique dans le dexhpans I'espace. Il est nécessaire pour cela de
combiner des étudésvitro visant a étudier les interactions moléculairesapsemachineries protéiques
abritent (caractérisation biochimique et strucejradt des études vivo visant a déterminer la
dynamique (comportement spatial et temporel) deraehineries dans la cellule. Les compétences que
jai acquises depuis mon doctorat en biologie makice, en biochimie, en biologie structurale et en
imagerie cellulaire me permettent aujourd’hui dpesuiser des projets faisant appel a des techniques
qgui génerent ces données structurales et cellsla@iest cette approche de biologie structurale et
cellulaire intégrée que je souhaite continuer Bsati pour poursuivre I'étude de processus liéa a |

morphogeneése et/ou la division bactérienne.

Depuis mon recrutement au CNRS, je me suis engdaée de nombreux projets. Un certain
nombre d’entre eux se sont acheveés ou s’achévsoostpeu (projet amidase-activateur, projet MurT-
GatD, projet Pmp23) aprés publication. Dans lerfujie souhaite me concentrer sur deux projets
principaux : la compréhension du mécanisme d’askegabet de I'architecture de la machinerie de
division chezS. pneumonigequi constitue une source riche de cibles antérgmines, et la
compréhension du mécanisme d’assemblage et dénitecture de la machinerie SpolllA-SpollQ
impliquée dans la morphogenése de la sporeBhaabtilis car je suis fascinée par ce grand assemblage

moléculaire dont on ne connait ni I'architecturdarfionction.

Il - Développement thématique du projet de recherch

A. Morphogenese et division che8. pneumoniae

Aujourd’hui, I'identité de la plupart des protéirdsla division et de la morphogenése bactérienne
est connue, l'activité enzymatique et la structmidimensionnelle de nombreuses d’entre elles sont
disponibles, et de nombreux couples de partengire®iques ont été identifiés par des approches
génétiques ou biochimiques. Toutefois, nous nequamvs toujours pas a comprendmmment ces
protéines s’assemblent dans la cellule pour formates machineries fonctionnelles en charge de la
division et de la morphogenése bactérienn€et aspect-la du vivant ne peut étre élucidéwpraine
approche structurale et cellulaire intégréec’est-a-dire une stratégie intégrant I'étuderdashineries
protéiques au niveau moléculaire et cellulaire.sCtette stratégie que j'appliquerai pour étudsr |

mécanismes d’assemblage de la machinerie de diviide synthése de la paroi cl&ezpneumoniae
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(Fig. 16) Un financement ANR (projet de recherche collabueadIVinHD, 357 714 €) a été alloué
pour la période 2016-2021. Je suis la coordinatteee projet, mené en collaboration avec I'équipe
Pixel (dirigé par D. Bourgeois) de I'IBS et le gpmude C. Grangeasse au MMSB (Molecular
Microbiology and Structural Biochemistry, UMR 5086).yon. Le projet DIVinHD est fondé sur notre
récente mise au point du PALM 1-couleur cBepneumoniaeCe développement a généré des données
fondamentales sur la structure physiologique forpa¥da protéine du cytosquelette FtsZ ('anneau 2)
qui échafaude l'assemblage du divisome (Fig. 8cdJet al., 2015). DIVinHD a pour objectif
d’exploiter cette avancée récente et propose upeoelpe pluridisciplinaire combinant génétique,
biochimie, imagerie super-résolue et biologie stmate pour comprendre comment des protéines clés
de la division et du remodelage du PG s’assemislent’anneau Z, et comment cet assemblage est
régulé par la phosphorylation médiée par la SerKiimase StkP. Il inclue le projet de thése de C.
Arthaud (Etude biochimique et cellulaire du coupieZ-EzrA), que je co-encadre depuis Octobre 2015
avec T. Vernet, ainsi qu'un post-doctorant qui sarancé pendant 3 ans par '’ANR. DIVIinHD est a
'image de mon projet de recherche a long termdasdivision et la morphogenése du pneumocoque,
qui est de comprendre les mécanismes d’assembdalgerdachinerie de division et de synthese de la

paroi.
Je souhaite en particulier répondre aux questiéusldppées dans les paragraphes suivants.

1. Quels sont les partenaires de FtsZ qui régulent lrghitecture granuleuse hétérogene

(formation d’amas protéiques) de I'anneau Z ?

Cette question sera abordée a travers I'étude &MPIAcouleur de la nanostructure de I'anneau
Z dans des souches mutantes (délétion ou déplgtamm)les partenaires de FtsZ (FtsA, ZapA, SepF,
EzrA, MapZ, StkP).

Parmi ces partenaires, FtsA, un homologue de tia@ucaryote, est une protéine cytoplasmique
qui polymérise sous la forme de longs filamentsitro (Szwedziak et al., 2012). Elle posséde une
hélice C-terminale amphiphile et elle ancre Ft$& @embrane plasmique en interagissant directement
avec son extrémité C-terminale (Ortiz et al., 2(88yedziak et al., 2012, 2014), sa déplétion vadon
trés certainement entrainer une modification deltidecture de I'anneau i vivo. Toutefois, il n’est
pas certain que son absence entraine une modificdei I'organisation des molécules de FtsZ en amas.

ZapA est une protéine cytoplasmique qui promegsbaiation latérale des filaments de FitsZ
vitro (Ortiz et al., 2016; Gueiros-Filho and Losick, 2008w et al., 2004). Un réle a déja été identifié
pour ZapA dans l'architecture de I'anneau Z cBezcoli en absence de ZapA, les amas de FtsZ
contiennent moins de molécules, sont moins voluminmoins denses et une grande partie d’entre eux
ne sont plus positionnés au site de division (Batsal., 2013). L'effet de I'absence de ZapA sur
I'architecture de I'anneau Z chez le pneumocoqua denc analysé en PALM pour déterminer si le

réle de ZapA est conservé chez les coques a Graitif po
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SepF (genglmF) est une protéine cytoplasmique possédant uneehilterminale amphiphile
et elle interagit directement avec I'extrémité @ximale de FtsZ (Ortiz et al., 2016; Singh et2008).
In vitro, elle polymérise sous la forme d’une structureudaire capable de capturer des filaments de
FtsZ (Gundgdu et al., 2011). Sa délétion chez le pneumocogaeogue la formation de cellules

allongées présentant de nombreux septa avortéeddfeadl., 2003).

EzrA est une protéine cytoplasmique ancrée a la breeme plasmique via une hélice
transmembranaire N-terminale. Elle interagit deewnt avec I'extrémité C-terminale de FtsZ mais la
région d'interaction chez EzrA reste controversgle\ierley et al., 2014; Singh et al., 2001)vitro,
EzrA inhibe la polymérisation de FtsZ mais n’a auetfet sur la dépolymérisation de filaments d&Fts
pré-formés (Chung et al.,, 2007; Haeusser et aD4R0Par ailleurs, EzrA semble déstabiliser les
interactions latérales entre les filaments de Hisitant la formation de faisceaux de filament&i(@g
et al., 2007; Singh et al., 2007). EzrA est essbatthezS. pneumoniaésan Opijnen et al., 2009). En
revanche, elle est non-essentielle clBezsubtilis; son absence provoque la formation d’anneaux
surnumeéraires dans des régions autres que le rdidaucellule et sa surexpression bloque la fdonat
d’anneaux Z, suggeérant que les deux fonctions é&Hamhibition de la polymérisation de FtsZ et
déstabilisation des faisceaux de filaments) régulassemblage de I'anneau Z au site de division
(Haeusser et al., 2004; Levin et al., 1999). Lsoldtion de la structure cristallographique atk a
par ailleurs montré que la protéine adopte rapliement en forme de demi-cercle, dont le
diamétre serait suffisamment large pour accodenun filament de FtsZ, voire méme un filament
de FtsZ associé a un filament de FtsA (Cleverla).eP014). Cette structure a suggéré un modéie da
lequel I'association d’EzrA a FtsZ limiterait legéractions entre les filaments de FtsZ et corestit
un moyen supplémentaire d’ancrer I'anneau Z & lamibmane (Voir Fig. 3E p. 36). Il a par ailleurs été
montré gqu’'EzrA connecte l'anneau Z a la machinetée synthése de la paroi via la protéine
cytoplasmique GpsB che&x aureusB. subtilisetS. pneumoniaéClaessen et al., 2008; Fleurie et al.,
2014b; Steele et al., 2011). Le role d’EzrA danslilasion semble donc multiple et s’étendrait de
'assemblage de I'anneau Z a la celui de la macitame synthése de la paroi. L’étude de cette proté
est donc essentielle a la compréhension de I'adagmde la machinerie de la division bactérienne.

MapZ (LocZ) est une protéine bitopique possédantiamaine extracellulaire (C-terminal) de
liaison au PG et un domaine intracellulaire (N-teiat) dont I’'hélice N-terminale interagit directente
avec le domaine globulaire de FtsZ (et non avecestrémité C-terminale, contrairement a tous les
autres partenaires de FtsZ) (Fleurie et al., 20Bfangeasse and Lesterlin, 2015; Kkéa et al.,
2015; Manuse et al., 2016a). MapZ guide la loctdiaaet I'orientation de I'anneau Z au site de slion
(Voir p. 37 et Fig. 3B p. 36). Le domaine cytopléagme de MapZ est phosphorylé par la Ser/Thr kinase
StkP qui est un régulateur majeur de la divisioez& pneumoniaéFleurie et al., 2012, 2014a).

MapZ étant un substrat de StkP et FtsZ étant ellmen phosphorylée par StkP, nous

déterminerons si la phosphorylation joue un rolesda régulation de 'architecture de FtsZ. Pola,ce
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nous travaillerons avec des souches délétées die dgitkexprimant des variants de cette protéine
(troncation du domaine kinase intracellulaire, demaines PASTA extracellulaires, expression d’'un
variant K42M non fonctionnel pour I'activité kings@leurie et al., 2012), ainsi qu'avec des vasant

phosphomimétiques ou phosphoablatifs de FtsZ eZMap

A l'aide de méthodes décrites dans Jacq et al ddesées en PALM 1-couleur seront collectées
sur des cellules fixées ou vivantes de ces difféeesouches mutantes (délétion ou déplétion de, FtsA
ZapA, SepF, EzrA, MapZ, StkP ; expression de matahbsphomimétiques de StkP, MapZ et FtsZ)
exprimant une fusion FtsZ-spDendra2 endogéne péuergr des images de la nanostructure de
'anneau Z a différents stades du cycle cellulditacq et al., 2015). Dans les différentes souches
mutantes, nous nous attendons a détecter desimasialans les dimensions de l'anneau Z, ses sous-
structures et sa propension a former des amasiquess Ces variations nous informerons sur le réle

des différents partenaires de FtsZ dans la régulalk I'architecture de I'anneau Z.

2. Comment les partenaires de FtsZ régulent-ils I'archecture de I'anneau Z au niveau cellulaire

et moléculaire ?

Afin de comprendre comment les partenaires de Fisgliqués dans la régulation de
I'architecture de l'anneau Z s’associent a I'anne@ms la cellule, je développerai l'usage de la
microscopie super-résolue 2-couleurs (PALM/PALMRALM/dSTORM) chez le pneumocoque pour
visualiser deux protéines dans une méme cellule.

L’'une des protéines sera fusionnée a la protéimtopbnvertible spDendra2 ou a la protéine
photoactivable PA-mCherry et l'autre protéine skrsionnée a une protéine photoréversible verte
(mGeosM ou rsKame) (Chang et al., 2012; Rosenbktah, 2014). Les données PALM seront d’abord
collectées dans le canal de fluorescence rougs,daus le vert. Les données de fluorescence rduge e
vertes seront ensuite traitées de fagon séparéds/exses corrections seront appliquées (dérive,
aberrations chromatiques, ...) (Georgieva et al.62Qles deux couleurs seront finalement regroupées
dans 'image PALM finale et une analyse de co-ligagion de cette image nous permettra de déterminer
dans quelles régions (de fortes ou faibles densig$anneau Z les partenaires de FtsZ s’assernblen
Ce développement a déja été initié avec le couglé-EzrA et sera a terme appliqué a tous les csuple
protéiques d'intérét. Dans le cas d’'une non fomectédité des protéines de fusion, il est possible
d’envisager un immunomarquage de FtsZ ou de lanslecprotéine d'intérét a I'aide d’anticorps
disponibles au laboratoire (nous disposons d’'ungtaine d’anticorps dirigés contre les protéinekade
division du pneumocoque). Dans ce cas, les anscsgpont couplés de facon chimique au fluorophore
Alexa Fluor 647 (émission de fluorescence dansime lointain), qui est utilisable eiSTORM

(direct Stochastic Optical Reconstruction Microscop). Le dSTORM, technique cousine du PALM,
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est basée sur le clignotement de marqueurs fluemeséde type Alexa par exemple) en présence d’'un
tampon ayant des propriétés oxydo-réductricesaskerlUV permet de contréler le taux de clignotement
des marqueurs, afin d'imager chaque fois une defaible de molécules, comme pour le PALM. Les
fluorophores de type Alexa offrent un large cho& abuleurs fluorescentes et générent des signaux

fluorescents trés forts.

Pour comprendre comment les partenaires de Fts&esigblent sur et/ou régulent 'assemblage
de I'anneau Z au niveau moléculaire, il faudra déieer la structure atomique de ces complexes. La
structure du peptide C-terminal de FtsZ en compkeser FtsA est déja connue (code PDB 4A2A,
(Szwedziak et al., 2012)) et celle de FtsZ en cemglavec MapZ est réalisée par I'équipe de C.
Grangeasse. Nous tenterons donc uniquement dedrédavstructure de FtsZ en complexe avec ZapA,
SepF ou EzrA si les expériences en PALM montrentdlem de ces protéines dans l'architecture de
'anneau Z. Ces études structurales seront soutgraredes études de biochimie et de biophysique qui
viseront a déterminer les régions d’interactiorresres protéines. Des constructions recombinantes
complétes et tronquées fusionnées a des étiguethedistidine ou GST seront produites cliezcoli
et purifiées, puis des études d'interaction ente tifférents partenaires seront réalisées par
thermophorése a micro-échelle (MST pour "MicroSdddermophoresis"). Les résultats fournis par ces
études permettront de guider les essais de cidstadin: si les formes completes des partenaires
protéigues ne cristallisent pas, nous tenterogtidealliser des formes tronquées dont I'interactorra

été validée par thermophorese.

Aprés résolution de la structure de ces compler@®igues, ils seront valid@s vitro etin vivo
par mutation des résidus impliqués dans linteridageraction. La capacité des protéines mutaates
interagirin vitro sera testée par thermophorése a micro-échells pppduction des protéines mutantes
chezE. coli et purification. En parallele, ces mutations seintroduitesin vivo et le phénotype des
souches de pneumocoque mutantes sera étudié. foular, nous analyserons la forme des souches
mutantes (microscopie en contraste de phase ebsompie électronique), leur taux de croissance
(courbes de croissance), la localisation & bassauté résolution des protéines mutées et des denes
synthése de PG (utilisation d’acides aminés flumrets) a I'aide de méthodes décrites précédemment
(Fleurie et al., 2012; Jacq et al., 2015; Morlcalet2013).

3. Les amas de FtsZ sont-ils des points d’ancrage pola machinerie de synthése du PG ?

EzrA est la protéine qui connecte, via GpsB, I'anng a la machinerie de synthese du PG, c’est-
a-dire aux PBPs (Claessen et al., 2008; Fleuek,61014b). Pour déterminer si les amas de FtsZse
de points d'ancrage a la machinerie de synthéeseé?@u nous commencerons par étudier en
PALM/dSTORM 2-couleurs le couple EzrA-FtsZ pouratétiner si les amas de FtsZ dans I'anneau Z

co-localisent avec de possibles amas de EzrA. @e#tlyse portera sur la totalité du cycle cellelain
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pneumocoque. L'étude sera ensuite étendue aux eypbtéiques FtsZ-GpsB et EzrA-GpsB pour

étudier la co-localisation de ces protéines ausdurcycle cellulaire.

Pour comprendre les interactions établies par FEZFA et GpsB au niveau moléculaire, nous
réaliserons également une étude structurale depe®éines. Nous observerons par microscopie
électronique des filaments de FtsZ en présenca '&zGpsB afin de déterminer si la connexion entre
'anneau Z et la machinerie de synthése du PG guelune modulation de I'organisation des filaments
de FtsZ par ces partenaires. Nous nous attendanexpanple & observer une stimulation ou une
inhibition de la formation de faisceaux de filamgede FtsZ en présence de ces protéines. Pour obteni
des détails des interactions entre FtsZ, EzrA etBGpl'échelle atomique, nous tenterons de résoudre
la structure cristallographique des complexes Hz& et EzrA-GpsB. Comme décrit dans la section
précédente, les études structurales seront guidéates études biochimiques et biophysiques visant
déterminer les régions d’interaction entre cesgines, et validées par des études de mutaganeis®

etin vivo.

Les études en PALM seront ensuite étendues a PRPRlest nécessaire a la synthése de PG
dédiée a I'élongation, et a PBP2x, qui est nécesaaielle dédiée a la division. Les paires FtsP-HAB
et FtsZ-PBP2x seront étudiées en PALM/ASTORM 2@angl. Il est possible que les PBPs soient
présentes en nombre de copies insuffisant dardlldecpour réaliser une étude PALM. Dans ce cas,
FtsZ sera fusionnée a une protéine phototransfdesgour la visualiser en PALM et les PBPs seront

détectées en dSTORM aprés immunomarquage par tiesrps couplés a de I'Alexa Fluor 647.

D’autres couples (EzrA-PBP2b, EzrA-PBP2x, GpsB-PBR2psB-PBP2x) seront également
étudiés en PALM/dSTORM 2-couleurs pour définir waete de co-localisation de ces protéines au
cours du cycle cellulaire et déterminer si les sothe forte densité de molécules de FtsZ dans lanne

servent de points d'assemblage de la machinersyrtdése du PG.

4. Quel est le degré d'indépendance spatiale et templle des machineries d’élongation et de

division au cours du cycle cellulaire ? Quel est lmécanisme qui régule cette (in)dépendance ?

Des études de localisation en 3D-SIM de PBP2x sbdeactivité de synthese du PG ont montré
qgue la machinerie de septation se désolidariséatgaent de la machinerie d’élongation au cours du
cycle cellulaire et migre plus rapidement versdate du septum (Tsui et al., 2014). Nous ne savons
toutefois pas encore a quel moment du cycle cakute passe ce phénoméne et quel est le mécanisme

qui régule cette désolidarisation.

Pour répondre a la question temporelle, nous étutkida co-localisation en PALM/dSTORM 2-
couleur de paires de PBPs ou de protéines SED%jindgls dans I'élongation et la septation (PBP2x-
PBP2b, FtsW-RodA, PBP2x-RodA, PBP2b-FtsW) dans soeche de pneumocoque sauvage.
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L'analyse du degré de co-localisation de ces paireiques au cours du cycle cellulaire permeltra

déterminer & quel moment les machineries d’éloongadt de septation de désolidarisent.

En ce qui concerne le mécanisme qui régule la diésdation des machineries d’élongation et
de septation, il pourrait étre basé sur un compaete dynamique différent entre les protéines dédiée
a I'élongation et celle dédiées a la septatiorermzore a des interactions moléculaires qui modifet
la localisation des synthases du PG au cours die @glulaire. Pour étudier ces questions, nous
réaliserons les expériences de PALM/dSTORM 2-caosldécrites dans le paragraphe précédent dans
des souches de pneumocoque mutantes pour despsotégulatrice de I'élongation et de la division
(deélétion de DivIVA, GpsB ou StkP, expression deargs phosphomimétiques et phosphoablatifs de
DivIVA). En paralléle, nous réaliserons égalemesd dtudes en "sptPALM" (single-particle tracking
PALM) qui permettent d’'observer le mouvement d'om@écule unigue dans une cellule vivante. Aprés
photoconversion de quelques protéines fluorescelaes le champ de microscopie, plusieurs images
sont acquises au cours du temps Le traitemenhiaftiique de ces images permet de reconstituercia tra
de chaque molécule dans la cellule au cours dugeNqus utiliserons cette méthode pour observer le
comportement dynamique des protéines impliquées K&ongation (PBP2b, RodA) et le comparer a
celui des protéines impliquées dans la septatiBRPPR, FtsW).

Puisque GpsB, DivIVA et StkP régulent le passagéadeg/nthése de PG dédiée a I'élongation
vers celle dédiée a la division, nous nous attemdonbserver des différences dans le degré de co-
localisation ou dans la dynamique des paires moéd élongation-division entre la souche sauvage et

les souches mutantes.

Les techniques disolation des complexes d’élongatt de septation étant maitrisées au
laboratoire (Noirclerc-Savoye et al., 2005; Phiépgt al., 2014; Zapun et al., 2012), les étudesNPAL
pourront étre complétées par des expériences diibii@ visant a étudier la stabilité de ces comgdex

de synthese du PG en présence de protéines rémpddtlles que StkP, GpsB ou DivIVA.

D’un point de vue fondamental, ce projet générardeslong terme des données nécessaires a la
compréhension des mécanismes de la morphogendsea&tivision bactérienne. D’un point de vue
plus appliqué, ces données serviront également@ni@réhension du mode d’action des antibiotiques
présents, a l'identification de nouvelles ciblesitzttériennes et molécules inhibitrices. Les desné
générées a I'échelle atomique pourront éventuehenservir a guider le dessin de molécules

inhibitrices.
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Archltecture de l'anneau Z Connection entre I'anneau Z et la

- =

Phénotype de souches mutantes de Z et
ses partenaires (validation des structures)

Etudes cellulaires (in vivo)

Etudes moléculaires (in vitro)

[ Connection entre I'anneau Z et ses partenaires, incluant les protéines de synthése du PG ]

Interactions protéine-protéine Structure des complexes protéiques

Figure 16. Diagramme montrant les aspects cellulaires et molélaires des études menées sur la

morphogenése et la division d&. pneumoniaeZ, FtsZ ; sptPALM, single-particle tracking PALMryo-EM,
cryo-microscopie électronique ; pneumo., pneumoeoqu
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B. Morphogenese de la spore che&. subtilis

Notre récente étude des anneaux formés par Spok#Gtitue la premiére évidence structurale
d’une fonction sécrétoire ou de transport passiir p@ complexe SpolllA-SpollQ. Dans les systémes
de sécrétion de type lll, l'aiguille d’injectiont(scture filamentaire) est connectée a la plateéorm
d'assemblage de la membrane interne par une steutdbulaire. Par analogie, le pore formé par
SpolllAG pourrait lui aussi accommoder une struettubulaire et/ou filamentaire qui assurerait la
sécrétion d’'une molécule encore indéterminée dansellule mére. Toutefois, aucune protéine
nécessaire a l'activation @& n'a de similarité avec de telles protéines. LSéce d’'une structure
tubulaire et/ou filamentaire dans le complexe Spe8pollQ reste donc une question importante non
résolue. Une autre hypothése possible est quedésines SpolllA-SpollQ similaires aux composants
des systémes de sécrétion spécialisés formentnah qai connecterait directement la cellule mele a
préspore, permettant le transport passif d'une cutdéde la cellule mere vers la préspore, ou
inversement. Nous pouvons enfin proposer une derhigpothése, qui est que le complexe SpolllA-
SpollQ ne transporte aucune molécule et assuraiament I'adhésion entre les deux membranes qui
séparent la cellule mere et la préspore. La paerslai I'étude structurale et fonctionnelle du campl
SpolllA-SpollQ permettra de déterminer lequel de o®deéles est correct et d’élucider la structure

globale et le mécanisme d’assemblage de ce complexe

De facon analogue a I'étude du complexe de divigibezS. pneumonigej’adopterai une
stratégie intégrant des techniques de biologietstrale (microscopie électronique et cristallogiaph
des rayons X), de biochimie et biophysique (étudss dnteractions protéines-protéines par

thermophorese a micro-échelle) et d’imagerie caillel & basse et haute résolution (PALM) pour

déterminer le mécanisme d’assemblage et I'architeglobale du complexe SpolllA-SpollQ (Fig. 17).
Les questions adressées par ce projet serontilests :

1. Quelle est le degré de similitude structurale entrées anneaux formés par SpolllAG et ceux

formées par EscJ/PrgK dans les T3SS ?

Pour finir de répondre a cette question, a laqurelles avons déja apporté des premiers éléments
de réponses (Rodrigues et al., 2016a), nous aém@sminer la structure a haute résolution desanne
formés par SpolllAG. La résolution des cristauxiés par les anneaux de SpollIAG étant limitée a 8
A, notre stratégie consistera a déterminer la stra@tomique d’une construction monomérique selubl
de SpolllAG (mutant R209E) et a améliorer la régofude la carte de densité des anneaux de SpolllAG
obtenue par cryo-microscopie électronique (Rodsgeé al., 2016a). La structure atomique du
monomeére de SpolllAG pourra étre obtenue par dogt@phie des rayons X (si la construction
SpolllAG(R209E) cristallise), ou par RMN puisquetteeprotéine est de petite taille (~19.7 kDa).
L'étude RMN sera réalisée en collaboration aveguige de RMN biomoléculaire de I'IBS. En ce qui

concerne I'étude des anneaux de SpolllAG en miopealectronique, hous augmenterons la diversité
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d’orientation des anneaux sur les grilles de mawp# par ajout de petites molécules (glutaraldéhyd
détergents, ...). La structure atomique du protorder&polllAG sera ensuite placée dans la carte de

densité électronique pour générer un modéle daedan de SpolllIAG a haute résolution.

2. SpolllAG forme-t-elle des pores dans les membranes

SpolllAG posséde un segment transmembranaire uiqumsition N-terminale et ce dernier
ancre la protéine dans la membrane de la cellute fkég. 15A). La forme compléte membranaire de
SpolllAG sera produite che&. coli, solubilisée en présence de détergents et purjiiéis observée
directement en cryo-microscopie électronique. Leomstruction de la structure de cette forme
membranaire de SpolllIAG permettra de déterminéa protéine forme des pores membranaires. Des
protéoliposomes de SpolllAG pourront également @neduits pour observation en microscopie
électronique ou pour réaliser des tests de fuitepetit fluorophore telle que la calcéine serargsopné
dans des liposomes a une concentration causanto-Batinction de sa fluorescence. Apres
incorporation de la forme membranaire de SpolllAgBigices liposomes, une lecture de fluorescence
sera réalisée dans le temps. Si les anneaux délApdbrment des pores membranaires, alors les
petites molécules fluorescentes seront libéréeexéétieur des liposomes et la fluorescence de la
solution augmentera. Pour ces expériences, nodditiénons de I'expertise de nombreuses équipes de

I'IBS travaillant sur des protéines membranairemitaertaines sur des canaux membranaires.

3. La protéine GerM, nécessaire a la localisation dgg®llIAG, est-elle un composant du complexe

SpolllA-SpollQ et forme-t-elle des anneaux ?

Récemment, un nouveau partenaire des protéineslSpoété identifié. Il s’agit de la protéine
GerM qui, avec SpolllAH, est nécessaire a la Isadilon de SpollQ et SpolllAG au niveau du septum
de sporulation (Doan et al., 2009; Rodrigues eRall6b). GerM est une lipoprotéine composée dr deu
domaines GERM localisés dans I'espace intermembearfRodrigues et al., 2016b), de fonction

inconnue mais dont le repliement rappelle celuidigraines RBMd-p-B-a-f3).

Nous allons exprimer des formes recombinantes Edude GerM contenant I'un ou l'autre, ou
les deux domaines GERM et déterminer dans un preiemeps la capacité de ces constructions a
interagir physiquemenin vitro avec SpolllAG, SpolllAH et SpollQ. Cette étudesseéalisée par
thermophorése a micro-échelle. En collaboratiorc d\ésuipe de D. Rudner, nous déterminerons a
I'aide d’expériences d'immunoprécipitations dé@ifgécédemment si GerM appartient au complexe

SpolllA-SpollQ ancré dans les membrane®8dsubtilis(Doan et al., 2009).

Dans un second temps, nous testerons la capad@éniié a former des anneaux oligomériques.

Les différentes constructions recombinantes de Gendnt analysées par chromatographie de filtration
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sur gel et les fractions d’élution a faible volufeerrespondant a des objets protéiques de haus poid
moléculaire) seront analysées par microscopierélggue en coloration négative. Si des anneaux de
GerM sont détectés, nous tenterons alors de ledaliser et de résoudre leur structure par
cristallographie des rayons X, ou, comme pour 3G nous résoudrons leur structure en cryo-

microscopie électronique.

4. Quel est I'architecture globale du complexe SpolllASpollQ ?

Nous tenterons de reconstituer progressivemerarfglexe SpolllA-SpollQn vitro en ajoutant un
ou plusieurs partenaires de SpolllAG a des anngaéformés ou en cours de formation. Ces
expériences seront dans un premier temps réalksgdes formes solubles des protéines SpolllA et
SpollQ puis sur les formes membranaires si cesatesisont nécessaires a I'assemblage du complexe
intégral. La structure du complexe ou sous-complesaronstitués sera étudiée par microscopie
électronique et/ou par cristallographie des raydndne fois que le complexe ou les sous-complexes
SpolllA-SpollQ seront reconstitués, leur fonctioacetoire sera étudiée a l'aide de méthodes

développées pour étudier la fonction sécrétoiread@saux formés par SpolllAG.

La validation de toutes les interfaces protéiqdestifiées par les techniques de biologie strutdura
sera réalisém vitro par notre équipe. Des mutations seront introduiées les résidus impliqgués dans
les interfaces protéiques, les protéines mutartiems produites de facon recombinante chezoli,
puis purifiées. La capacité des protéines mutantdgyomériser ou a interagir avec leur(s) partesai
protéiques sera testée par thermophorése a mibedl€c En paralléle, ces mutations seront intriasui
in vivo par I'équipe de D. Rudner a Boston dans le caéida dollaboration déja établie pour I'étude de
SpolllAG. Nos collaborateurs analyseront le phépetges souches d& subtilis mutantes, et en
particulier leur capacité a active et a produire des spores résistantes a la tetop®ia 'aide de

méthodes décrites précédemment (Rodrigues eDaba).

5. Comment s’assemble le complexe SpolllA-SpollQ dansa cellule ?

Pour répondre & cette question, j'envisage dese¥aline étude PALM du complexe SpolllA-
SpollQ afin de déterminer (i) le nombre de comptexgésents au niveau du septum, (i) sa
steechiométrie et (iii) son architecture a I'échaelmométrique dans la cellule ainsi que (iv) latpms
relative de chacun de ses composants. Des fusioctidnnelles de SpolllAG, SpolllAH et SpollQ a
des protéines fluorescentes existent déja et lnigge de PALM 1-couleur a déja été utilisée par
I'équipe de M. Nollmann a Montpellier pour étudigiocalisation a haute résolution de protéinelmde
sporulation cheB. subtilis(Doan et al., 2009; Fiche et al., 2013; Rodrigued.£2016a). Les protocoles
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publiés devraient donc étre relativement facilemgansférables a I'étude PALM des protéines
SpolllAG, SpolllAH et SpollQ. Ces fusions cytoplaguoes ne seront pas envisageables avec GerM
qui est une lipoprotéine sécrétée dans I'espaeenr@mbranaire et a ce jour, il n’existe aucunegimet
phototransformable tolérant le transport vers liemniextracellulaire (a I'image de la superfold€fRs

qui a été ingénierée pour tolérer la sécrétion tapsériplasme bactérien) et utilisable en PALMrGe

sera donc étudiée en microscopie super-résolugaDRM (voir ci-dessous).

Dans un premier temps, I'extrémité N-terminale ¢pyasmique) de SpolllAG, SpolllAH et
SpollQ sera fusionnée a Dendra2 ou mEos2 pour inm@Egeprotéines en PALM 1-couleur a I'aide de
méthodes décrites poBr subtilis(Fiche et al., 2013) ou po8t pneumonia@lacq et al., 2015). L'étude
PALM de ces protéines nous renseignera sur |'osgdioin (homogéne ou en amas) du complexe
SpolllA-SpollQ autour de la préspore, sur le nombbeecomplexes présents dans chaque amas et

globalement autour de la préspore et sur la staméhigein vivo des protéines étudiées.

Dans un deuxiéme temps, nous chercherons a détarhairposition relative de chacun des
composants du complexe SpolllA-SpollQ dans I'espaisgmembranaire. Pour déterminer la position
relative des protéines SpolllAG, SpolllAH, SpollQ&erM dans I'espace intermembranaire, il faudra
immunomarquer leur domaine extracellulaire a I'aitinticorps couplés a de I'Alexa Fluor 568 ou
647. Les différents couples protéigues seront émsungés et étudiés en dSTORM 2-couleurs (568/647
nm) a I'aide de méthodes décrites par Georgieab(€eorgieva et al., 2016) pour déterminer latpmsi
relative de chacun des composants dans le com@pa#lIA-SpollQ. Le couple SpolllAH-SpollQ
servira de contr6le positif avec une localisatienpollQ qui devrait se positionner du coté de la
préspore et une localisation de SpolllAH qui devsai localiser du c6té de la cellule mére. En gffet
SpollQ est produite par la préspore alors que $pldlest produite par la cellule mére. Par ailleles,
extrémités N-terminales de ces protéines danguatste cristallographique du complexe SpolllAH-
SpollQ sont positionnées a I'opposé de linterfgser I'extérieur du complexe), ce qui suggere
fortement que le domaine extracellulaire de Spa#positionné du cété de la préspore et celui de

SpolllAH du cbté de la cellule mére.

Dans un premier temps, ces études seront menéds sogur SpolllAG-SpolllAH-SpollQ-
GerM du complexe SpolllA-SpollQ mais a terme, latljf est d’étendre le projet aux autres protéines

du complexe.

La pérennité de ce projet dépendra évidement di¢efion de financements et j'envisage de
déposer une demande de financement ERC consotidgtamt (individuelle) ou d’ANR internationale

(collaboration avec I'équipe de D. Rudner a Bostam)ce projet en 2018.
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* Nombre de complexes
* Organisation cellulaire des complexes (homogéne / hétérogéne / amas)

* Stoechiométrie des composants du coeur du complexe

Architecture in vivo du coeur du complexe A-Q
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Figure 17. Diagramme montrant les aspects cellulaires et moléires des études menées sur la
morphogenese de la spore chéx subtilis Complexe A-Q, complexe SpolllA-SpollQ ; AG, Sp&iG ; AH,
SpolllAH ; Q, SpollQ ; cryo-EM, cryo-microscopiéeétronique.
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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-
Accepted 8 August, 2003. *For correspondence. E-mail
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78 54 94.
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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 (Ftsl) belongs to a group of
essential proteins involved in division (Nanninga, 1991;
Brambhill, 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 Ftsl
(Errington, 2001; Buddelmeijer and Beckwith, 2002). The
nomenclature of these proteins is derived from the fila-
mentous phenotype adopted by temperature sensitive
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 Ftsl, which is a class B PBP involved in
septal peptidoglycan synthesis (Botta and Park, 1981).
The localization of Ftsl to the division site depends on
FtsZ and the other intervening Fts proteins. However,
some peptidoglycan synthesis that is independent of Ftsl
is observed at the division site of E. coli. This Ftsl-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'-dimethylaminopropylamine oxide
(LAPAO). The detergent was exchanged to polyoxyethylene 8 lauryl ether (C12E8) during one-step purification procedure by Co>*-
affinity chromatography. This procedure yielded 50-150 pg 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 SEDS? 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-

* Corresponding author. Fax: +33-4-38-78-54-94.

E-mail address: vernet@ibs.fr (T. Vernet).

! Present address: UR910, INRA Domaine de Vilvert, Jouy-en-
Josas Cedex 78352, France.

2 Abbreviations used: LAPAO, 3-(laurylamido)-N, N’-dimethylami-
nopropylamine oxide; C12E8, polyoxyethylene 8 lauryl ether; C12M,
dodecyl maltoside; C8ES5, octyl pentaoxyethylene; Triton X-100, octyl-
phenolpoly(ethyleneglycolether),,; CHAPS, 3-[(3-cholamidopropyl)dim-
ethylammonio]-1-propanesulphonate; CHAPSO, 3-[(3-cholamidopropyl)
dimethylammonio]-2-hydroxy-1-propanesulphonate; LDAO, dodecyl
dimethylamine N-oxide; DOPC, 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocho-
line; SEDS, shape, elongation, division, and sporulation proteins; PBP,
penicillin-binding protein; DAPI, 4’,6-diamidino-2-phenylindole.

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 (Ftsl) 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

1046-5928/03/$ - see front matter © 2003 Elsevier Science (USA). All rights reserved.
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The D,D-carboxypeptidase PBP3 organizes the division
process of Sireptococcus pneumoniae

Cécile Morlot, Marjolaine Noirclerc-Savoye,
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Biologie Structurale J.-P. Ebel (CEA/CNRS/UJF, UMR
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France.

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 HUW PBPs throughout
the cell cycle of wild-type cells. In particular, the con-
striction of the FtsW-ring occurs after that of the FitsZ-
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
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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, FisK, FtsQ,
FtsL/FtsB, FtsW and Ftsl (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. FisZ 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
etal., 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 Ftsl (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 (Ftsl) 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 DivIiC 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, FitsA, FisK, DivIB(FtsQ), FtsL,
DivIC(FtsB), FtsW and Ftsl. 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.
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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). Ftsl participates in cell wall synthe-
sis (Pisabarro et al., 1986), and so does probably FtsW
(Errington etal, 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 etal.,
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 etal., 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 etal., 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 etal., 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 FitsB 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 p-Ala,n-Ala
(p,n)-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 A resolution. PBP3 folds into an NH,-terminal, p,b-
carboxypeptidase-like domain, and a COOH-terminal,
elongated B-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 (k,,/K,, = 50,500 m~'s™!), 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-
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taining bacterial shape and providing protection from osmotic
shock and lysis (1). Both reactions are catalyzed by penicillin-
binding proteins (PBPs),! membrane-associated molecules,
which can be classified as high molecular mass (hmm; often
bifunctional) and low molecular mass (Imm; 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 Imm PBP in S. pneumoniae, has been shown to act as a
D-Ala,bD-Ala (D,b) 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
PBPla-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 p,b-carboxypeptidase activity of
PBP3 removes the COOH-terminal p-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 p,p-carboxypeptidase
reaction catalyzed by PBP3, an active serine residue reacts
with the p-Ala-p-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

! The abbreviations used are: PBP, penicillin-binding protein; hmm,
high molecular mass; Imm, low molecular mass; D,D, D-Ala,D-Ala; Ac,-
KAA, N,N-diacetyl-L-Lys-D-Ala-D-Ala; SeMet, selenomethionine; r.m.s.,
root mean square.
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Cloning, expression, crystallization and preliminary

X-ray analysis of the first two Ig domains from
human Roundabout 1 (Robo1)

Activation of Roundabout 1 (Robol) by Slit proteins results in axon repulsion
from the midline. Robol is a large transmembrane receptor expressed on the
axon growth cone and the minimal Robol-binding region required for Slit
activation has been mapped to the N-terminal Igl-2 domains. The cDNA
encoding the first two Ig domains of Robol has been cloned and the protein has
been expressed in HEK293 EBNA-1 mammalian cells. Here, the purification
and crystallization conditions of this Robol construct are reported. The crystals
are orthorhombic, space group P2,2,2, with unit-cell parameters a = 38.8,
b =694, c=1033 A and one molecule in the asymmetric unit. X-ray diffraction
data have been collected to 2.8 A 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: Robol, 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 IIT (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 Robol, 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 Robol 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
Robol 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-
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Production of Slit2 LRR domains in mammalian cells
for structural studies and the structure of human

Slit2 domain 3

Slit2 and Roundabout 1 (Robol) 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 Robol-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.

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 (Slitl, Slit2 and Slit3; Brose et al., 1999) and four
Robos (Robol, 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 ef 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
(DCCQ), 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 Robol1 in heptacellular carcinoma (8).

Three Slit proteins (Slit1-3) (9) and four Robo proteins
(Robol, 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 Robol-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
Robol (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

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.0705310104

heterophilic interactions with Robol. This raises the possibility
that Robo3 may, in fact, sequester Robol 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 (Igl-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 Robol and Slit2, as
well as the minimal complex between them. These studies reveal
that Igl of Robol is the primary interaction domain for Slit2, and
that the bipartite interaction region involves highly conserved
residues from both proteins.

Results

Structure of Robo1 1g1-2. The crystal structure of the first two Ig
domains from human Robo1 was determined at 2.5-A resolution
by using the multiple wavelength anomalous diffraction tech-
nique from a single mercury derivative (Table 1). Both domains
have the canonical I1 B-sandwich fold formed by two antiparallel
B-sheets containing strands ABB'ED and strands A’GG'FCC’
and an internal disulfide bridge connecting BF to the linker
between BB and BB’ (23) (Fig. 14). The closest structural
neighbors to Igl and Ig2 are the Ig domains 1 and 4, respectively,
of the chicken neural axonin-1 (24) (rmsdozce = 1.1 A and
rmsdsgc, = 1.5 A) There is essentially no polypeptide linker
between the two domains, the final strand of Igl (BG') 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 ¢© that acts at this stage has remained enigmatic. ¢® activity requires eight mother-cell proteins
encoded in the spolllA operon and the forespore protein SpollQ. Several of the SpolllA 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 ¢© activity. We further show that the SpolllA proteins and SpollQ 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 6. These results support a model in which the SpolllA-
SpollQ proteins form a novel secretion apparatus that allows the mother cell to nurture the forespore, thereby maintaining
forespore physiology and c° 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

@ PLoS Genetics | www.plosgenetics.org

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 (c%) is activated in the
forespore. 6" is then responsible for the activation of 6™ in the
mother cell. At a later stage, 6™ is required for the activation of ¢©
in the forespore. Finally, 6 sets in motion the activation of 6™ in
the mother cell. The signal transduction pathways that govern the
activation of the mother-cell transcription factors (¢* and ™) are
well established [1,2,5]. By contrast, the mechanism underlying
activation of 6 in the forespore has remained enigmatic.

The late-acting forespore transcription factor 6 appears to be
regulated at multiple levels. First, the transcription of the gene
encoding ¢ (s2¢G) 1s under the control of the earlier-acting
forespore transcription factor 6" [6,7]. However, unlike the other
c"-dependent genes, sigG transcription is delayed by approxi-
mately 30 min by an as yet unknown mechanism [8-10]. Once
synthesized, 6% activity requires eight mother cell proteins
encoded in the spollIA operon [11] and a forespore membrane
protein SpolIQ [12]. In addition, 6 activity requires proper
engulfment. Mutants that block the engulfment process are
impaired in 6%-dependent gene expression [13-15]. Finally, once
activated, 6% recognizes its own promoter and its level increases
rapidly in the forespore [6,7].
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A highly coordinated cell wall degradation
machine governs spore morphogenesis
in Bacillus subtilis

Cecile Morlot,! Tsuyoshi Uehara,' Kathleen A. Marquis, Thomas G. Bernhardt,> and David Z. Rudner?
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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 (SpolID) 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
SpolID also functions as an enhancer of SpolIP 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.
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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) and N-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,
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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.

GENES & DEVELOPMENT 24:411-422 © 2010 by Cold Spring Harbor Laboratory Press ISSN 0890-9369/10; www.genesdev.org 411
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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
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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 FitsZ, EzrA,
GpsB, the FtsW flippase (Mohammadi et al., 2011), the
heterotrimer DivIB/FtsL/DiviC (Noirclerc-Savoye et al.,
2005; Le Gouéllec 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 NIpD. 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.
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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 etal, 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 etal, 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 (S3LytM), which was the first member
to be structurally characterized (Firczuk etal., 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/cm?), 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 sp*-to-sp® 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.

High power density:
Oxygen-independent
photobleaching

Low power density:
Oxygen-dependent
photobleaching

B INTRODUCTION

Recent progresses in fluorescence bioimaging techniques have

variants have mainly relied on directed evolution ap-
proaches.>*~#

. . . 9

benefited from the rapid development of a large palette of In reversllbly SWIFChable. ﬂuo.rescent proteins (RSEPs),

photobleaching manifests itself in a process referred to as

“photofatigue”. RSFPs can be repeatedly photoswitched

between a fluorescent (on) and a nonfluorescent (off) state

fluorescent proteins (FPs).' However, the limited photo-
stability of FPs has remained a major impediment to their

successful use in many approaches including single-molecule, by illumination with visible light of appropriate wavelengths.

FRET, time-lapse or super-resolution microscopies. FPs Photoswitching capabilities are central to a growing number of

typically can only emit ~10° photons before their chromo-
phores fall victim to irreversible photodestruction.” 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.>~> Successful efforts to obtain more photostable

- ACS Publications  © 2013 American Chemical Society 15841

advanced techniques including a variety of super-resolution
modalities,"*™** photochromic FRET,"® optical lock-in detec-
tion,' frequency-domain imaging,17 optogenetic manipula-
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Remodeling of the Z-Ring Nanostructure during the
Streptococcus pneumoniae Cell Cycle Revealed by Photoactivated
Localization Microscopy

Maxime Jacq, Virgile Adam, Dominique Bourgeois, Christine Moriscot, Anne-Marie Di Guilmi, Thierry Vernet, Cécile Morlot
University of Grenoble Alpes, IBS, Grenoble, France; CNRS, IBS, Grenoble, France; CEA, IBS, Grenoble, France

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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he 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

July/August 2015 Volume 6 Issue 4 e01108-15

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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Full-length structure of the major autolysin LytA

Qiong Li,*t Wang Cheng,*t Cécile Morlot,”“¢ Xiao-Hui Bai,® Yong-Liang Jiang,
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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 A
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 A 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 GW.XK-
X4 sWYYpX; sGXMX,_; (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

Acta Cryst. (2015). D71, 1373-1381
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Abstract

Bacterial capsular polysaccharides (CPS) are produced by a multi-protein membrane com-
plex, in which a particular type of tyrosine-autokinases named BY-kinases, regulate their
polymerization and export. However, our understanding of the role of BY-kinases in these
processes remains incomplete. In the human pathogen Streptococcus pneumoniae, the
BY-kinase CpsD localizes at the division site and participates in the proper assembly of the
capsule. In this study, we show that the cytoplasmic C-terminal end of the transmembrane
protein CpsC is required for CpsD autophosphorylation and localization at mid-cell. Impor-
tantly, we demonstrate that the CpsC/CpsD complex captures the polysaccharide polymer-
ase CpsH at the division site. Together with the finding that capsule is not produced at the
division site in cpsD and cpsC mutants, these data show that CPS production occurs exclu-
sively at mid-cell and is tightly dependent on CpsD interaction with CpsC. Next, we have
analyzed the impact of CpsD phosphorylation on CPS production. We show that dephos-
phorylation of CpsD induces defective capsule production at the septum together with aber-
rant cell elongation and nucleoid defects. We observe that the cell division protein FtsZ
assembles and localizes properly although cell constriction is impaired. DAPI staining
together with localization of the histone-like protein HIpA further show that chromosome rep-
lication and/or segregation is defective suggesting that CpsD autophosphorylation inter-
feres with these processes thus resulting in cell constriction defects and cell elongation. We
show that CpsD shares structural homology with ParA-like ATPases and that it interacts
with the chromosome partitioning protein ParB. Total internal reflection fluorescence
microscopy imaging demonstrates that CpsD phosphorylation modulates the mobility of
ParB. These data support a model in which phosphorylation of CpsD acts as a signaling

PLOS Genetics | DOI:10.1371/journal.pgen.1005518 September 17,2015
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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 B-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
B-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.

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 B-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.

B-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 p,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,
B-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
B-lactams for different PBPs and the morphological defects they
caused in S. pneumoniae (17). A very interesting phenotype of

January 2015 Volume 59 Number 1
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pneumococcal cells was observed in the presence of piperacillin,
an extended-spectrum 3-lactam antibiotic used to treat polymi-
crobial infections (often in combination with tazobactam, a B-lac-
tamase inhibitor) (18). The cells treated with 0.5X 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 the mother 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, lll, and IV secretion sys-
tems found in Gram-negative bacteria. Here, we show that one of
these proteins, SpolllAG, which has remote homology to ring-forming
proteins found in type lll 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 SpolllAG ring has a cup-and-saucer
architecture with a 6-nm central pore. Structural modeling of SpolllAG
generated a 24-member ring with dimensions similar to those of the
EM-derived saucer. Point mutations 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 lll secretion systems.

sporulation | SpolllAG | type Il secretion system | Escl/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 spolllA4
operon (AA, AB, AC, AD, AE, AF, AG, and AH) and one fore-
spore protein, SpollQ (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

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas. 1609604113

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. 14), 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 Il secretion systems, providing direct evidence for a
conduit connecting mother cell and developing spore.
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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 3-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
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'Physiologie et génétique bactérienne, Centre d'Ingénierie des Protéines,
Université de Liége, Institut de Chimie, Liege B-4000, Belgium
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( BioMed Central

glycan chains consisting of the repeating disaccharide N-
acetylmuramic acid-(B1-4)-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 B-lactam antibiotic
family) binds covalently to these enzymes thereby inhibit-
ing their transpeptidase activity. Enterococci are intrinsic-
ally resistant to p-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 -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

© 2016 The Author(s). Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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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 3-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; 3-lactam resistance; penicillin-binding proteins

Neisseria meningitidis and Neisseria gonorrhoeae are pathogens that have acquired reduced
susceptibility to penicillin and other 3-lactams via two routes. The modification of at least one
chromosomally encoded penicillin-binding protein is the focus of this review. Alternatively, resistance
to B-lactams may result from the production of a plasmid-encoded (-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 B-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 {3-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 3-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; d0i:10.3390/ antibiotics5040035 www.mdpi.com/journal/antibiotics
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. 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 specificity, 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 A. 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 efficient way to promote protein folding and stabilization at the

. post-translational level. The most common feature is the formation of intra- or intermolecular disulfide bonds

. to stabilize tertiary and quaternary structures, respectively. One prominent example is given by antibody mole-
cules, whose disulfide-bond mediated stability in blood circulation is crucial for efficient 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 discovered!>. As adhesins are surface-exposed proteins, they must resist various antibacterial
defense mechanisms like degradation by enzymes (proteases, peroxidases) or unfolding upon pH changes. The
covalent linkages present in adhesins enhance their thermal stability and resistance to proteases degradation, thus
stabilizing their tertiary structure*™. 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 degradation’.

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-Thr-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 3-sandwich
domains?. Intramolecular isopeptide bonds are mostly formed between the side chains of Lys and Asn, although
Lys-Asp bonds also exist™!°. These residues are positioned in an hydrophobic core in which the pKa of the Lys is
reduced, allowing nucleophilic attack of the C¢ atom of either Asn or Asp, followed by a proton shuttle involving
an adjacent Glu or Asp>'®!1. Although not involved in protein stabilization, thioester bonds established between

. Cys and Gln residues have also been described®. The last intramolecular bond reported is an ester bond formed
. between a Thr and a Gln side chain in a putative Clostridium perfringens MSCRAMMs, through an autocatalytic
. mechanism that differs from that of Lys-Asn/Asp bonds'.
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