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Résumé

Le systeme Tat (pour Twin Arginine Translocation) exporte des protéines repliées depuis le
cytoplasme vers le périplasme des bactéries. L'adressage des protéines a exporter au systéme
Tat repose sur une séquence signal spécifique amino terminale clivée aprés exportation. Chez le
phytopathogéne Dickeya dadantii, 'lhomologue de pectine lyase PnlH posséde une séquence
signal Tat qui assure son adressage au systéme Tat mais qui n’est pas clivée aprés exportation et
ancre la protéine dans la membrane externe. Chez les protéobactéries, la majorité des protéines
de membrane externe sont soit des lipoprotéines soit des protéines intégrales de membrane en
tonneau . L’adressage de ces protéines a la membrane externe repose sur des voies spécifiques
du type de protéine: la voie Lol pour les lipoprotéines et la combinaison des chaperons
périplasmiques SurA, Skp et DegP et du complexe de membrane externe Bam ( barrel assembly
machinery) pour les protéines en tonneau B. Au cours de ce travail, I'étude de I'adressage de PnIH
a la membrane externe a montré que SurA se liait a la séquence signal hydrophobe de PnIH pour
la protéger de I'environnement hydrophile au cours de son transit dans le périplasme.

La séquence signal de PnlH (41 acides aminés) porte lintégralité de I'information
nécessaire a son adressage a la membrane externe. La nature de l'information adressant les
protéines au systeme Tat est bien connue et dans ce travail nous nous sommes efforcés
d’identifier les informations requises pour les deux derniéres étapes de 'adressage de PnIH a la
membrane externe : la traversée du périplasme et linsertion dans la membrane externe. La
délétion d’'une région conservée comprise entre les résidus 28 et 41 de la séquence signal de PnIH
affecte 'adressage de cette derniére a la membrane externe. Des substitutions des acides aminés
conservés de cette région ne semblent pas affecter I'adressage de PnlIH, indiquant que
linformation nécessaire a 'adressage de PnlH a la membrane externe aprés exportation ne réside
pas dans la séquence en acides aminés de la séquence signal de PnlH. En revanche, nos
données suggérent que la présence d’une hélice a hydrophobe dans la séquence signal de PnlH
est importante pour son adressage a la membrane externe. Cette observation est particulierement
intéressante puisqu’une telle structure est généralement considérée comme une caractéristique

des protéines de membrane interne.

Mots clefs : Protéines de membrane externe, séquence signal Tat, SurA, adressage.
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Summary

The Twin Arginine Translocation (Tat) pathway exports folded proteins from the cytoplasm
to the periplasm of bacteria. The targeting of the exported proteins to the Tat pathway relies on a
specific amino-terminal signal sequence, which is cleaved after exportation. In the phytopathogen
Dickeya dadantii the pectin lyase homologue PnIH is exported by the Tat pathway without
cleavage of its signal sequence, which anchors PnIH into the outer membrane. In proteobacteria,
the vast majority of outer membrane proteins consists of B-barrel proteins and lipoproteins.
Targeting of these proteins to the outer membrane relies on two pathways: the periplasmic
chaperones SurA, Skp and DegP work together with the 3-Barrel-Assembly Machinery (Bam) to
target and insert B-barrel proteins into the outer membrane while the Lol pathway targets and
insert lipoproteins. In this work, we showed that SurA binds to the hydrophobic PnlH signal
sequence during the course of its periplasmic transit.

The PnIH signal sequence (41 residues) carries all the information necessary to the
targeting of PnIH to the outer membrane. The nature of the information that targets proteins to the
Tat system is well charcterized. Thus, we focused on the nature of the information carried by the
PnIH signal sequence and that allows its crossing of the periplasm and its insertion in the outer
membrane. The deletion of a conserved region of the PnIH signal sequence between residues 28
and 41 strongly affects the targeting of PnIH to the outer membrane. None of the single amino acid
substitutions constructed in this region obviously affected the targeting of PnIH, indicating that the
information may not reside in the amino acid sequence of the PnlH signal sequence. Consistently,
our data suggest that the presence in the PnlH signal sequence of an a helix with a hydrophobic
cluster is important for the targeting of PnlH to the outer membrane. This observation is striking

since such a structure is considered as an inner membrane protein property.

Key words : Outer membrane proteins, Tat signal sequence, SurA, targeting.
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Chapitre | Introduction générale

A la fin des années 1830, M. Schleiden et T. Schwann énoncaient le premier axiome de ce
que I'on appelle aujourd’'hui la théorie cellulaire : « tous les organismes sont faits de petites unités,
les cellules ». Selon cette théorie, la cellule est I'unité structurale, fonctionnelle et reproductrice du
vivant. L'existence de ces unités n'est permise que par l'existence d'une enveloppe qui
individualise la cellule de son environnement. Cette enveloppe a une fonction complexe et
essentielle pour la cellule. Elle permet notamment d'isoler du milieu extérieur le contenu cellulaire :
informations génétiques, réactions métaboliques etc. Pourtant, I'enveloppe cellulaire est loin d'étre
un simple sac inerte et constitue une interface dynamique et sélective entre la cellule et le milieu
extérieur. Ainsi, tout en permettant l'entrée et la sortie de molécules nécessaires au
fonctionnement cellulaire, I'enveloppe reste suffisamment imperméable a toute une batterie de
molécules potentiellement toxiques pour la cellule. Pour répondre a ces contraintes, les étres
vivants ont mis en place diverses stratégies et il en résulte une grande diversité en terme de
structure de l'enveloppe cellulaire au sein du vivant. Les enveloppes bactériennes ont été
particulierement étudiées en raison de la facilité de manipulation de ces organismes et de I'impact
gu’ils ont sur notre société. Un apercu de la diversité des enveloppes cellulaires au sein du vivant
peut ainsi facilement étre obtenu au travers des efforts des scientifiques pour classer les
enveloppes bactériennes en fonction de leur structure.

Les premiers pas dans I'étude de l'enveloppe bactérienne peuvent étre attribué a Hans
Christian Gram. A la fin du XIX éme siécle, il met au point une coloration permettant de classifier
les bactéries selon leur réponse positive ou négative a la coloration. La coloration de Gram a
longtemps été un élément fondamental de la classification bactérienne (Beveridge, 2001) et un
amalgame entre réponse a cette coloration et structure de l'enveloppe a persisté. Ainsi, la
structure de l'enveloppe des bactéries a Gram positif est souvent assimilée a celle de Bacillus
subtilis (Firmicutes) dont I'enveloppe est constituée d'une unique membrane lipidique entourée
d'un épais polymére, le peptidoglycane. De la méme fagon, la structure de I'enveloppe des
bactéries a Gram négatif est assimilée a celle d'Escherichia coli (Proteobacteria) dont I'enveloppe
est constituée de deux membranes lipidiques délimitant un espace hydrophile dénommé
périplasme. Depuis la fin du XXéme siécle l'utilisation de techniques biochimiques, microscopiques
et génomiques de plus en plus performantes a permis de mettre en évidence que la diversité des
membranes bactériennes était bien plus importante que celle suggérée par la coloration de Gram.
A titre d'exemple, les Mycobactéries du phylum des Actinobacteria, ont une réponse positive a la
coloration de Gram et ont longtemps été considérées comme des bactéries a une seule
membrane. Cependant, de récentes études ont permis de montrer que Mycobacterium
tuberculosis pourrait disposer d'une seconde membrane dont la nature est trés différente de celle
que l'on retrouve chez E. coli (Niederweis et al., 2010). Cet exemple, non isolé, illustre a quel point

la diversité des enveloppes bactériennes a longtemps été sous estimée.
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Ces dernieres années, 'accumulation des données concernant la structure des enveloppes
bactériennes a posé le probléeme de la classification de ces enveloppes en fonction de leur
structure. En 2010, Sutcliffe propose des bases sémantiques a ce probléme de classification
(Sutcliffe, 2010). Selon lui, il est important de définir I'architecture des enveloppes bactériennes en
fonction du nombre de membranes cellulaires. Il distingue alors deux grands types d'organisation :
les bactéries monodermes a une seule membrane et les bactéries didermes a deux membranes.
L'auteur insiste aussi sur la nécessité de différencier les bactéries didermes en fonction de la
nature de leur membrane la plus externe. Dans ce contexte, la composition en lipide de cette
membrane est un critére particulierement important. Dés lors, Sutcliffe regroupe sous 'appellation
de bactéries didermes a lipopolysaccharide (LPS) toutes les bactéries a deux membranes dont la
plus externe contient des LPS. Les bactéries a deux membranes caractérisées par la présence de
composés atypiques (acides mycoliques des Mycobacteria, glycosphingolipides des
Sphingomonas, toga des Thermotogae) et/ou I'absence de LPS dans la membrane externe sont
simplement définies comme didermes. Cependant, malgré les récentes avancées techniques,
I'absence de données suffisantes rend parfois difficile la classification de certaines bactéries en
tant que monoderme ou diderme. C'est notamment le cas pour de nombreuses espéces du
phylum des Chloroflexi.

A cette diversité des enveloppes bactériennes s'ajoute une répartition phylogénétique
complexe. En effet, si seuls les phyla des Firmicutes et des Actinobacteria contiennent des
bactéries monodermes, les bactéries didermes sont retrouvées dans la quasi totalité des phyla. Il
est ainsi intéressant de noter que le phylum principalement monodermique des Actinobacteria
contient un certain nombre de bactéries didermes comme les Mycobactéries. De fagon encore plus
surprenante, les bactéries didermes a LPS ont été retrouvées dans 17 des 24 phyla pour lesquels
les données nécessaires a la détermination de la structure de l'enveloppe sont disponibles
(Sutcliffe, 2010). Il est donc difficile d'établir un lien direct entre structure de I'enveloppe et
appartenance a un phylum. Cependant, il est possible d'observer une certaine homogénéité dans
la structure de l'enveloppe des espéces de certains phyla. A titre d'exemples, le phylum des
Deinococcales—Thermus contient uniquement des bactéries didermes sans LPS et le phylum des
Proteobacteria est presque uniquement constitué de bactéries didermes a LPS.

La large représentation au sein des différents phyla des bactéries didermes souléve la
question de l'origine de cette seconde membrane et de son rble évolutif. Plusieurs théories sur
l'origine d'une seconde membrane ont été avancées. En 2009, dans des travaux controversés
Lake suggére que l'apparition de la membrane externe des bactéries didermes serait liée a une
endosymbiose entre une Actinobacteria et une Clostridia (Lake, 2009). En 2011, un groupe
américain travaillant sur la bactérie Acetonema longum (Clostridia) remarque que cette bactérie
monoderme a la capacité de produire des spores didermes par intégration de la membrane de la
cellule mére a I'enveloppe de la spore (Tocheva et al., 2011). Si ces travaux offrent une explication
mécanique a l'apparition d'une seconde membrane chez un monoderme, ils n'expliquent pas

pourquoi une telle organisation a été si largement sélectionnée au cours de I'évolution. Une
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Figure 1.1 : Représentation de I’évolution de la membrane externe chez les bactéries.
La nature de la membrane externe de chaque groupe est indiquée sous le groupe
correspondant. Les bactéries « didermes traditionnelles » posseédent une membrane externe
asymétrique avec un feuillet interne de phospholipides et un feuillet externe de LPS. La
phylogénie des différents groupes de bactéries didermes est basée sur la présence d’insert
dans les génes codant les protéines Hsp60 et Hsp70. Les Chloroflexi, Deinococcus-Thermus
et autres bactéries « didermes traditionnelles » possédent un insert dans le géne codant
Hsp70. Les bactéries « didermes traditionnelles » possédent un insert dans le géne codant
Hsp60. PG et IM signifient respectivement peptidoglycane et membrane interne. D’aprés
Gupta (2011).
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premiére réponse a cette question a été apportée par une étude de Radhey Gupta datant de 2011
(Gupta, 2011). Partant du constat que la majorité des producteurs d’antibiotiques sont des
monodermes, 'auteur propose que l'acquisition d’'une seconde membrane pourrait constituer une
défense supplémentaire contre les antibiotiques. Une étude phylogénétique basée sur la présence
d’'insertions dans les génes codant pour les protéines Hsp60 et Hsp70 a permis a 'auteur de tracer
I'histoire évolutive de nombreuses bactéries didermes a LPS a partir de bactéries monodermes
(Figure 1.1). De facon intéressante, ces travaux montrent que l'acquisition d’'une seconde
membrane est une stratégie efficace qui est apparue plusieurs fois et de fagon indépendante au
cours de I'évolution.

Si 'acquisition d’'une seconde membrane chez les bactéries semble conférer un avantage
évolutif indéniable (Gupta, 2011), elle pose aussi de nhombreux probléemes en terme d’échanges
avec le milieu extérieur. En effet, la présence d’'une seconde membrane constitue une barriére
supplémentaire pour l'internalisation et la sécrétion des molécules nécessaires au fonctionnement
cellulaire. Pour palier a ce probléme, les bactéries didermes ont mis en place dans la membrane
externe de nombreuses structures protéiques qui assurent les interactions avec le milieu extérieur.
C’est notamment le cas des porines, protéines assurant la diffusion de nombreuses molécules au
travers de la membrane externe, ou des systémes de sécrétion assurant la sortie de molécules
dans le milieu extérieur (Nikaido, 2003). Les composants de la membrane externe, qu’ils soient
protéiques ou lipidiques, sont synthétisés dans le cytoplasme et doivent donc franchir la
membrane interne et le périplasme avant d’étre insérés dans la membrane externe. De part la
nature hydrophobe de ces composés ce processus d’acheminement au travers d’'un espace
hydrophile comme le périplasme est thermodynamiquement défavorable. Ce processus est donc
impossible de fagon spontanée et I'absence de source d’énergie dans le périplasme constitue un
probléme supplémentaire. Il se pose également la question du signal permettant d’adresser de
fagon spécifique une molécule au bon compartiment : cytoplasme, membrane interne, périplasme
ou membrane externe. Pour résoudre ces problémes les bactéries ont mis en place de nombreux
systémes assurant I'adressage spécifique des composants de la membrane externe a cette
derniére (Ricci et Silhavy, 2012).

L’étude des systémes permettant la biosynthése de la membrane externe pourrait fournir
des informations utiles concernant la mise en place de cette derniére au cours de I'évolution. De
plus, la compréhension des mécanismes sous jacents a cette biosynthése pourrait fournir de
nouvelles cibles pour les antibiotiques. Les protéobactéries sont souvent considérées comme des
bactéries didermes a LPS archétypiques et constituent un modéle d’étude trés utilisé pour la
biogénése de la membrane externe. Dans ce contexte, cette thése se propose de faire la synthése
des connaissances actuelles sur l'adressage des protéines a la membrane externe des
protéobactéries ainsi que d’étudier 'adressage d’une protéine atypique de membrane externe chez

la protéobactérie phytopathogéne Dickeya dadantii.
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Chapitre Il Biosynthése des protéines de la membrane externe

chez les protéobactéries

| Introduction

L’enveloppe des protéobactéries est caractérisée par la présence de deux membranes
délimitant un compartiment intermembranaire appelé le périplasme (Figure I.1). La majorité de ce
compartiment est occupée par un polymére de glycosaminopeptides dénommé peptidoglycane
dont le rdle est notamment de donner leur forme aux cellules et de protéger la bactérie contre les
stress osmotiques (Typas et al., 2011). Le périplasme représente également un compartiment
cellulaire métaboliquement actif et est le lieu de transit de nombreuses molécules entre la
membrane interne (MI) et la membrane externe (ME). Ces deux membranes se distinguent
fortement de part leur composition. En effet, si la Ml est composée d'une bicouche de
phospholipides, la ME est constituée de fagon asymeétrique avec un feuillet interne composé de
phospholipides et un feuillet externe composé de LPS. Ce dernier est constitué d’'un lipide A,
jouant un réle d’ancre membranaire, substitué par un cceur oligosaccharidique parfois lui-méme
associé a un oligosaccharide répété : I'antigéne O (Silhavy et al., 2010). MI et ME sont pourvues
de nombreuses protéines et si elles disposent toutes deux de lipoprotéines, ancrées dans la
membrane via une extrémité amino terminale acylée (Okuda et Tokuda, 2011), elles different par
la nature de leurs protéines intégrales. En effet, les protéines intégrales de MI traversent la
bicouche phospholipidique grace a des structures secondaires en hélice a (Dalbey et al,. 2011)
alors que les protéines intégrales de ME forment des structures en tonneau B (Fairman et al.,
2011) et sont ainsi dénommées protéines en tonneau B (PTR).

La mise en place des protéines dans la membrane externe implique des mécanismes
complexes puisque ces protéines hydrophobes doivent d’abord traverser la membrane interne et le
périplasme avant d’étre insérées dans la ME. La premiére étape de la mise en place des protéines
de ME correspond a I'exportation : un transport actif de la protéine néo synthétisée depuis le
cytoplasme vers le périplasme (Desvaux et al., 2009). Ce processus est assuré par les systémes
Sec, pour les protéines non repliées, et Tat pour les protéines repliées. L’adressage d’une protéine
a un systéme d’exportation est dépendant d’'une séquence signal spécifique, située a I'extrémité
amino terminale des protéines exportées et clivée aprés exportation. La fagon dont ces protéines
sont ensuite insérées dans la membrane externe est longtemps restée une énigme. Ces derniéres
années, deux systéemes permettant 'acheminement et l'insertion des protéines a la membrane
externe ont été identifiés. Il s’agit des systémes d’adressage Bam et Lol qui sont spécifiques
respectivement des PT[ et des lipoprotéines. Ce chapitre bibliographique se propose de faire un
état des lieux des connaissances concernant ces systémes permettant I'adressage et l'insertion
des protéines dans la ME des protéobactéries. La majorité des données disponibles ont été

obtenues chez la y-protéobactérie E. coli et ce travail décrit principalement les avancées
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(A) Exportation post traductionnelle. La protéine a exporter est prise en charge par un
homotétramére de SecB. SecB interagit avec 'ATPase SecA et lui transfére la protéine a
exporter. Aprés interaction de SecA avec le translocon Sec, I'hydrolyse d’ATP par SecA
fournit I'énergie pour I'exportation. (B) Exportation co traductionnelle. Le SRP se fixe sur la
séquence signal de la protéine a exporter et sur le ribosome. La traduction s’arréte. Le
complexe SRP ribosome est recruté par FtsY et le ribosome est transféré au translocon Sec.
La traduction reprend fournissant I'énergie a I'exportation. L’hydrolyse de GTP par SRP et

FtsY assure la dissociation de ces deux particules. Adapté de Cross et al. (2009).
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concernant la biosynthése de la ME de cet organisme. Dans ce contexte, il est important de noter

que ce qui est décrit chez cette bactérie n’est pas forcément vrai chez d’autres organismes.

Il Exportation des protéines

IlLA Le systeme SEC

II.LA.1 Introduction

Les protéines périplasmiques et de ME sont synthétisées dans le cytoplasme et doivent
donc étre exportées dans le périplasme pour atteindre leur destination finale. La majorité de ces
protéines traverse la Ml sous forme non repliée en empruntant le systeme Sec. Ce systéme est le
systéme d’export principal chez les bactéries et un systéme équivalent est présent chez les
archées et les eucaryotes (Cao et Saier, 2003). Chez les bactéries, le systtme Sec comprend
deux complexes de MI SecYEG et SecDFYajC qui forment le translocon au travers duquel la
protéine a exporter traverse la MI. L’adressage de la protéine a exporter au translocon Sec repose
soit sur le couple de protéines cytoplasmiques SecA et SecB ou sur SRP (Signal Recognition
Particle) et son récepteur membranaire FtsY (Cross et al., 2009). Cet adressage repose sur
plusieurs signaux présents dans la protéine a exporter et notamment sur I'existence d’un court
peptide amino terminal dénommé séquence signal. Les caractéristiques de cette séquence signal

et le mode de fonctionnement du systéme Sec sont présentés ci-dessous.

ILA.2 La séquence signal Sec et adressage au translocon Sec

Les protéines exportées par le systeme Sec sont synthétisées sous la forme d'un
précurseur doté d’'une séquence signal amino terminale qui sera clivée aprés exportation pour
donner la forme mature de la protéine. La séquence signal Sec ne porte pas de motif conservé
mais posséde une organisation tripartite conservée au cours de I'évolution (Cao et Saier, 2003) :

- un domaine amino terminal basique (Domaine N).

- un domaine central hydrophobe (Domaine H).

- un domaine carboxy terminal polaire portant un site de clivage A-X-A pour la signal

peptidase LepB (Luke et al., 2009) ou L_3(A/S/T)-»(G/A)-1C.4 pour la signal peptidase
LspA (Pugsley, 1993).

La séquence signal Sec étant en position amino terminale, elle est la premiére a sortir du
ribosome et est directement prise en charge par le TF (Trigger Factor). Par la suite, la séquence
signal Sec permet l'adressage au translocon Sec de maniére post-traductionnelle ou co-
traductionnelle (Figure 11.2) (Cross et al., 2009).

L’exportation co-traductionnelle implique initialement le SRP qui est doté d’'une activité
GTPase et est constitué de la protéine Ffh et de 'ARN 4,5S (Pool et al., 2005). Le SRP reconnait

les séquences signal Sec dotées d’un domaine H trés hydrophobe et déplace le TF pour se lier a
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Figure 11.3 : Structure cristalline de différents complexes SecYE(G/B) montrés en vue
de coté ou de dessus (depuis le cytoplasme).

SecY est en gris. Les deux hélices a de SecY formant la porte latérale sont indiquées en
orange (TM2) et en vert (TM7). L’hélice a obstruant le pore de SecY est indiquée en rouge.
SecE est en jaune et SecG/f est en bleu. (A) SecYE(G/B de de Methanococcus jannaschii.
(B) SecYEG de Thermotoga maritima co-cristallisé avec SecA (non montrée). D’aprés

Lycklama a Nijeholt et Driessen (2012).
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ces dernieres ce qui arréte la traduction (Lee et Bernstein, 2001). Le complexe SRP-ribosome est
ensuite recruté par la GTPase de MI FtsY. L'interaction entre SRP et FtsY permet le transfert de la
séquence signal de la protéine a exporter et du ribosome au translocon Sec (Gorlich et Rapoport,
1993 ; Halic et al., 2006). L’hydrolyse de GTP par SRP et FtsY assure ensuite la dissociation de
ces deux particules qui sont prétes pour un nouveau cycle (Connolly et al., 1991). Une fois le
ribosome dissocié de SRP, la traduction reprend et fournit I'énergie nécessaire au translocon Sec
pour assurer I'exportation de la protéine en cours de synthése. Les séquences signal Sec dotées
d’'un domaine H peu hydrophobe n’interagissent pas avec SRP et adressent la protéine au
translocon Sec de fagon post-traductionnelle. Dans ce cas, le chaperon homotétramérique SecB
se lie a la forme mature de la protéine a exporter avec assez peu de spécificité et la maintient dans
un état non replié compatible avec I'exportation (Randall et al., 1997 ; Lecker et al., 1989). SecB
interagit ensuite avec I'extrémité carboxy terminale de 'ATPase SecA et lui transfére la protéine a
exporter. SecA assure la spécificité de I'adressage en se liant notamment a la séquence signal de
la protéine a exporter (Hartl et al., 1990 ; Gelis et al., 2007 ; Grady et al., 2012). En interagissant
avec le translocon Sec, le complexe SecA-protéine a exporter se charge d’'une molécule d’ATP ce
qui entraine un changement de conformation important de SecA (Natale et al., 2004). Ce
changement de conformation permet le transfert de la séquence signal de la protéine a exporter au
translocon Sec (Zimmer et al., 2008). Enfin, des cycles d’hydrolyse d’ATP par SecA permettent de

pousser la protéine au travers du translocon Sec (Erlandson et al., 2008).

ILA.3 Les composants du systeme Sec: SecA et les complexes SecYEG et
SecDFYajC

Le complexe hétérotrimérique SecYEG constitue I'unité principale du systéme Sec a la fois
pour I'exportation co-traductionnelle et I'exportation post-traductionnelle. En association avec SecA
il suffit a assurer in vitro la translocation de protéines (Brundage et al., 1990). Ce complexe
héterotrimérique est constitué des protéines SecY (10 segments transmembranaires (TM)), SecE
(83 TMs) et SecG (2 TMs) et est fonctionnel sous la forme de dimére. L’obtention de la structure
cristalline du complexe SecYER (Secp est un homologue de SecG) de Methanococcus jannaschii
(Figure 1.3 A) a permis de montrer que les 10 TMs de SecY forment un pore au travers duquel
s’effectue I'exportation des protéines (Van Den Berg et al., 2004). Ce pore est obstrué par une
constriction centrale constituée de six résidus hydrophobes et par une hélice a qui, ensemble,
bloquent la diffusion potentiellement |étale de molécules solubles entre le cytoplasme et le
périplasme (Gumbart et Schulten, 2008). De plus, les TMs 7 et 2 de SecY forment une porte
latérale ouverte sur la partie hydrophobe de la membrane. La cristallisation du complexe SecYEG
de Thermotoga maritima complexé avec SecA montre que cette porte latérale peut s’ouvrir et que
I'hélice a qui bloque le pore dans la structure de SecYEG de Methanococcus jannaschii est
déplacée vers le périplasme (Figure [1.3 B)(Zimmer et al., 2008). Ces observations laissent a

penser que, durant I'exportation, le pore de SecY s’ouvre pour assurer le passage de la protéine a
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Périplasme

Figure 1.4 : Structure cristalline du complexe SecYEG de Thermotoga maritima co-
cristallisé avec SecA.

Vue de coté. Un unique complexe SecYEG (SecY en gris, SecE en jaune, SecG en orange)
est représenté associé a une unique protéine SecA (en bleu). Les deux hélices a de SecA
formant une pince s’insérant dans le pore de SecY sont représentées en rouge. D’aprés
Zimmer et al. (2008).
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exporter vers le périplasme. En accord avec cette idée, 'ouverture de la porte latérale de SecY
semble indispensable a I'exportation (du Plessis et al., 2009) probablement en permettant d’élargir
le pore au niveau de sa constriction centrale. De plus, il a été suggéré qu’en s’ouvrant, la porte
latérale pourrait accueillir la séquence signal de la protéine a exporter (Plath et al., 1998). La
protéine SecE est insérée dans la membrane par 3 TMs et posséde deux hélices a en forme de V
dont l'interaction avec SecY est indispensable a la stabilité du complexe (Figure 11.4) (Pohlschroder
et al., 1996). Le rble exact de la protéine SecG reste inconnu et, si elle n’est pas essentielle a la
translocation in vitro (Brundage et al., 1990), elle augmente l'efficacité de I'exportation in vivo
(Nishiyama et al., 1994).

Les protéines SecD et SecF forment avec la protéine YajC un complexe hétérotrimérique.
Ce complexe, localisé dans la MlI, interagit avec le complexe SecYEG au cours de I'exportation
(Duong et Wickner, 1997). Les protéines SecD et SecF ne sont pas indispensables a la
translocation in vitro (Matsuyama et al., 1992) mais leur délétion conduit a une diminution de
I'efficacité d’exportation in vivo (Pogliano et Beckwith, 1994). Le complexe SecDFYajC semble étre
impliqué a la fois dans la coordination des composants du translocon Sec (Duong et Wickner,
1997) et dans le relargage des protéines exportées (Matsuyama et al., 1993). Une étude récente a
montré que ce processus de relargage est dépendant de la force proton motrice et repose sur un
long domaine périplasmique de SecD qui, en interagissant avec la protéine a exporter, permet de
tirer cette derniére vers le périplasme (Tzukazaki et al., 2011).

La protéine SecA est un élément central de I'exportation post-traductionnelle. En effet, elle
recoit la protéine a exporter de SecB et est responsable du transfert de celle-ci au complexe
SecYEG. De plus, elle semble fournir une partie de I'énergie nécessaire au processus
d’exportation grace a son activité ATPase (Zimmer et al., 2006 ; Gelis et al., 2007 ; Erlandson et
al., 2008). SecA existe a la fois sous une forme libre dans le cytoplasme et sous une forme
associée a la MI. Les différentes études structurales ne s’accordent pas sur I'état monomérique ou
dimérigue de SecA et donnent une orientation différente des protoméres lorsque SecA est
dimérique (Papanikolau et al., 2007 ; Sharma et al., 2003 ; Vassylyev et al., 2006 ; Vrontou et
Economou, 2004 ; Weaver et al., 1992 ; Zimmer et al., 2006 ; Ding et al., 2003). Cependant, la
forme dimérique de SecA semble étre la forme prédominante et fonctionnelle dans la bactérie. En
effet, il a été montré que SecA permettait la translocation de protéines in vitro uniquement en
interagissant sous forme dimérique avec SecYEG (Kusters et al., 2011). De plus, deux protoméres
de SecA liés de fagon covalente restent fonctionnels pour I'exportation (de Keyzer et al., 2005). La
récente co-cristallisation de SecA et du complexe SecYEG montre que deux hélices a de SecA
forment une sorte de pince qui s’insére dans le pore de SecY (Figure 11.4) (Zimmer et al., 2008). II
a été proposé que l'hydrolyse de I'ATP par SecA provoque un mouvement de cette pince qui

pousse la protéine a exporter au travers du pore de SecY (Erlandson et al., 2008).
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Figure 11.5 : Insertion des protéines dans la membrane interne.

(A) YidC assure seule linsertion des segments transmembranaires (TMs) de certaines
protéines dans la membrane interne. (B) YidC s’associe au complexe SecYEG pour assurer
l'insertion dans la Ml des TMs de certaines protéines. Le translocon Sec assure le transfert
des TMs depuis le cytoplasme vers YidC. YidC assure ensuite 'assemblage des TMs et leur
diffusion dans la membrane interne. (C) YidC assure l'insertion des TMs de la partie amino
terminale de CyoA dans la membrane interne. Dans un second temps SecYEG assure

l'insertion de la partie carboxy terminale de CyoA. D’aprés Dalbey et al. (2011).
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Il.A.4 Insertion des protéines dans la membrane interne

Les protéines de MI représentent approximativement 20% du protéome de E. coli et jouent
de nombreuses fonctions clefs dans le métabolisme bactérien (Daley et al., 2005). De ce fait, leur
insertion dans la Ml est un défi important pour les bactéries. La majorité des protéines de Ml sont
des protéines intégrales de membrane (IMP) et sont insérées dans la membrane par une ou
plusieurs hélices a hydrophobes ou segments transmembranaires (TMs). La protéine YidC joue un
réle particulierement important dans I'insertion de ces TMs dans la MI. En effet, elle posséde une
fonction d’insertase qui lui permet d’assurer seule l'insertion dans la Ml de plusieurs petites
protéines comme la sous unité ¢ de I'ATP synthase F1F0 et les protéines de capside des phages
M13 et Pf3 (Figure I1.5 A) (Samuelson et al., 2000 ; Kol et al., 2006). De plus, YidC a été décrite
comme agissant de concert avec le translocon Sec pour assurer l'insertion de différentes IMPs
(Samuelson et al., 2000 ; duPlessis et al., 2006 ; Wagner et al., 2008). Dans ce contexte, YidC
interagit avec le complexe SecDFYajC qui la maintient a proximité du complexe SecYEG pour
former le complexe fonctionnel a I'insertion des IMPs (Nouwen et Driessen, 2002). Le role exact de
YidC lorsqu’elle agit avec SecYEG varie selon le substrat. Des expériences de cross link
suggérent que YidC pourrait jouer le réle d’'une intégrase permettant la diffusion dans la bicouche
phospholipidique des TMs que lui délivre SecYEG au niveau de la porte latérale de SecY (Figure
1.5 B) (Houben et al., 2004 ; van Den Berg et al., 2004). De plus, I'étude de l'insertion dans la Ml
de LacY a montré que YidC n’est pas nécessaire a I'insertion des TMs de LacY qui sont insérés
par SecYEG. En revanche, YidC est indispensable au repliement correct de la protéine dans la Ml
(Nagamori et al., 2004), indiquant que YidC pourrait également étre dotée d’'une fonction de
foldase assurant 'assemblage des TMs dans la M| (Nagamori et al., 2004 ; Dalbey et al., 2011).
Enfin, YidC a été décrite comme permettant I'insertion de I'extrémité amino terminale de CyoA
dans la Ml alors que le systéme Sec assure 'insertion de I'extrémité carboxy terminale (Figure 1.5
C) (Celebi et al., 2006 ; van Bloois et al., 2006).

Les IMPs sont synthétisées sans séquence signal et le signal qui les adresse a la Ml
correspond aux régions fortement hydrophobes que constituent leurs hélices «a
transmembranaires. SRP reconnait ces régions particulierement hydrophobes et assure un
adressage co-traductionnel au translocon Sec. De facgon intéressante, SRP permet 'adressage de
la sous unité ¢ de I'ATP synthase F1F0 a YidC, indiquant que SRP pourrait également assurer
'adressage a la M| des IMPs indépendantes du translocon Sec pour leur insertion dans la Ml (van
Bloois et al., 2004).
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Il.B Le systéeme Tat

1I.B.1 Introduction

L’existence d'un systeme d’exportation des protéines indépendant du systeme Sec a
d’abord été proposée par Berks en 1996 (Berks, 1996). L’auteur avait remarqué que de
nombreuses enzymes a cofacteur disposaient d’'une séquence signal contenant un motif conservé
SRRXFLK et a proposé que ce type d’enzymes pourrait étre exporté par un autre systéeme que le
systeme Sec. Le systéme Tat (Twin Arginine Translocation) a ensuite été expérimentalement
identifié chez E. coli et dans les thylakoides du mais comme un systéme alternatif permettant
I'exportation de protéines a motif SRRXFLK de fagon indépendante au systéeme Sec (Settles et al.,
1997 ; Santini et al., 1998 ; Weiner et al., 1998). L’existence d’un second systéme d’exportation
peut paraitre redondante mais celle-ci s’explique par la spécificité de ses substrats. En effet, le
systéme Tat assure I'exportation de protéines repliées dans le cytoplasme autrement impossible
par le systéme Sec.

Le systéme Tat est conservé chez les bactéries, les archées, les thylakoides de plantes,
les chloroplastes des algues et a été retrouvé dans les mitochondries de certaines éponges. Il joue
un réle dans divers processus métaboliques comme la respiration ou la division cellulaire et est
fortement impliqué dans la virulence de nombreuses espéces bactériennes. L’ubiquité et
limportance de ce systéme dans les processus cellulaires en ont fait un sujet trés étudié ces 15

derniéres années et nous donnerons ici un apercu de ces recherches.

I1.B.2 Pourquoi un systéeme Tat ?

L’existence du systéme Tat assurant spécifiquement I'exportation de protéines repliées
souléve la question suivante : « Pourquoi certaines protéines périplasmiques doivent elles étre
repliées dans le cytoplasme ? ». Chez les protéobactéries trois principales raisons ont été
identifiées.

(1) La protéine se replie autour de cofacteurs qui ne peuvent étre insérés que dans le
cytoplasme. De fagon générale, un cofacteur est dit associé au systéme Tat lorsqu’il est présent a
la fois dans les protéines cytoplasmiques et dans les protéines périplasmiques. A contrario, les
cofacteurs associés au systéme Sec ne sont présents que dans les protéines périplasmiques ;
c’est notamment le cas des hémes (Palmer et Berks, 2012). |l est possible de distinguer deux
grandes familles de cofacteurs associées au systeme Tat: les clusters métaux-soufre et les
cofacteurs dérivés de nucléotides (NAD+, Cobalamine, etc.) (Berks et al., 2003).

(2) La protéine se replie autour d’'ions métalliques dont la concentration périplasmique est
faible. En cas de repliement dans le périplasme, la protéine pourrait intégrer par compétition un ion
métallique non spécifique présent en plus forte concentration (Palmer et Berks, 2012).

(3) La protéine doit étre exportée sous la forme d’hétéromultimére. Durant ce processus
dénommé « hitchhiking », un complexe de deux protéines repliées est exporté par le systéme Tat.

Seule 'une des deux protéines dispose d’'une séquence signal Tat et I'exportation ne peut avoir
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Site de clivage

Domaine N Domaine H Domaine C
A Séquence signal Tat SRRXFLK ‘ +)
B Sufl MSLSRRQFIQ-ASGIALCAGAV-PLKASA
TorA MNNNDLFQASRRRFLAQ-LGGLTVAGMLG-PSLLTPRRATA
DmsA MERRSFLK--MSAAMGCAAT-VTG
Site de clivage
. ' Domaine
Domaine N Domaine H C 1
C Séquence signal Sec +
D OmpA MKKT-AIAIAVALAGFATV-AQA
MalE MKIKTGAR-ILALSALTTMMFSA-SALA
Pal MQLNKVLK-GLMIALPVMA—-——--—- IAA

Figure 11.6 : Organisation tripartite des séquences signal Tat et Sec.

(A) Représentation schématique d’une séquence signal Tat. Le consensus Tat est indiqué
en rouge. Les domaines N, H et C sont indiqués avec la position du site de clivage. Le
symbole (+) indique la présence d’'une éventuelle charge positive. (B) Séquences signal Tat
des protéines Sufl de E. coli, TorA d’E. coli et de la lipoprotéine DmsA de Shewanella
oneidensis. Le consensus Tat est indiqué en rouge et les symboles — indiquent un
changement de domaine. Le site de clivage de la signal peptidase est souligné. (C)
Représentation schématique d’'une séquence signal Sec. Les domaines N, H et C sont
indiqués avec la position du site de clivage. Le symbole + indique la position de charges
positives. (D) Séquences signal des protéines OmpA, MalE et de la lipoprotéine Pal d’E. coli.
Les symboles — indiquent un changement de domaine. Le site de clivage de la signal

peptidase est souligné. Adapté de Palmer et Berks (2012).
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lieu que lorsque les deux partenaires sont repliés et associés sous la forme d’'un dimére. Ce
processus a été décrit pour la premiére fois pour le complexe hydrogénase 2 d’E. coli (Rodrigue et
al., 1999).

Ces protéines repliées dans le cytoplasme avant exportation doivent posséder un signal qui
assure leur adressage au systeme Tat plutét qu’au systéme Sec, incapable de prendre en charge

des protéines repliées. La nature de ce signal est décrite ci-dessous.

1I.B.3 La séquence signal Tat

De facon analogue au systéme Sec, I'adressage d’une protéine au systeme Tat dépend
d’'une séquence signal amino terminale spécifique de ce systéme. Le réle primordial de la
séquence signal Tat dans cet adressage a été montré par I'étude de I'exportation Tat dépendante
de protéines de fusion entre la séquence signal Tat de la protéine TorA d’E. coli et les formes
matures de diverses protéines telles que MalE ou la GFP (Santini et al., 1998 ; Blaudeck et al.,
2003 ; Ize et al., 2002). Tout comme les séquences signal Sec, les séquences signal Tat
possédent une organisation tripartite (Figure 11.6). Cependant, chacune des trois parties présente
des caractéristiques propres au systeme Tat (Berks, 1996 ; Cristobal et al., 1999).

(1) Le domaine amino terminal (Domaine N) basique est généralement plus long que celui
des séquences signal Sec et porte un motif conservé SRRXFLK. La nature et le réle de ce motif
sont discutés plus loin.

(2) Le domaine central (Domaine H) est généralement moins hydrophobe que celui des
séquences signal Sec et une augmentation de I'hydrophobicité de ce domaine conduit a un
adressage de la protéine au systéme Sec (Cristobal et al., 1999). De plus, ce domaine est impliqué
dans l'interaction avec les REMPs (Redox enzyme maturation proteins) qui sont des chaperons
cytoplasmiques spécifiques de certaines enzymes Redox et qui sont impliqués dans le repliement
et 'adressage au systéme Tat de ces protéines (Shanmugham et al., 2012).

(3) Le domaine carboxy terminal (Domaine C) porte un site de clivage pour une signal
peptidase. Ce site de clivage est le méme que dans une séquence signal Sec, a savoir A-X-A pour
la signal peptidase LepB (Luke et al., 2009) et L_3(A/S/T)-,(G/A)-1C.4 pour la signal peptidase LspA
(Pugsley, 1993). Dans certains cas le domaine carboxy terminal porte une charge globale positive
qui a été décrite comme un signal d’évitement a Sec (Bogsch et al., 1997 ; Blaudeck et al., 2003).
De plus, ce domaine est impliqué avec le domaine hydrophobe dans l'interaction avec les REMPs
(Shanmugham et al., 2012).

Le motif SRRXFLK du domaine amino terminal joue un réle particulierement important dans
'adressage au systéme Tat. Les deux arginines de ce motif sont presque toujours invariantes et
conférent leur nom au systéme Tat qui est un acronyme pour Twin Arginine Translocation. Le
remplacement de I'une ou des deux arginines de ce motif par une lysine conduit a une diminution
drastique de la vitesse d’exportation (Stanley et al., 2000 ; Ize et al.,, 2002). Cependant, il est

intéressant de noter que certains substrats du systéme Tat disposent naturellement d’'un motif dont

19

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2012ISAL0126/these.pdf
© [A. Rondelet], [2012], INSA de Lyon, tous droits réservés



13bp -3bp TBop 3bp Zbp 41|I:||::- -3bp
e m— s m———
whiE wirF [F1ai = Py tata fatis rarc fatia aH

-:3u|:-p 12:Ia|:+p ml-n:-p
e [ -~rffomm

yial  ybatd tate fer]

Périplasme

Membrane interne

Cytoplasme

Périplasme

Membrane interne

Cytoplasme

Figure 1.7 : Composants du systéme Tat d’E. coli.

(A) Contexte génétique des unités transcriptionnelles tatABCD et tatE chez E. coli K-12. (B)
Prédiction de topologie des protéines TatA, B, C et E. La topologie de la protéine TatC a été
validée expérimentalement (Punginelli et al., 2007). (C) Différentes topologies proposées
pour la protéine TatA. (1) Topologie prédite avec une extrémité amino terminale
périplasmique. (2) Topologie alternative avec une extrémité carboxy terminale périplasmique
(Gouffi et al., 2004). (3) et (4) TatA peut emprunter deux topologies différentes avec une
extrémité amino terminale cytoplasmique et une extrémité carboxy terminale soit

périplasmique soit cytoplasmique (Chan et al., 2007). Adapté de Palmer et al. (2012).
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la premiere arginine est remplacée par une lysine. C’est notamment le cas de la tétrathionate
reductase TtrB de Salmonella enterica (Hinsley et al., 2001). Si 'occurrence des autres résidus du
motif est supérieure a 50%, le rdle exact de ces derniers reste moins certain (Berks, 1996 ; Stanley
et al., 2000). Il a été proposé que le caractere hydrophobe des résidus phénylalanine et leucine
était crucial pour 'adressage au systeme Tat (Stanley et al., 2000 ; Li et al., 2006 ; Mendel et al.,
2008) et que le résidu X, généralement polaire, permettait d’insérer un espace entre les arginines
chargées et ces deux résidus hydrophobes (Buchanan et al., 2001). La lysine finale, quant a elle,
est trés souvent présente dans les enzymes a cofacteur et a été décrite comme un signal qui
pourrait ralentir I'adressage de ces enzymes au systéme Tat afin d’assurer lintégration
cytoplasmique du cofacteur (Stanley et al., 2000). Cependant, il est important de noter que si ces
observations sont vraies pour un substrat donné dans un organisme donné, elles ne le sont pas
forcément dans d’autres cas et sont donc difficlement généralisables. Certains substrats du
systéme Sec, comme la protéine DacD d’E. coli, possédent un doublet arginine dans la partie
amino terminale de leur séquence signal. Cette observation implique que la présence d’'un doublet
arginine dans une séquence signal n’est pas incompatible avec un adressage au systéme Sec et
souligne 'importance des informations portées par les différents domaines de la séquence signal

ainsi que par les autres résidus du motif Tat.

11.B.4 Les génes Tat

Chez E. coli le systtme Tat est codé par cing génes répartis en deux unités
transcriptionnelles distinctes (Figure 1.7 A et B). La premiére est un opéron comprenant les génes
tatA, tatB, tatC et tatD et a été découverte grace a un crible génétique basé sur la capacité des
bactéries a exporter la protéine périplasmique DmsA (Weiner et al. 1998). La seconde unité
transcriptionnelle ne contient que le géne tatE et a été identifiée par homologie avec un géne du
systéme Tat des thylakoides de plante (Sargent et al., 1998). Les recherches dans les bases de
données semblent indiquer que les génes codant le systeme Tat sont présents chez de
nombreuses bactéries (Wu et al., 2000). Toutefois, les composants du systéme varient selon les
organismes. Il a été proposé que le systéeme Tat ancestral n’était composé que des produits des
genes tatA et tatC (Settles et al.,, 1997 ; Weiner et al. 1998). Cette hypothése est étayée par
I'observation que les génes tatB et tatE sont issus d’événements de duplication de tfatA (Sargent et
al., 1998 ; Yen et al., 2002). Plus précisément, tatB n’est présent que chez les protéobactéries et
les bactéries a Gram positif avec un haut pourcentage GC. Dans ces organismes, tatB code pour
une protéine essentielle au fonctionnement du systéme Tat et dont la fonction est différente de
celle de TatA. Quant a tatE, il est issu d’'une duplication récente de fatA et n’est présent que dans
le génome de quelques espéces de gamma-protéobactéries.

Chez les bactéries, la diversité et I'histoire évolutive des génes du systéme Tat suggerent
que tous ne sont pas indispensables au fonctionnement du systéme. Plusieurs observations

expérimentales corroborent cette hypothése. Chez E. coli, TatE posséde une fonction redondante
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a celle de TatA et le faible niveau d’expression de tatE par rapport a tatA en fait un élément non
essentiel pour le fonctionnement du systéme Tat (Sargent et al., 1998 ; Jack et al., 2001). De la
méme maniére, si TatD a tout d’abord été impliquée dans la dégradation Tat-dépendante de
substrats mal repliés, une étude récente a montré que I'effet observé était lié a un biais technique
et aucun réle de TatD dans le fonctionnement du systeme Tat n’a été décrit a ce jour (Matos et al.,
2009 ; Lindenstrauss et al., 2010). Ces observations indiquent que seules TatA, B et C sont
indispensables au fonctionnement du systéme Tat chez E. coli. Chez Bacillus subtilis ou tatB est
absent TatA et TatC assurent a elles seules le fonctionnement du systéme Tat, TatA pouvant
remplir a la fois la fonction de TatA et de TatB (Barnett et al., 2008). Il est donc possible de définir
deux types de systémes Tat minimum : le systeme TatABC et le systéme TatAC. Dans la suite de
ce manuscrit nous nous concentrerons sur le systeme TatABC qui est celui présent chez les
protéobactéries.

La répartition non ubiquitaire des génes tat dans les génomes bactériens (Wu et al., 2000)
indique que ce systéme pourrait conférer un avantage pour la bactérie dans certaines niches
écologiques sans pour autant étre essentiel. Cette idée est renforcée par I'observation chez
Bacillus subtilis d’'un second systéme Tat, issu de la duplication du premier, et s’exprimant dans

des conditions environnementales différentes (Jongbloed et al., 2004).

11.B.5 Les protéines Tat

La protéine TatC est la plus conservée des protéines du systéme Tat et est indispensable
au fonctionnement du systéme quelque soit 'organisme considéré. Il s’agit d’'une protéine de Ml de
256 acides aminés. Les logiciels de prédiction de topologie prédisent que TatC est insérée dans la
MI par 6 segments transmembranaires et 'exactitude de ces prédictions a été démontrée par des
expériences de cystéine-scanning (Punginelli et al., 2007) (Figure 1.7 B).

Du fait que les génes tatB et tatE résultent de la duplication de fatA, les protéines TatA, B
et E sont proches en terme de taille et de séquence en acides aminés. Il s’agit de trois protéines
de MI et la topologie prédite pour les trois protéines est la méme : une extrémité amino terminale
périplasmique, un segment transmembranaire, une hélice a amphipathique cytoplasmique et une
extrémité carboxy terminale cytoplasmique non structurée (Figure 1.7 B). Cependant, cette
prédiction de topologie est aujourd’hui remise en question pour TatA. En effet, il a été montré que
la région carboxy terminale de TatA pouvait étre présente a la fois dans le cytoplasme et le
périplasme indiquant que [I'hélice o amphipathique pourrait constituer un segment
transmembranaire (Gouffi et al., 2004) (Figure 1.7 C). De plus, une étude ultérieure a confirmé ce
résultat et a montré que I'extrémité amino terminale de TatA était présente dans le cytoplasme.
(Chan et al., 2007). Ces observations ont conduit au modeéle selon lequel TatA pourrait adopter
deux conformations différentes. Dans le premier cas TatA est ancrée dans la Ml par un segment
transmembranaire et son extrémité carboxy terminale est périplasmique. Dans le second cas TatA

dispose de deux segments transmembranaires et son extrémité carboxy terminale est
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Figure 11.8 : Modéle de cycle de fonctionnement du systéme Tat.

Initialement, les protéines TatB et TatC forment un complexe constitué de 6 a 8 copies de
chaque protéine (une seule copie de TatB est représentée) et TatA forme des tétraméres. La
séquence signal du substrat est reconnue par TatC (1) et la fixation du substrat au niveau du
complexe TatBC entraine le recrutement d’oligoméres de TatA (2). Le substrat traverse
ensuite la membrane interne au niveau du complexe TatABC. Selon le modéele présenté,
cette traversée se fait au travers d’'un pore formé par des oligomeres de TatA (3). Aprés
exportation la séquence signal est clivée et le substrat est relaché dans le périplasme (4). Le

complexe TatABC se désassemble. Adapté de Palmer et al. (2012).
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cytoplasmique (Figure II.7 C). De fagon intéressante, Chan et al. (2007) ont montré que le
changement de conformation de TatA était lié au potentiel de membrane, indiquant qu’il pourrait

étre lié au fonctionnement du systéme Tat.

II.B.6 Fonctionnement du systéme Tat

Le systéme Tat assure I'exportation de protéines repliées dont le diameétre peut atteindre
70A° (Berks et al,. 2000) et I'existence permanente d’un pore de cette taille dans la M| conduirait
inévitablement a une perte de son réle de barriére. Par conséquent, la structure du systeme Tat
est particulierement dynamique au cours de I'exportation (Figure 11.8). Avant interaction avec le
substrat, les protéines TatB et TatC forment un complexe constitué de 6 a 8 copies de chaque
protéine (Bolhuis et al., 2001 ; Tarry et al, 2009). Ce complexe semble responsable du
recrutement du substrat puisque TatC interagit avec le motif SRRXFLK et confere la spécificité du
systéme Tat vis-a-vis de ce motif (Cline et Mori, 2001 ; Alami et al., 2003 ; Strauch et Georgiou,
2007). Malgré la présence de plusieurs unités de TatC dans le complexe TatBC, seuls 1 ou 2
substrats peuvent se lier au complexe (Tarry et al., 2009). La fixation du substrat sur le complexe
TatBC provoque le recrutement de la protéine TatA (Mori et Cline, 2002). Avant interaction avec le
complexe TatBC, TatA est probablement présente sous forme de tétraméres et son recrutement
au niveau du complexe TatBC induit la polymérisation de TatA sous la forme d’oligoméres plus
larges contenant en moyenne 25 copies de TatA (Leake et al., 2008). Des observations en
microscopie électronique ont montré que les oligoméres de TatA avaient une forme annulaire dont
le diameétre variait en fonction du nombre de monomeéres impliqués (Gohlke et al., 2005). Cette
observation a conduit au modéle selon lequel le substrat pourrait traverser la membrane interne au
travers d’un pore formé par TatA. Toujours selon ce modele, la capacité de TatA a former des
pores de tailles différentes assurerait I'étanchéité entre cytoplasme et périplasme en ajustant la
taille du pore a celle de la protéine a exporter. Cependant, ce point est contredit par I'observation
selon laquelle la taille des oligoméres formés par TatA est indépendante de la taille de la partie
mature de la protéine a exporter (Dabney-Smith et al., 2006). D’autres modéles ont été proposés
dans lesquels TatA assurerait le passage du substrat dans le périplasme en déstabilisant la
bicouche phospholipidique sans pour autant former un pore dans celle-ci (Cline et McCaffery, 2007
; Palmer et Berks, 2012). Dans ce contexte, la déstabilisation de la membrane interne par TatA
pourrait étre liée a un changement de topologie de cette derniére (Figure 1.7 C). Aprés le passage
de la membrane interne le substrat est relaché dans le périplasme par I'action d’une signal
peptidase, qui assure le clivage de la séquence signal, et le complexe TatABC se désassemble
(Mori et Cline, 2002).

Contrairement a ce qui est observé pour le systtme Sec, I'énergie nécessaire pour
I'exportation des protéines par le systéeme Tat n’est pas fournie par 'ATP mais par la force proton
motrice (Yahr et Wickner, 2001). Cependant, le réle exact de la force proton motrice dans le

fonctionnement du systéme Tat est encore discuté.
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II.B.7 Le contrdle qualité Tat

Le réle physiologique du systéme Tat est d’assurer I'exportation de protéines dont I'activité
dépend de leur repliement dans le cytoplasme. Par conséquent, différents mécanismes assurent
que seules les protéines correctement repliées dans le cytoplasme soient exportées par le
systéme Tat. Un tel mécanisme est particulierement bien décrit pour la protéine TorA d’E. coli qui
doit acquérir un cofacteur MGD (Molybdoptérine Guanine Dinucléotide) avant exportation (Santini
et al., 1998). Dans ce cas, un chaperon cytoplasmique spécifique dénommé TorD se lie a la fois a
la séquence signal de TorA (Jack et al., 2004) et a sa forme mature (Pommier et al., 1998). TorD
participe a l'acquisition de MGD par TorA et préviendrait 'adressage de TorA au systéme Tat
avant I'acquisition de son cofacteur (Sargent, 2007). Ce mécanisme commun a plusieurs enzymes
nécessitant un cofacteur cytoplasmique a été dénommé «Tat proofreading ».

Il a également été proposeé que le systéme Tat pourrait disposer d’'une capacité intrinséque
a différencier les substrats repliés de ceux non repliés (Delisa et al., 2003). Cependant, ce
mécanisme est actuellement remis en question par le fait que le systtme Tat est capable
d’exporter des peptides hydrophiles non repliés d’une taille généralement inférieure a 100 acides
aminés (Richter et al., 2007).

11.B.8 Implication du systéeme Tat dans I’insertion des protéines de Ml

La majorité des protéines de MI sont synthétisées sans séquence signal et sont adressées
au systéme Sec par le complexe SRP. L’action combinée du systéeme Sec et de la protéine YidC
assure ensuite I'insertion des hélices a hydrophobes dans la MI. Cependant, des travaux chez E.
coli ont montré que plusieurs protéines dotées d’une séquence signal Tat possédent une hélice a
carboxy-terminale qui est insérée dans la Ml de fagon Tat dépendante et YidC indépendante
(Hatzixanthis et al., 2003). Le systeme Tat a également été impliqué dans l'insertion dans la
membrane interne de I'hélice a amino terminale des protéines Rieske Fe/S des chloroplastes et de
Legionella pneumophila (Molik et al., 2001 ; De Buck et al., 2007). L’ensemble de ces données
suggére qu’il existe une voie alternative d’insertion des protéines dans la MI. Cependant, le
mécanisme exact par lequel le systéme Tat assure linsertion d’hélices a dansla bicouche

phospholipidique reste inconnu.
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Figure 1.9 : Structure de la protéine en tonneau g LamB d’E. coli.

(A) Le squelette polypeptidique de la protéine LamB d’E. coli est représenté de fagon a montrer les
résidus impliqués dans les différents brins B (les résidus impliqués sont sous forme de carré). Les
différents brins 3 sont alignés pour montrer les liaisons hydrogéne entre les résidus des différents
brins. Les résidus des premier et dernier brins dont les interactions par liaisons hydrogénes ferment
le tonneau B sont mis en évidence par des lignes en pointillés. D’aprés Gatsos et al. (2008) (B)
Structure en tonneau 3 de la protéine LamB d’E. coli. Les résidus aromatiques formant la ceinture

d’aromatiques sont montrés en cyan. D’aprés Ricci et Silhavy (2011).
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Figure 11.10 : Représentation schématique de I'adressage des PTf a la membrane externe.

1) La protéine est synthétisée dans le cytoplasme sous la forme d'un précurseur doté d’une
séquence signal Sec. Elle est ensuite exportée depuis le cytoplasme vers le périplasme par le
systéme Sec. 2) La protéine acquiert sa forme mature par clivage de la séquence signal. |l est
important de noter que pour des soucis de clarté ce processus a été représenté dans le périplasme
mais a en réalité lieu au niveau de la membrane interne. 3) La protéine est prise en charge par I'un

des trois chaperons SurA, Skp ou DegP qui assure son adressage au complexe Bam. Le complexe
Cette thése est accessible a 'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2012ISAL0126/these.pdf
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lll Biosynthése des protéines en tonneau g

lllLA Introduction

La membrane externe différe de la Ml notamment de part sa composition lipidique riche en
LPS qui lui confere une forte impermeéabilité aux composés extérieurs (Nikaido, 2003). Une autre
différence entre M| et ME réside dans la nature de leurs protéines intégrales de membrane. En
effet, les protéines intégrales de membrane externe ne sont pas insérées dans la membrane par
une ou plusieurs hélices a mais forment une structure particuliere dénommée tonneau 8 (Schulz,
2002). Cette structure correspond a un nombre pair de brins 3 (généralement entre 8 et 22)
organisés de fagon antiparalléle autour d’'un pore central qui peut étre fermé par un domaine
périplasmique (Figure 11.9 A et B). Au sein du tonneau, les brins B interagissent les uns avec les
autres via des liaisons hydrogénes et le tonneau est fermé par l'interaction entre le premier et le
dernier brin pB. Cette organisation particuliecre des brins B permet d'exposer les résidus
hydrophobes de la protéine vers la partie lipidique de la membrane et permet donc l'insertion de la
protéine dans la membrane. Deux ceintures de résidus aromatiques localisées aux interfaces entre
les parties hydrophobes et hydrophiles de la membrane permettent de stabiliser le tonneau B et de
le maintenir en position verticale (Figure 11.9 B).

Parmi les différentes protéines en tonneau B (PTB), les porines sont les plus abondantes
dans la cellule et jouent un réle particulierement important dans la fonction de barriére sélective de
la ME (Nikaido, 2003). En effet, le canal central de ces protéines est hydrophile et assez large pour
permettre la diffusion de différentes molécules dans la cellule. Il existe deux types de porines: les
porines générales trimériques (OmpF, OmpC) qui permettent la diffusion aspécifique de molécules
d’une taille inférieure a 700 Da et les porines spécifiques de certains substrats comme LamB chez
E. coli ou KdgM et KdgN chez D. dadantii (Blot et al., 2002 ; Condemine et Ghazi, 2007). Les
autotransporteurs, une autre catégorie de PT[, sont impliqués dans la sécrétion des protéines.
Ces PT sont constituées d’'un domaine formant un tonneau B dans la ME qui assure la sécrétion
d’'un domaine passager soluble (Leyton et al., 2012). En outre, les PTB peuvent étre impliquées
dans une large gamme de fonction cellulaire comme l'efflux de composés toxiques, le transport
actif, la biosynthése de la ME, etc (Ricci et Silhavy, 2012).

Les PTB sont synthétisées dans le cytoplasme sous la forme de précurseurs dotés d’'une
séquence signal Sec et sont sujettes a I'agrégation. Elles doivent donc étre maintenues tout au
long de leur adressage dans un état permettant leur repliement et leur insertion dans la ME. Cette
fonction est assurée par les chaperons cytoplasmiques associés au systéme Sec (cf Chapitre Il
IILA) et par les chaperons périplasmiques SurA, Skp et DegP (Figure 11.10). Ces trois derniers ne
sont cependant pas suffisants pour catalyser in vivo l'insertion des PTB dans la ME et cette
derniére étape repose sur un complexe de ME trés conservé dénommé Bam (B-barrel assembly
machinery) (Hagan et al., 2011). Ces différents facteurs périplasmiques et de ME assurent
'adressage et l'insertion des PTB dans un compartiment dépourvu de toute source d’énergie. Leur
nature et leur fonctionnement sont décrits ci-dessous.
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Figure 11.11 : Compétition entre repliement, agrégation et dégradation dans le périplasme.

Les protéines nouvellement exportées peuvent schématiquement soit se replier correctement soit
mal se replier. Le choix entre ces deux voies se fait selon un équilibre impliquant des constantes
cinétiques de repliement (ki) €t de mauvais repliement (kys). Le réle des chaperons est de
déplacer I'équilibre dans le sens du repliement. Les protéines mal repliées peuvent ensuite soit étre
dégradées soit s’agréger selon des constantes cinétiques de dégradation (kgeg) et d’agrégation
(kagg)- Le role des protéases est de déplacer I'équilibre dans le sens de la dégradation. D’aprés Miot
et Betton (2004).
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lll.B Les chaperons périplasmiques SurA, Skp et DegP

lll.B.1 Généralités sur le repliement des protéines dans le périplasme

De maniére générale, aprés exportation par le systéme Sec les protéines périplasmiques
doivent se replier pour étre fonctionnelles. Ce processus peut étre spontané mais peut aussi
nécessiter certains facteurs pour catalyser des réactions autrement limitantes dans le repliement
des protéines. Ces facteurs peuvent étre des disulfure isomérases comme DsbA, DsbC et DsbG
qui assurent la formation de ponts disulfures ou des peptidyl prolyl isomérase comme PpiA, PpiD,
FkpA et SurA qui assurent Iisomérisation cis-trans des prolines. Si pour diverses raisons la
protéine ne parvient pas a se replier, elle peut soit s’agréger soit &tre dégradée par une protéase
périplasmique (Figure 11.11) (Miot et Betton, 2004). Il est important de noter que contrairement a ce
qui se passe dans le cytoplasme tous ces processus se déroulent dans un environnement
dépourvu de source d’énergie.

Dans le cas des PTB, la protéine n’est complétement repliée qu’au moment de son
insertion dans la ME. La protéine doit donc étre maintenue dans un état compatible avec son
insertion tout au long de son adressage a la ME. Lorsque des PT[( échappent au contréle des
chaperons périplasmiques elles s’accumulent sous forme non repliées dans le périplasme et
finissent par s’agréger. Les bactéries ont donc mis en place différents systémes de stress
reconnaissant les PTB non repliées libres dans le périplasme et assurant la dégradation ou le
repliement de ces derniéres (Ruiz et Silhavy, 2005 ; Bury-Moné et al., 2009). La plus étudiée de
ces réponses est le systéme oF dont I'activation conduit & une diminution de la production des PTB
et a une augmentation de I'expression des différents facteurs assurant I'adressage ou la
dégradation des PT( (Ades, 2008).

Plusieurs chaperons tels que SurA, Skp, DegP, FkpA et PpiD ont été impliqués dans le
repliement et l'adressage des PTB (Hagan et al, 2011 ; Matern et al., 2010). Cependant,
importance relative de ces différents facteurs n’est pas la méme. Ainsi, chez E. coli, FkpA et PpiD
semblent jouer un réle mineur alors que SurA semble étre le principal facteur périplasmique pour
l'adressage des PTB (Hagan et al., 2011 ; Matern et al., 2010 ; Denoncin et al., 2012). Dans la
suite de ce manuscrit nous nous concentrerons sur SurA, Skp et DegP qui sont les principaux

facteurs impliqués dans la livraison de PT[3 au complexe Bam.

lll.B.2 Le chaperon SurA

Le géne surA (pour survival) d’E. coli a tout d’abord été décrit dans les années 1990
comme nécessaire a la survie de la bactérie en phase stationnaire (Tormo et al., 1990). Par la
suite, SurA a été impliquée dans le repliement de plusieurs PTR et I'observation d’une interaction
in vitro entre SurA et des PTB non repliées indique clairement que SurA joue un rble de chaperon
vis-a-vis de ce type de protéines (Lazar et Kolter, 1996 ; Behrens et al., 2001 ; Bitto et McKay,
2004 ; Ureta et al., 2007). De plus, la délétion de surA conduit a un défaut de la biosynthése de la

ME comme le montre la diminution de la densité de la ME ou I'activation du systéme oF dans des
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Figure 11.12 : Structure du chaperon périplasmique SurA d’E. coli.

(A) Représentation schématique des différents domaines de SurA. La séquence signal Sec est
indiquée en blanc, le domaine N en bleu, le domaine C en rouge et les domaines PPiase 1 et 2 en
vert et jaune respectivement. Les chiffres indiquent la position sur la chaine polypeptidique des
résidus de début et de fin des différents domaines. (B) Représentation de la structure d’un
monomeére de SurA. Les domaines sont représentés de la méme couleur qu’en A. Les régions non

définies sont tracées en pointillées. D’aprées Bitto et McKay (2002).
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mutants surA d’E. coli (Rouviere et Gross, 1996 ; Sklar et al., 2007b). L'ensemble de ces
observations et la détection d’interactions entre SurA et le complexe Bam ont conduit a I'idée selon
laquelle SurA serait un chaperon dédié a l'adressage des PTR au systeme Bam (Sklar et al.,
2007b ; Vuong et al., 2008 ; Bennion et al., 2010). Cependant, SurA a également été impliquée
dans le transport du domaine passager de l'autotransporteur EspP indiquant que sa spécificité
d’action pourrait ne pas étre limitée aux PT (Ruiz-Perez et al., 2009).

SurA est composée de deux domaines peptidyl-prolyl isomérase (PPiase) P1 et P2 qui sont
encadrés par des domaines N et C terminaux (Figure 11.12 A) (Bitto et McKay, 2002). Le domaine
P2 confére a SurA une activité PPiase (Rouviere et Gross 1996), mais cette derniére n’est pas
nécessaire au rbéle de chaperon de SurA puisque des délétions des domaines P1 et / ou P2
n’alterent pas la fonction de SurA (Behrens et al., 2001 ; Alcock et al., 2008). La structure au rayon
X de SurA montre que les domaines N, P1 et C forment une structure globulaire et que le domaine
P2 se place en satellite de cette structure (Figure 11.12 B) (Bitto et McKay, 2002). Les domaines N,
P1 et C forment également un sillon de 50 A° de long qui est un bon candidat pour accueillir des
peptides non repliés (Bitto et McKay, 2003).

Contrairement aux protéines chaperons du cytoplasme qui ne montrent aucune spécificité
de substrat, la protéine SurA semble agir préférentiellement sur les PTB. Des expériences de
phage display ont montré que SurA se liait préférentiellement a des séquences consensus de type
Ar-X-Ar (ou Ar est un résidu aromatique) (Bitto et McKay, 2003 ; Bitto et McKay, 2004). De plus,
des criblages de banques de peptides représentants des PTP liés a une membrane de cellulose
ont montré que SurA se liait préférentiellement a des peptides riches en résidus aromatiques dans
une configuration spécifique (Hennecke et al., 2005 ; Alcock et al., 2008). De telles séquences ont
une occurrence plus forte dans les PTB que dans d’autres protéines et pourraient expliquer la
spécificité de SurA pour ces protéines. Cependant, une étude structurale a montré que SurA
pouvait adapter ses structures tertiaires et quaternaires pour lier des peptides riches en résidus
aromatiques mais qui different des consensus établis (Xu et al., 2007). Cette méme étude suggere
que la spécificité de substrat de SurA pourrait étre liée au domaine P1 alors que les domaines N et
C pourraient former un sillon de liaison aux peptides non spécifique proche de celui du TF (Ludlam
et al., 2004). Ces données, associées au fait que SurA lie in vitro le domaine passager de EspP

(Ruiz-Perez et al., 2009), suggérent que SurA pourrait lier d’autres types de substrat que les PTp.

1ll.B.3 Le chaperon Skp

La protéine trimérique Skp (Seventeen kilodalton protein) a tout d’abord été impliquée dans
'adressage des PT[R grace a sa capacité a lier in vitro la forme dénaturée de diverses PTR (Chen
et Henning, 1996 ; Bulieris et al., 2003 ; Qu et al., 2007). D’autre part, des mutants skp d’E. coli
présentent une altération de la biosynthése de leur ME et une activation de la réponse o (Chen et
Henning, 1996 ; Missiakas et al., 1996 ; Schéfer et al., 1999 ; Sklar et al., 2007b). L’ensemble de

ces données indique que Skp joue un rble de chaperon évitant I'agrégation des PT( dans le
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hydrophobe

Figure 11.13 : Structure de Skp d’E. coli et modéle d’interaction avec son substrat.

(A) Structure d’un trimeére de Skp d'E. coli. Chaque monomére est représenté d'une couleur
différente. La cavité hydrophobe formée par les hélices a des monoméres de Skp est indiquée par
une fléeche. D’apres Korndorfer et al. (2004). (B) Représentation schématique du mode d’interaction
de Skp avec OmpA. La partie périplasmique de OmpA est représentée en rouge et est sous forme
repliée dans le périplasme. La partie tonneau 3 de OmpA est représentée en marron et est présente
sous forme non repliée dans la cavité hydrophobe formée par le trimére de Skp. D’aprés Walton et
al. (2009).
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périplasme. Cette idée est corroborée par des études structurales qui ont montré que les trois
monomeéres de Skp s’associaient pour former une cavité hydrophobe (Figure 11.13) pouvant
accueillir des peptides non repliés tels que le tonneau B de OmpA (Korndorfer et al., 2004 ; Walton
et Sousa, 2004 ; Walton et al., 2009). Le crosslink de Skp avec le systéme Sec et la capacité de
Skp a catalyser l'insertion de OmpA dans des membranes chargées négativement suggére que
Skp pourrait assurer I'adressage des PTR depuis leur sortie du systtme Sec jusqu’a la ME
(Schéfer et al., 1999 ; Harms et al., 2001 ; Patel et al., 2009) .

Skp semble également exercer un réle de chaperon pour des protéines autres que les
PTB. En effet, Skp prévient in vitro 'agrégation de protéines solubles et a été copurifiée avec des
protéines périplasmiques (Entzminger et al., 2012 ; Jarchow et al., 2008). Enfin, Skp a été
impliquée dans le transport des domaines passagers de certains autotransporteurs (Leyton et al.,
2012).

1ll.B.4 Le chaperon protéase DegP

La protéine DegP est une sérine protéase appartenant a la famille des protéines HtrA. Elle
est synthétisée sous la forme d’'un précurseur doté d’une séquence signal Sec, d’'un domaine
amino terminal doté d’une activité protéolytique (avec la triade catalytique Hisqos, Asp43s et Serzqo)
et de deux domaines PDZ carboxy terminaux (PDZ1 et PDZ2) impliqués dans les interactions
protéine-protéine (Figure 11.14 A) (Clausen et al., 2002). Le géne degP a initialement été identifié
comme essentiel a la croissance d’E. coli a des températures supérieures a 42°C (Lipinska et al.,
1989) mais plusieurs données impliquent aujourd’hui DegP dans I'adressage des PTB. En effet,
chez E. coli, degP est sous le controle des systémes de stress ot et Cpx et un double mutant
surA et degP montre un phénotype synthétique létal (Danese et Silhavy, 1997 ; Ruiz et Silhavy,
2005 ; Sklar et al., 2007b). De plus, le produit de degP a été impliqué dans la dégradation de
protéines de ME mal repliées (Misra et al., 1991).

Le role de DegP dans 'adressage des PTB semble étre double puisqu’il a été montré que
DegP posséde une activité chaperon a des températures inférieures a 28°C et une activité
protéase a des températures supérieures a 30°C (Spiess et al., 1999). A cet effet, il est intéressant
de noter qu’un variant de DegP dépourvu d’activité protéolytique permet de complémenter divers
phénotypes liés a I'inactivation de degP (Spiess et al., 1999 ; Misra et al., 2000 ; CastilloKeller et
Misra, 2003). En I'absence de substrat, DegP forme un hexamére constitué de deux anneaux
trimériques qui délimitent une cavité centrale dans laquelle se trouvent les triades catalytiques
(Figure 11.14 B) (Krojer et al., 2002 ; Krojer et al., 2008 ; Jiang et al., 2008). L’'entrée de la cavité
est restreinte par les domaines PDZ qui forment des portes latérales flexibles et les triades
catalytiques d’un trimére sont rendues inaccessibles par une boucle provenant de l'autre trimere
(Krojer et al., 2002 ; Krojer et al., 2008 ; Jiang et al., 2008). L’interaction avec le substrat mal replié
fournit 'énergie nécessaire a la formation de structures contenant 12, 18, 24 ou 30 monomeéres de
DegP selon la taille du substrat (Krojer et al., 2008 ; Jiang et al., 2008 ; Kim et al., 2011c;

27

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2012ISAL0126/these.pdf
© [A. Rondelet], [2012], INSA de Lyon, tous droits réservés



protease domain

} Anneau trimérique 1

Cavité centrale

} Anneau trimérique 2

Cavité centrale

Figure 1l.14 : Analyse structurale de la protéine DegP d’E. coli.

(A) Représentation schématique des différents domaines de DegP. La séquence signal Sec est
représentée en noir, le domaine protéolytique en bleu et les domaines PDZ1 et PDZ2 en violet et
cyan respectivement. D’aprés Subrini et Betton (2009). (B) Représentation de la structure d’'un
hexameéere de DegP en vue de dessus (a gauche) et en vue de coté (a droite). Pour chaque
monomeére, le domaine protéase est représenté en vert et les domaines PDZ1 et PDZ2 en jaune et
rouge respectivement. L’hexamere est constitué de deux triméres formant deux anneaux qui se
superposent pour former une cavité centrale contenant les triades catalytiques. Les domaines PDZ
forment des portes latérales flexibles qui restreignent I'accés a la cavité centrale. D’aprés Krojer et
al. (2002). (C) Représentation schématique des interactions des domaines PDZ de chaque trimére
au sein de dodécameéres et 24-meéres de DegP. Le code couleur est le méme que en (A). Pour
chaque trimére un domaine PDZ1 d’un monomeére interagit avec un domaine PDZ2 d’un monomeére
d’un trimeére voisin. D’aprés Subrini et Betton (2009). (D) Représentation de la surface de 24-mére
et de dodécamére de DegP. Ces assemblages sont issus de I'oligomérisation de triméres de DegP
et chaque unité trimérique est représentée d’une couleur différente. D’aprés Subrini et Betton
(2009).
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Iwanczyk et al., 2011). Ces assemblages sont constitués de plusieurs sous unités trimériques qui
interagissent entre elles via leurs domaines PDZ (Figure 11.14 C) pour former une cage (Figure
I1.114 D) au sein de laquelle les triades catalytiques sont accessibles au substrat (Krojer et al.,
2008 ; Jiang et al., 2008). L'oligomérisation de DegP semble donc induire son activité
protéolytique. Cependant, I'observation de la protéine OmpC sous forme repliée dans la cage d’'un
dodécameére de DegP suggere que sous cette forme DegP est également dotée d’'une activité
chaperon (Krojer et al., 2008 ). De plus, un variant de DegP obligatoirement trimérique conserve
son activité protéolytique indiquant que l'oligomérisation de DegP n’est pas a lorigine de
I'activation de la protéolyse (Kim et Sauer, 2012). Dans ce contexte, la formation d’'une cage par
DegP pourrait faciliter la dégradation des protéines mal repliées, leur offrir un environnement
facilitant leur repliement (Spiess et al., 1999 ; Krojer et al., 2008 ) ou les séquestrer pour éviter
toute toxicité pour la cellule (CastilloKeller et Misra, 2003). Le mécanisme a l'origine de la
transition entre activités chaperon et protéolytique est toujours discuté mais il pourrait étre lié a la

capacité de la PT( a se replier correctement au sein de la cage formée par DegP.

lll.B.5 Organisation de I’adressage des PT8 au complexe Bam

La présence dans le périplasme de trois protéines dotées d’'une activité chaperon vis-a-vis
des PTRB souléve la question de la redondance de leur fonction. Chez E. coli, des simples
mutations pour skp, degP ou surA affectent 'adressage des PT( a la ME sans pour autant I'abolir
complétement, indiquant que les trois protéines correspondantes ont des fonctions redondantes
(Rizzitello et al., 2001). Toujours chez cet organisme, le mutant surA présente le défaut de
biosynthése de la ME le plus marqué. En effet, un mutant surA présente une diminution de la
densité de sa ME (i.e. du nombre global de protéines dans la ME) qui n’est pas observée chez les
simples mutants skp ou degP et chez le double mutant skp degP (Sklar et al., 2007b). De plus, de
récentes études protéomiques montrent que I'absence de SurA a un impact plus important sur le
protéome de ME que I'absence de DegP ou Skp (Vertommen et al., 2009 ; Denoncin et al., 2012).
Ces données indiquent que chez E. coli, SurA pourrait étre le principal chaperon responsable de
'adressage des PT au complexe Bam. Cette idée est renforcée par I'observation que SurA et le
complexe Bam constituent le systéeme minimal nécessaire a l'insertion in vitro de PT dans des
protéoliposomes (Hagan et al., 2010 ; Hagan et Kahne, 2011). Cependant, a I'heure actuelle seule
la protéine LptD montre une dépendance stricte a SurA pour son adressage a la ME (Vertommen
et al., 2009), indiquant que Skp et DegP peuvent remplir la fonction de SurA pour la majorité des
PTB. De maniére cohérente, seule une double délétion de surA et de I'un des génes du couple
skp/depP bloque la croissance d’E. coli (Rizzitello et al., 2001).

L’ensemble de ces données a conduit a I'idée que chez E. coli SurA, Skp et DegP agiraient
dans deux voies paralléles : une voie principale constituée par SurA et une autre dite de secours
constituée par Skp et DegP qui prendrait en charge les PT qui ont échappé au contréle de SurA

(Figure 11.15). Cependant, il est important de noter que le défaut d’adressage de LptD en absence
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Figure 11.15 : Représentation schématique de I'adressage des PT au complexe Bam chez E.

coli.

La PTPB est synthétisée dans le cytoplasme sous forme de précurseur doté d’'une séquence signal
Sec. Aprés exportation par le systéme Sec, la séquence signal est clivée et SurA prend en charge la
PTB pour la délivrer au complexe Bam qui assure le repliement et l'insertion de la PTB dans la ME.
Lorsque, aprés exportation, la PTR ne peut étre prise en charge par SurA, elle est pris en charge par
Skp ou DegP qui assurent son adressage au complexe Bam. Si la PTB ne peut se replier ou étre

adressée correctement au complexe Bam, elle est dégradée par DegP.
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de SurA pourrait également expliquer le fort impact d’'une mutation surA sur la biosynthése de la
ME. En effet, LptD est indispensable a la biosynthése des LPS, eux mémes fortement impliqués
dans le repliement et l'insertion des PTB dans la ME (Ricci et Silhavy, 2012). Ainsi, chez la -
protéobactérie Neisseria meningitidis 'absence de LPS dans la ME est tolérée par la bactérie et
Skp plutdét que SurA semble étre le chaperon principal pour I'adressage des PTB a la ME (Bos et
al., 2004 ; Volokhina et al., 2011). De la méme fagon, SurA n’est pas présente chez toutes les a-
protéobactéries et sa fonction est assurée par Skp et DegP dans ces organismes (Gatsos et al.,
2008).

lll.C Insertion des PT dans la ME par le complexe Bam

Ill.C.1 Généralités

Si l'insertion de PTB dans une membrane lipidique peut avoir lieu spontanément in vitro, ce
processus est trop lent pour étre physiologiquement significatif (Kleinschmidt, 2003). Chez les
protéobactéries, le systéme catalysant ce processus est dénommé Bam pour B-barrel assembly
machinery. Chez E. coli, il est constitué de la PTp BamA et de quatre lipoprotéines BamB, C, D et
E (Ricci et Silhavy, 2012). La protéine BamA appartient a la famille Omp85 qui est trés conservée
chez les bactéries didermes, les mitochondries (Sam50/Tob55) et les chloroplastes (Toc75)
(Schleiff et Soll, 2005). Les autres composants du systéme sont également présents chez d’autres
protéobactéries mais de fagon moins systématique (Tableau 11.1). Ainsi, si bamD est présent de
fagon ubiquitaire chez les protéobactéries, bamC et bamB sont respectivement absents chez les
a-protéobactéries et certaines espéces de Neisseria (Gatsos et al., 2008 ; Volokhina et al., 2009).

La nature des PTB que le systtme Bam doit insérer dans la ME est trés variable. A titre
d’exemple, la taille d’'un tonneau B peut varier de 8 a 22 brins et certaines PTB, comme les
autotransporteurs, disposent d’un long domaine soluble dont il faut assurer la sécrétion (Schulz,
2002 ; Leyton et al., 2012). De plus, linsertion de PTB dans la ME peut nécessiter d’autres
facteurs que le systéme Bam. C’est notamment le cas de la protéine LptD dont l'insertion correcte
dans la ME est dépendante de son interaction avec la lipoprotéine LptE (Chimalakonda et al.,
2011). Ainsi, le systéme Bam doit étre assez modulable pour assurer I'insertion dans la ME d’'une
gamme variée de protéines et interagir avec de nombreux autres facteurs cellulaires pour remplir
cette fonction. Les connaissances actuelles concernant ce systéme et son fonctionnement sont

résumées ci-apres.

Ill.C.2 Découverte et organisation

Le premier composant du systeme Bam a avoir été découvert est la PTE BamA. Elle est
essentielle a la croissance bactérienne et a initialement été impliquée dans I'adressage des PT( a
la ME de N. meningitidis en raison de son homologie avec la protéine chloroplastique Toc75

(Voulhoux et al.,, 2003). Par la suite, l'utilisation de différentes molécules toxiques pour
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GenBank

. Homology no. (ORF)
accession

Proteobacteria (class”) no. BamA BamD BamE BamB BamC
Escherichia coli K-12 MG1655 (7y) U00096 0.0 (b0177) 0.0 (b2595) 0.0 (b2512) 0.0 (b2617) 0.0 (b2477)
Vibrio cholerae O1 biovar El Tor AE003852 0.0 (VC_2252) le—68 (VC_0708) 8e—19 (VC_0851) 3e—88 (VC_0762) 4e—32 (VC_2156)

strain N16961 (7y)

Haemophilus influenzae 10810 () FQ312006 0.0 (HIB_10490) —55 (HIB_02280) 2e—23 (HIB_09720) le—07 (HIB_03150)
Pseudomonas aeruginosa PAQ1 (vy) AE004091 e—166 (PA3648) —44 (PA4545) 7e—13 (PA4765) 3e—45 (PA3800)
Burkholderia pseudomallei 1106a (B) CP000572 e—137 (BURPS1106A_2484) 3e 38 (BURPS1106A_2206) 5e—09 (BURPS1106A_3454) 5e—38 (BURPS1106A_2225) 0.43¢ (BURPS1106A_2618)
Neisseria meningitidis MC58 (B) AE002098 e—123 (NMB0182) le—44 (NMB0703) 5e—08 (NMB0204) 0.17¢ (NMB0928)
Brucella melitensis ATCC 23457 () CP001488 8e—82 (Bmea_A1198) 9e—21 (Bmea_A1470) 2e—04 (Bmea_A0811)
Caulobacter crescentus CB15 (a) AE005673 6e—77 (CC_1915) 2e—21(CC_1984) 1.2¢ (CC_1365) le—17 (CC_1653)
Rhodobacter sphaeroides ATCC CP000661 1e—68 (Rsph17025_2146) le—15 (Rsph17025_0702) 5e—21 (Rsph17025_2161)
17025 (@)
Rhizobium leguminosarum bv. CP001622 6e—68 (Rleg _1783) 2e—18 (Rleg_2843) 0.67¢ (Rleg_1282)
trifolit WSM1325 ()
Mpyxococcus xanthus DK 1622 (6) CP000113 1e—62 (Mxan_4728) 7e—20 (Mxan_1998) 7e—21 (Mxan_3768)
Helicobacter pylori 26695 (&) AE000511 3e—24;2e—05° (HP0655)

Tableau I1.1: Composition et homologies de séquence du complexe Bam dans différentes espéces de protéobactéries (a).

(a) Le degré d’homologie est représenté par une e-value, avec un petit score indiquant une bonne homologie de séquence. Le nom des ORF
de BamA-E dans les différentes espéces est indiqué entre parenthése. (b) Les lettres grecques entre parenthése indiquent la classe de
protéobactérie a laquelle appartient 'espéce. Un (c) indique que la présence de I'élément du complexe Bam a été prouvée expérimentalement.
Un (d) indique que la présence du composant a été déterminée soit par conservation de la localisation génétique du géne correspondant dans

le cas de BamC ou par la présence de domaines conservés dans le cas de BamE.
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sélectionner des mutations suppresseurs d’'un défaut de perméabilité de la ME d’E. coli a permis
d’identifier la lipoprotéine BamB comme potentiellement impliquée dans la biogénése de la ME
(Ruiz et al., 2005). L'utilisation de techniques de chromatographie d’affinité a également montré
que BamA formait un complexe stable avec BamB et trois autres lipoprotéines BamC, D et E (Wu
et al., 2005 ; Sklar et al., 2007a). Un tel complexe a également été identifié chez N. meningitidis
ou il est constitué de BamA, C, D et E et de la protéine RmpM (Volokhina et al., 2009). Chez E.
coli, BamD est |la seule des quatre lipoprotéines du complexe Bam a étre essentielle et un mutant
conditionnel bamD présente le méme défaut d’adressage des PTR qu’'un mutant conditionnel
bamA (Wu et al., 2005 ; Malinverni et al., 2006). Le rdle des lipoprotéines BamB, C et E dans la
biosynthése de la ME a également été confirmé par des études génétiques. En effet, chez E. coli,
bamB et bamC sont sous le contrdle de la réponse of et des mutants pour bamB, C et E
présentent des défauts plus ou moins marqués d’adressage des PT[ et de perméabilité de la ME
aux molécules toxiques (Onufryk et al., 2005 ; Wou et al., 2005 ; Malinverni et al., 2006 ; Sklar et
al., 2007a).

Le complexe Bam est un complexe stable comme le montrent sa migration sous la forme
d’'une unique bande sur un gel non dénaturant ainsi que la possibilité de copurifier 'ensemble de
ses composants (Wu et al., 2005 ; Sklar et al., 2007a ; Hagan et al., 2010). Il est constitué d’'une
unique copie des protéines BamA, B, C et D et de un ou deux exemplaires de BamE, la petite taille
de cette derniére empéchant de déterminer avec certitude sa stoechiométrie (Hagan et al., 2010).
Au sein du complexe Bam, les lipoprotéines sont organisées sous la forme de deux modules
indépendamment associés a BamA, I'un comprenant BamC, D et E et l'autre comprenant
uniquement BamB. En effet, BamC, D et E forment un sous complexe dont I'hétérotrimérisation
précéde l'interaction avec BamA. De plus, l'interaction de cet hétérotrimére avec BamA a lieu via
BamD et est indépendante de BamB (Malinverni et al., 2006 ; Kim et al., 2007 ; Sklar et al.,
2007a ; Hagan et al., 2010). Cette organisation du complexe Bam suggére que BamCDE et BamB
pourraient jouer des réles différents au cours de I'insertion des PTB dans la ME.

De nombreuses études structurales sur le systtme Bam ont grandement amélioré la
compréhension de ce systeme. Ces études sont présentées et discutées ci-dessous pour chacun

des composants du systéeme Bam.

Ill.C.3 Analyse structurale

[11.C.3.a BamA

La protéine BamA est constituée d’'un domaine membranaire en tonneau [ carboxy
terminal et d’'un long domaine périplasmique amino terminal. Aucune donnée structurale n’est
actuellement disponible sur le tonneau B de BamA. Cependant, des informations ont pu étre
obtenue par homologie avec l'autotransporteur FhaC, un membre de la famille OMP85. Cette
protéine posséde un tonneau [ constitué de 16 brins et dispose d’'une longue boucle

extracellulaire (L6) portant des motifs conservés dans la famille OMP85 (Figure 11.16 A) (Clantin et
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Figure 11.16 : Analyse structurale de la protéine BamA.

(A) Vue de coté de la structure de FhaC de Bordetella pertussis, une protéine de la méme famille
(OMP85) que BamA. Le premier plan du tonneau 3 a été supprimé afin de mieux voir l'intérieur de
celui ci. La boucle L6 est représentée en vert, les domaines POTRA 1 et 2 en cyan et violet
respectivement. D’aprés Clantin et al., (2007) (B) Superposition de deux structures des domaines
POTRA de BamA, en jaune une structure présentant un coude entre les domaines P2 et P3 et en
violet une structure ou ce coude est absent. Les domaines POTRA 1 et 2 d’'un coté et POTRA 3 a5
de l'autre forment deux structures rigides séparées par un domaine flexible. D’aprés Ricci et Silhavy
(2012) (C) Schéma représentatif de I'interaction des différents composants du systéme Bam avec
les domaines POTRA de BamA (numérotés P1 a P5 sur le schéma). Le complexe BamCDE

interagit avec le domaine POTRA 5 via BamD. BamB interagit avec les domaines POTRA 2 4 5.
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al., 2007). La mutation ou la délétion de ces motifs altére fortement la fonction de FhaC (Delattre et
al., 2010). Cette boucle est également présente chez BamA et semble assez longue pour rejoindre
le périplasme au travers du pore du tonneau B de BamA, indiquant qu’elle pourrait jouer un role
dans linsertion des PTR (Jacob-Dubuisson et al., 2009). Récemment, il a été démontré que les
motifs conservés sur la boucle L6 étaient importants pour la fonction de BamA (Leonard-Rivera et
Misra, 2012).

Le domaine périplasmique de BamA est constitué de cing domaines POTRA (polypeptide
translocation associated). Ces domaines POTRA numérotés de P1 a P5 depuis I'extrémité amino
terminale possédent une architecture particuliere en § —a —a — B — B (ou B représente un brin 8 et
a une hélice a). L’obtention de différentes structures de ces domaines montre que 1) malgré une
faible conservation dans leur séquence, ces domaines ont des structures superposables 2) les
domaines POTRA de BamA s’organisent en deux structures rigides (P1-P2 et P3-P4-P5) reliées
par une boucle flexible (Figure 11.16 B) (Kim et al., 2007 ; Gatzeva-Topalova et al., 2008 ; Gatzeva-
Topalova et al., 2010 ; Zhang et al., 2011).

Chez E. coli, la délétion d’'un seul des domaines POTRA conduit a une diminution de
I'efficacité de I'insertion des PTB dans la ME. Cependant, seule la structure rigide formée par les
domaines P3 a P5 est essentielle a la survie de la cellule (Kim et al., 2007). Des expériences de
chromatographie d’affinité ont montré que le complexe BamCDE interagit avec BamA via le
domaine P5 et que les domaines P2 a P5 sont nécessaires a I'interaction avec BamB (Figure 11.16
C) (Kim et al., 2007). Ces données montrent que les domaines POTRA de BamA sont nécessaires
a la structuration du complexe et expliquent pourquoi les délétions de ces domaines affectent la
fonctionnalité du complexe Bam. Cependant, il est important de noter que ces observations sur le
réle des domaines POTRA ne sont pas généralisables et qu’il existe des spécificités liées a
l'espéce. En effet, il a ét€ montré que chez N. meningitidis la délétion des domaines P1 a P4 n’a
qgu’un faible effet sur la viabilité de cette bactérie alors qu’elle est Iétale chez E. coli (Bos et al.,
2007b).

Les données structurales suggérent également que BamA pourrait interagir avec ses
substrats par B augmentation (type d’interaction entre brins ) au niveau de son domaine P3 (Kim
et al., 2007 ; Gatzeva-Topalova et al., 2008). Si ces observations fournissent une explication a la
facon dont BamA pourrait interagir avec les PTB, elles n’expliquent pas la spécificité de
l'interaction entre les PTR et BamA. Chez E. coli et N. meningitidis, il a été suggéré que BamA
pourrait reconnaitre les PTB via une séquence carboxy terminale conservée spécifique a I'espéce
(Tableau 11.2). Cependant, ces séquences ne semblent pas étre le seul facteur permettant
l'interaction spécifique avec BamA puisque leur délétion n’abolit pas complétement I'adressage
des PTB. De plus, ces séquences sont absentes chez certaines PT[ (de Cock et al., 1997 ; Robert
et al., 2006 ; Bos et al., 2007a).
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Distance de I'extrémité C terminale

Protéines Fonction 10‘9‘8‘7‘ 5 ‘5‘4‘ 3 ‘2‘1
PTR d'E.coli
PhoE Porine Il |VIA{V|G | M|T| Y |Q|F
OmpC Porine Il |VIA{L|G|L|V]|]Y |Q|F
OmpF Porine T|IVIAIV|G|I|V|]Y |Q|F
LamB Maltoporine T|F|G|IA|Q|M|E| | |W|W
OmpT Protéase I TITIA|G|L|K|Y |T|F
PagP Lipide A palmitoyl transférase V| Y|FIA|W|M|R| F |Q|F
Tsx Canal a nucléoside G |G|Y|L|IVI|VIG|lY |[N|F
FadL Transporteur d'aciges gras a LIFlglTINIFINI Y |ALF
longue chaine
Hbp Autotransporteur A I INJA|N| I |R] Y |S|F
Pet Autotransporteur A I INJA|N|F|R|] Y |S|F
FhuA Récepteur a sidérophore Q|VIVIA|T|A|T| F |[R|F
Séquence consensus pour les PTR X |Hy|X|Hy| X [Hy|X (IJ x| F
de E. coli
Hy
PTB de N. meningitidis

PorA Porine A |A|IS|V|G|L|R|H]I|KI|F
PorB Porine A |G|IG|V|G|L|R|H]I|KI|F
NspA inconnue E|L|SIA|G|V|R|V [K|F
Opa Adhésine E|VISILIG|M|R|]Y [R|F
Opc Adhésine E|Y|GILIR|VIG| I [K|F
Iga Autotransporteur S |G|Qll | K|l |Q] I |[R|F
App Autotransporteur S |A|G| I | K|L|GlY |[R|W
FrpB Récepteur a sidérophore D | VIRIL|G|V|N|lY |K|F
LbpA Récepteur a lactoferrine N | F|SIL|A|L|ElM]|K|F

Séquence consensus pour les PT
) N. meningiFt)idis pae X [Hy | X|Hy| X [Hy X| X [+ F

Tableau 11.2 :

protéines en tonneau B d’E. coli et N. meningitidis.

Comparaison des séquences carboxy terminales de plusieurs

Les séquences carboxy terminales de plusieurs protéines en tonneau 8 d’E. coli et N.

meningitidis ont été alignées et une séquence consensus a été déterminée pour

chaque espéce. Dans les séquences consensus observées X définit un résidu

quelconque, Hy désigne un résidu hydrophobe, + un résidu chargé positivement, Y un

résidu tryptophane et F un résidu phénylalanine. D’aprés Robert et al. (2006).
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[11.C.3.b BamB

La structure de la lipoprotéine BamB d’E. coli a été déterminée par quatre groupes
différents qui s’accordent tous sur le fait que BamB a une structure en hélice B (Figure 11.17 A et B)
(Albrecht et Zeth, 2011 ; Heuck et al., 2011 ; Kim et Paetzel, 2011 ; Noinaj et al., 2011). Cette
hélice B est composée de 8 lames chacune constituée de 4 brins B et connectée aux lames
voisines par des boucles dénommeées IL (interconnecting loop). L’étude de ces structures suggere
que les lames de I'hélice pourraient permettre l'interaction avec les PTB non repliées par
augmentation. Ces données montrent également que cinq résidus précédemment identifiés
comme nécessaires a l'interaction avec BamA (Vuong et al., 2008) sont localisés surles IL 4 et 5
et sont regroupés au méme endroit dans la structure cristalline de BamB (Figure 11.17 B). De fagon
cohérente, des données bioinformatiques suggérent que le domaine P3 de BamA pourrait interagir

par 3 augmentation avec BamB au niveau de son IL4 (Noinaj et al., 2011).

[11.C.3.c Le sous complexe BamCDE

A ce jour, trois structures de BamD ont été obtenues : deux pour BamD d’E. coli et une
pour BamD de Rodothermus marinus (Albrecht et Zeth, 2011 ; Sandoval et al., 2011 ; Dong et al.,
2012). Chez E. coli, BamD est constituée de dix hélices a formant par paires 5 motifs TPR
(tretratricopeptide repeats) et chez R. marinus, une hélice a supplémentaire vient coiffer le motif
TPR carboxy terminal (Figure 11.18 A). Les motifs TPR sont connus pour servir d’échafaudage aux
complexes multiprotéiques ce qui est cohérent avec le role de BamD dans la stabilisation du
complexe Bam (Malinverni et al., 2006).

La structure de la lipoprotéine BamC d’E. coli a été obtenue a deux reprises (Albrecht et
Zeth, 2011 ; Warner et al., 2011). Les deux structures montrent que BamC posséde deux
domaines helix grip et une région amino terminale non structurée (Figure 11.18 B). La récente
résolution de la structure d’'un complexe entre BamD et la moitié amino terminale de BamC montre
que la région non structurée de BamC interagit avec les 5 motifs TPR de BamD (Figure 11.18 C)
(Kim et al., 2011a). Des expériences de copurification ont confirmé le role de la région non
structurée de BamC dans linteraction avec BamD (Webb et al., 2012). Dans la méme étude, les
auteurs ont également montré que la partie carboxy terminale de BamC était exposée a la surface
d’E. coli. Ces observations suggérent que la partie amino terminale de BamC interagit dans le
périplasme avec BamD tandis que la partie carboxy terminale est exposée a la surface de la
cellule. Les TPR 1 et 2 de BamD forment une poche prédite pour étre le lieu d’interaction avec
'extrémité carboxy terminale des PTR (Albrecht et Zeth, 2011 ; Sandoval et al., 2011). Dans la
structure du complexe BamCD cette poche est occupée par BamC ce qui a conduit a I'idée que
BamC pourrait réguler I'interaction de BamD avec ses substrats (Kim et al., 2011a). BamC n’est
probablement pas le seul élément du complexe a réguler l'activité de BamD. En effet, il a été
récemment suggéré que l'interaction du domaine POTRA 5 de BamA avec BamD était nécessaire

au fonctionnement de BamD au sein du complexe Bam (Ricci et al., 2012)
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Interconnecting Loops (IL)

Figure 11.17 : Analyse structurale de la protéine BamB d’E. coli.

(A) Représentation de la structure de BamB d’E. coli en vue de dessus (a gauche) et de coté (a
droite). Les différentes lames de I'hélice B sont représentées de couleurs différentes et sont
numérotées de 1 a 8 depuis I'extrémité amino terminale. Les boucles connectant les différentes
lames (IL : interconnecting loop) sont numérotées de 1 a 8 depuis I'extrémité amino terminale.
D’aprés Noinaj et al. (2011) (B) Représentation de la structure de BamB d’E. coli en vue de coté.
Les résidus identifiés par Vuong et al. (2008) comme interagissant avec BamA sont représentés par

des sphéres et se regroupent dans la structure de BamB. D’aprés Kim et Paetzel (2011).
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La structure de BamE a été résolue par trois groupes indépendants et est présentée en
Figure 11.18 D (Albrecht et Zeth, 2011 ; Kim et al., 2011b ; Knowles et al., 2011). Les travaux de
Knowles et al. (2011) fournissent une premiére idée du réle de BamE au sein du complexe Bam.
lls ont en effet montré que BamE formait un complexe ternaire avec BamD et des
phosphatidylglycérols. Cette observation est particulierement intéressante puisqu’elle suggére que
BamE pourrait ancrer le complexe Bam au niveau de régions de la membrane riches en ce type de
phospholipides. Or, il a été montré que ce type de phospholipides anioniques est favorable a
linsertion de PTR dans une bicouche lipidique (Patel et al., 2009). De fagon spéculative, il est
aussi possible de lier l'interaction de BamE avec les phospholipides a sa capacité a stabiliser
l'interaction de BamCDE avec BamA (Sklar et al., 2007a). De récentes études génétiques ont
également montré que BamE pourrait favoriser le repliement correct du tonneau [ de BamA et

moduler la conformation de BamA (Rigel et al., 2012 ; Tellez et Misra, 2012).

Ill.C.4 Vers un modéle d’adressage et d’insertion des PT dans la ME d’E. coli ?

La premiere étape de l'insertion d’'une PTB dans la ME correspond a son adressage au
complexe Bam. Le chaperon SurA semble étre le principal facteur permettant cet adressage (Sklar
et al., 2007b ; Vertommen et al., 2009 ; Denoncin et al., 2012). Bennion et al. (2010) proposent
que la majorité des PTR soient délivrées au complexe Bam par SurA au niveau du domaine
POTRA 1 de BamA, lors d’'un processus impliquant la lipoprotéine BamB (Figure 11.19).
Cependant, il convient de noter que l'insertion de la protéine TolC est indépendante de SurA et du
domaine POTRA 1 de BamA et qu’elle est méme améliorée en I'absence de BamB (Charlson et
al., 2006). De plus, BamA est indépendante de SurA pour son adressage au complexe Bam mais
semble dépendre du domaine POTRA 1 pour sa propre insertion (Bennion et al.,, 2010). Ces
observations montrent I'existence d’autres voies permettant la livraison de certaines PT( au
complexe Bam (Figure 11.19). Ceci est cohérent avec le fait que seule la protéine LptD est
strictement dépendante de SurA pour son adressage au complexe Bam (Vertommen et al.,
2009). En I'absence de SurA, Skp et DegP assurent 'adressage des PT( a la ME (Sklar et al.,
2007b ; Vertommen et al., 2009 ; Denoncin et al., 2012). Pour autant, aucune interaction entre le
complexe Bam et I'un de ces deux chaperons n’a été détectée (Ricci et Silhavy, 2012) et la
maniére dont elles délivrent les PTR au complexe Bam reste inconnue.

Si la fagon dont les PTB sont délivrées au complexe Bam commence a étre cernée, la
fagon dont elles sont insérées dans la ME reste peu connue. Parmi les lipoprotéines du complexe
Bam, BamB et BamD sont prédites pour interagir directement avec les PT[, indiquant qu’elles
pourraient jouer un réle direct dans le repliement et l'insertion de certaines PTB. (Albrecht et Zeth,
2011 ; Sandoval et al., 2011 ; Ricci et al., 2012). Dans le cas de BamD, ces prédictions ont été
expérimentalement vérifiées par crosslink du tonneau 3 de l'autotransporteur EspP avec BamD
(leva et al., 2011) mais le role exact de BamD reste inconnu. Le fait que les lipoprotéines BamB, C

et E ne soient pas essentielles a la croissance bactérienne indique qu’elles ne sont probablement
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Figure 11.18 : Analyse structurale du complexe BamCDE.

(A) Représentation de la structure de BamD de Rodothermus marinus vue de coté. Les différents
motifs TPRs (constitués d’une paire d’hélices a) sont colorés de couleur différente. Dans la structure
de BamD d’E. coli, I'hélice a carboxy terminale (représentée en saumon sur cette structure) est
absente. Les fleches indiquent la position de la poche formée par les TPR1 et 2 et prédite pour
interagir avec l'extrémité carboxy terminale des PTR. D’aprés Sandoval ef al. (2011). (B)
Représentation schématique de I'organisation de BamC d’E. coli et représentation des structures
des domaines helix grip. Les numéros au dessus de la représentation des domaines de BamC
indiquent la position des résidus dans la séquence linéaire de BamC. La région 1 a 25 correspond a
la séquence signal Sec (SS) et la région 25 a 101 correspond a la région non structurée amino
terminale. Les régions 101 a 212 et 226 a 344 correspondent aux deux domaines helix grips dont
les structures sont présentées en dessous de chaque domaine. D’aprés Webb et al. (2012). (C)
Représentation de la structure du complexe BamD BamC(zs213). BamD est représentée en violet.
BamC(zs213) correspond a la forme mature de la protéine sans le domaine helix grip carboxy
terminal (voir en B). Le domaine helix grip compris entre les résidus 101 et 212 est représenté en
bleu. La partie non structurée de BamC interagissant avec BamB est représentée en orange, bleu,
cyan et vert. D’aprés Webb et al. (2012). (D) Représentation de la structure de BamE. Les

extrémités amino et carboxy terminales sont indiquées. D’aprés Knowles et al. (2011).
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pas indispensables a linsertion de toutes les PTB dans la ME. Ainsi, selon leur nature (taille,
présence de longs domaines solubles...), les PTB pourraient nécessiter I'une ou l'autre de ces
lipoprotéines au cours de leur insertion dans la ME.

Le fonctionnement de I'élément central du complexe Bam reste également & découvrir. En
effet, s’il est admis que BamA interagit avec les PT(3 non repliées par B-augmentation au niveau de
ses domaines POTRA (Robert et al., 2006 ; Kim et al., 2007 ; Knowles et al., 2008), la fagon dont
elle assure I'insertion de la protéine dans la ME reste inconnue. Sur la base d’observations in vitro,
il a été proposé que des tétraméres de BamA puissent former des tunnels permettant le relargage
des PTp repliées dans la ME (Robert et al., 2006). Cependant, aucun tétramére de BamA n’a
pour l'instant été observé in vivo. Les récents travaux sur la reconstruction du systéme Bam in vitro
ont déja montré que le processus d’insertion dans la ME était indépendant de toute source
d’énergie et ils devraient permettre de mieux apprécier le réle de chacun des composants du

systéme dans les années a venir (Hagan et al., 2010 ; Hagan et Kahne, 2011).
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Figure 11.19 : Schéma présentant un modéle d’acheminement des PTB a la membrane externe.
Les PTPB sont synthétisées dans le cytoplasme sous forme de précurseurs dotés d’'une séquence
signal Sec. Les PTB sont exportées par le systéeme Sec et leur séquence signal est clivée. Dans le
périplasme la majorité des PTB (voie de droite sur le schéma) sont prises en charge par SurA et
délivrées au systéme Bam au niveau du domaine POTRA 1 de BamA. Au cours d’'un processus
impliquant au minimum BamA et BamB, les PT sont insérées dans la ME. Les protéines TolC et
BamA sont indépendantes de SurA pour leur acheminement au systéme Bam (voie de gauche). La
protéine TolC (trait plein) est ensuite insérée dans la ME par un processus indépendant de BamB et
du domaine POTRA 1 de BamA. La protéine BamA est insérée dans la ME par un processus

impliquant le domaine POTRA 1 de BamA (trait pointillé). D’aprés Bennion et al. (2010)
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IV Biosynthése des lipoprotéines

IV.A Introduction

Les lipoprotéines représentent en moyenne 1 a 3% des protéomes bactériens (Suftcliffe et
al., 2012) et sont impliquées dans de nombreux processus cellulaires essentiels comme la
biogénése de la ME ou la synthése du peptidoglycane (Ricci et Silhavy, 2012 ; Typas et al., 2012).
Il s’agit de protéines généralement solubles dont I'extrémité amino terminale est acylée et sert
d’ancrage dans une membrane. Il est probable que les protéines périplasmiques diffusent dans
l'intégralité du périplasme (Mullineaux et al., 2006) et la présence d’'une ancre lipidique pourrait
donc permettre de localiser les lipoprotéines la ou leur fonction est requise. De fagon cohérente
avec cette idée, la délétion de l'acylation amino terminale de certaines lipoprotéines n’altere pas
leur fonctionnalité si en contre partie ces lipoprotéines sont produites en excés (Tsukahara et al.,
2009 ; Chng et al., 2010).

Les lipoprotéines peuvent étre associées a la Ml ou a la ME. A titre d’exemple, parmi les 90
lipoprotéines codées par le génome d’E. coli, la grande majorité est présente dans la ME. De
maniére générale, les lipoprotéines présentes dans les deux membranes font face au périplasme
mais certaines lipoprotéines de ME peuvent étre exposées au milieu extérieur. De facon
intéressante, la lipoprotéine Lpp d’E. coli semble avoir deux localisations cellulaires distinctes : soit
a la face périplasmique de la ME soit a la face externe de la ME (Cowles et al., 2011). Ainsi,
'adressage des lipoprotéines au bon compartiment cellulaire est un enjeu de taille pour la bactérie
d’autant plus que lorsqu’elles sont localisées dans la mauvaise membrane, certaines lipoprotéines
perdent leur fonction et peuvent devenir toxiques pour la cellule (Paradis-Bleau et al., 2010).

Les lipoprotéines sont synthétisées dans le cytoplasme sous forme de précurseurs
(apolipoprotéines) dotés de séquence signal Sec ou Tat. Aprés exportation, les lipoprotéines
subissent un processus de maturation au cours duquel la séquence signal est clivée et leur
extrémité amino terminale est acylée. Ce processus a pour effet d’ancrer les lipoprotéines dans la
MI. La machinerie qui permet le passage de certaines lipoprotéines de la Ml a la ME, le systéme
Lol, a initialement été découverte chez E. coli. Les cing protéines la constituant, LolA, B, C, D et E
permettent le transfert spécifique des lipoprotéines de ME vers cette derniére. Les lipoprotéines de
MI portent un signal de rétention dans la MI qui bloque leur interaction avec le systéme Lol et
assure ainsi leur localisation dans la MI (Okuda et Tokuda, 2011).

Le systéme Lol est présent chez de nombreuses bactéries didermes et est essentiel a la
croissance bactérienne, notamment en raison de I'importance de certaines lipoprotéines dans la
biogénése de I'enveloppe bactérienne (Paradis-Bleau et al., 2010 ; Ricci et Silhavy, 2012 ; Sutcliffe
et al., 2012). La compréhension de son fonctionnement est donc un enjeu de taille et pourrait
fournir des cibles pour de nouveaux antibiotiques. Les connaissances acquises sur le systéme Lol
sont résumées ci-aprés. Dans un premier temps, les découvertes du systéme et de la nature du
signal assurant l'adressage des lipoprotéines a la bonne membrane seront présentées. Les
mécanismes moléculaires permettant le fonctionnement du systéme Lol seront ensuite discutés.
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Figure 11.20 : Exportation et maturation des lipoprotéines.

(A) Représentation schématique d’'une apolipoprotéine et de sa Lipobox. (B) Ajout d'un
diacylglycerol sur le soufre de la cystéine de la Lipobox par I'enzyme Lgt. (C) Clivage par LspA
de la séquence signal en amont de la cystéine de la Lipobox. Ajout d’'un acide gras au niveau de
la fonction amine de la cystéine de la lipobox par I'enzyme Lnt. (D) Représentation schématique
des étapes successives de I'exportation et de la maturation d’une lipoprotéine. D’aprés Okuda et
Tokuda (2011).
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IV.B Exportation et maturation des lipoprotéines

Les lipoprotéines sont synthétisées dans le cytoplasme sous la forme d’apolipoprotéines.
La majorité d’entre elles sont dotées d’'une séquence signal Sec et seul un petit nombre dispose
d’'une séquence signal Tat (Gralnick et al., 2006 ; Palmer et Berks, 2012 ). Cependant, quelle que
soit leur nature, les séquences signal des apolipoprotéines possédent un motif conservé dans leur
partie carboxy terminale. Ce motif est dénommé Lipobox et se rapproche du consensus : L — A/S —
G/A — C (Hayashi et Wu, 1990). Aprés exportation, la séquence signal est clivée au niveau de la
Lipobox par la signal peptidase Il LspA. Ce clivage a lieu en amont de la cystéine de la Lipobox et
fait partie d’'un processus de maturation de I'apolipoprotéine indispensable a I'adressage de la
lipoprotéine a l'une ou lautre des deux membranes (Figure 11.20) (Fukuda et al., 2002). La
maturation des apolipoprotéines débute par I'action de I'enzyme Lgt (Apolipoprotéine diacylglycérol
transférase) qui transfére un groupement diacylglycéryl a partir d’un phosphatidylglycérol
(phospholipide) au soufre de la cystéine de la Lipobox. Ensuite, la signal peptidase Il LspA clive la
séquence signal en amont de la diacylglycérylcystéine +1 qui devient donc le premier acide aminé
de la forme mature de la lipoprotéine. Enfin, 'enzyme Lnt (Apolipoprotéine N-Acyl transférase)
achéve la maturation de la lipoprotéine en catalysant I'acylation de la diacylglycérylcystéine +1
(Gupta et al., 1993 ; Sankaran et Wu, 1994). Ce processus a lieu au niveau de la face
périplasmique de la Ml et les trois enzymes impliquées dans la maturation des lipoprotéines
semblent étre des protéines intégrales de Ml (Daley et al., 2005 ; Robichon et al., 2005 ; Pailler et
al., 2012). Cependant, il convient de noter qu'une étude suggére que Lgt est simplement associée
a la Ml sans étre insérée dans celle-ci (Selvan et Sankaran, 2008).

Les génes codant pour Lgt et LspA ont été retrouvés dans les génomes de représentants
de chacun des phyla bactériens pour lesquels les séquences sont disponibles, indiquant que les
deux premiéres étapes de la maturation des lipoprotéines sont bien conservées chez les bactéries.
Ces deux premiéres étapes sont suffisantes pour ancrer une lipoprotéine dans les membranes
bactériennes ce qui pourrait expliquer pourquoi le géne codant pour Lnt, qui assure la derniére
étape de la maturation des lipoprotéines, n'est pas présent dans tous les génomes bactériens
(Sutcliffe et al., 2012). Chez les protéobactéries, Int est ubiquitaire ce qui est cohérent avec le
caractére obligatoire de la derniére étape de la maturation des lipoprotéines pour I'adressage des

lipoprotéines a la ME de ces organismes (Fukuda et al., 2002 ; Robichon et al., 2005).

IV.C Le systéme Lol : découverte et informations générales

IV.C.1 Identification et réle des protéines LolA et LolB

Les premiers pas vers lidentification du systéme Lol ont été réalisés grace a I'étude de
sphéroplastes d’E. coli. Partant du constat que les lipoprotéines de ME sont retenues dans la Ml
des sphéroplastes, Matsuyama et al. (1995) ont montré que I'ajout d’'une fraction périplasmique sur
des sphéroplastes permettait d’extraire la lipoprotéine Lpp de leur membrane. Des expériences de

fractionnement du périplasme ont ensuite permis de montrer que la protéine périplasmique LolA
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Figure 11.21 : Modéle d’adressage des lipoprotéines a la membrane externe.

Les lipoprotéines de ME interagissent dans la MI avec le complexe LolCDE qui assure le
transfert ATP dépendant des lipoprotéines vers LolA. LolA forme un complexe soluble avec la
lipoprotéine et assure son transfert a LolB, localisée dans la ME. LolB assure ensuite I'insertion
de la lipoprotéine dans la ME. Les lipoprotéines de MI n’interagissent pas avec le complexe
LolCDE et restent localisées dans la MI. D’aprés Okuda et Tokuda (2011).
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était a I'origine de ce processus en formant un complexe soluble de stoechiométrie 1:1 avec Lpp.
Le rbéle de LolA dans I'adressage des lipoprotéines a la ME a ensuite été confirmé par I'étude d’'un
mutant conditionnel lolA d’E. coli (Tajima et al., 1998). Matsuyama et al. (1997) ont ensuite exploité
le fait que I'incubation d’'un complexe LolA/Lpp avec des vésicules de ME permet I'insertion de Lpp
dans ces vésicules pour identifier la lipoprotéine de ME LolB comme accepteur de Lpp dans la ME.
L’utilisation d’'un mutant conditionnel de /o/B a ensuite montré qu’en I'absence de LolB les
lipoprotéines de ME s’accumulaient dans la Ml ou dans le périplasme, complexées avec LolA
(Tanaka et al., 2001). Lorsque LolB est produite sans son ancre lipidique (mLolB) dans un mutant
loIB d’E. coli, un haut niveau d’expression de mLolB est nécessaire a la croissance bactérienne.
De plus, mLolB catalyse l'insertion de lipoprotéines a la fois dans la Ml et la ME. Ces données
indiquent que I'insertion des lipoprotéines dans une membrane par LolB n’est pas spécifique de la
ME. Ainsi, I'ancre lipidique de LolB assure son adressage a la ME afin que LolB ne catalyse
l'insertion des lipoprotéines que dans la ME (Tsukahara et al., 2009).

L’ensemble de ces données montre que LolA prend en charge les lipoprotéines de ME au
niveau de la MI et assure leur acheminement jusqu’a la ME ou elle les transfére a LolB qui assure

leur insertion dans la ME.

IV.C.2 Identification et réle du complexe LoICDE

Une fois insérées dans la ME par LolB, les lipoprotéines ne peuvent plus étre extraites de
cette derniere par LolA. Ceci indique que le processus d’extraction des lipoprotéines de la MI par
LolA nécessite d’autres facteurs localisés dans la MI. De maniére cohérente, le transfert des
lipoprotéines depuis des vésicules de Ml RSO (Right Side Out) vers LolA n’est possible qu’en
présence d’ATP, indiquant qu’il existe un systéme couplant I'énergie disponible dans le cytoplasme
sous forme d’ATP a I'extraction des lipoprotéines de la Ml (Yakushi et al., 1998). Partant de cette
observation Yakushi et al. (2000) ont utilisé des protéoliposomes reconstitués a partir de
différentes fractions de MI pour identifier le systtme LolICDE comme responsable du transfert des
lipoproteines de la MI vers la protéine périplasmique LolA en présence d’ATP. Le systéme
membranaire LoICDE est un membre atypique de la superfamille des transporteurs ABC (ATP
binding cassette) puisqu’il n’assure ni I'import ni I'export de molécules au travers de la MI. Il est
constitué d’'un monomeére de chacune des protéines LolC et LolE ainsi que d’'un homodimére de
LolD (Yakushi et al., 2000). LolC et LolE présentent des séquences en acides aminés similaires
(27% d’identité) et sont toutes les deux des protéines intégrales de Ml avec 4 TMs et un long
domaine périplasmique entre les TMs 1 et 2. Pour autant, les deux protéines remplissent des
fonctions différentes au sein du complexe Lol (Yasuda et al., 2009). LolD est une protéine
cytoplasmique dotée d’'un domaine de liaison aux nucléotides et s’associe avec LolC et LolE a la
face cytoplasmique de la MI.

L’ensemble de ces découvertes a permis d’établir un modéle de fonctionnement du

systéme Lol (Figure 11.21). Dans un premier temps le complexe de la membrane interne LolICDE
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permet le transfert ATP dépendant des lipoprotéines ancrées dans la MI vers le chaperon
périplasmique LolA. LolA forme un complexe soluble avec la lipoprotéine en masquant la partie
lipidigue de celle-ci, ce qui lui permet de traverser le périplasme. Enfin, LolA transfére
indépendamment d’'une source d’énergie la lipoprotéine au chaperon membranaire LolB qui assure

enfin 'ancrage de la lipoprotéine dans la ME.

IV.C.3 Répartition phylogénétique de systéme Lol

Si les enzymes responsables de la maturation des lipoprotéines sont présentes de fagon
ubiquitaire au sein des protéobactéries, le systéme Lol est bien moins conservé. Ainsi, le géne
codant la lipoprotéine LolB est notamment absent chez les a et € protéobactéries. De la méme
facon, le géne codant LolE n’est présent que chez les y protéobactéries (Narita, 2011, Sutcliffe et
al., 2012). Ces données montrent que malgre le role essentiel du systéme Lol dans la biogénése
de la ME, l'organisation et le fonctionnement de ce dernier peuvent fortement varier au sein des
protéobactéries. Ainsi, il est probable que des mécanismes alternatifs encore non identifiés
assurent 'adressage des lipoprotéines a la ME en I'absence de certains composants du systéme
Lol.

IV.D Signal d’adressage des lipoprotéines a la ME
Si la majorité des lipoprotéines semble étre présente dans la ME, certaines lipoprotéines
restent dans la MI. Cette observation implique I'existence d’un signal qui adresse les lipoprotéines

ala Ml ou a la ME. La nature de ce signal est discutée ci-dessous.

IV.D.1 Identification d’un signal de rétention des lipoprotéines dans la Ml chez E. coli.

IV.D.1.a La régle du +2

Les premiers travaux pour I'identification du signal qui permet 'adressage des lipoprotéines
a la bonne membrane ont été réalisés chez E. coli. Yamaguchi et al. (1988) ont utilisé des
lipoprotéines chimériques pour montrer que la substitution de I'acide aminé +2 (juste aprés la
cystéine de la lipobox ou cystéine +1) par un aspartate dans des lipoprotéines de ME était
responsable de la localisation de ces lipoprotéines dans la MI. Les auteurs ont également montré
que le remplacement de l'aspartate +2 d’'une lipoprotéine de MI par une sérine entrainait un
adressage de cette lipoprotéine a la ME. Une étude ultérieure a montré que la présence d’un
glutamate en position +2 ne suffisait pas a la localisation de lipoprotéines chimériques dans la Ml,
indiquant qu’une charge négative en position +2 n’est pas suffisante a la localisation des
lipoprotéines dans la MI. De plus, cette étude a montré que lorsque 'acide aminé en position +3
était une lysine ou une histidine, la présence d’'un aspartate en position +2 ne suffisait plus a
localiser les lipoprotéines dans la Ml (Gennity et Inouye, 1991). L'importance de la nature de

'acide aminé en position +3 a ensuite été confirmée par Terada et al. (2001) qui ont
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Figure 11.22 : Analyse du signal de rétention des lipoprotéines dans la membrane interne
d’E. coli.

Des protéoliposomes contenant LolICDE et un dérivé de Lpp avec un aspartate en position +2 et
un des 20 acides aminés en position +3 ont été incubés avec de I'ATP et 2 (barres grises) ou 20
(barres noires) ug/mL de LolA. Le % de transfert des différents dérivés a LolA a été déterminé et

reporté sur le graphique. D’aprés Terada et al. (2001).
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systématiquement testé la combinaison d’'un aspartate +2 avec chacun des 20 acides aminés en
+3 (Figure 11.22). Les auteurs en ont conclu que la présence d’'un aspartate en +2 a tendance a
localiser les lipoprotéines dans la MI mais que la nature du résidu en +3 influence fortement ce
processus. lls ont également montré que les combinaisons d’'un aspartate en position +2 et d’'un
aspartate, un glutamate ou une glutamine en positon +3 constituent les signaux les plus forts pour
la rétention des lipoprotéines dans la MI. L'utilisation de la lipoprotéine Pal dont la sérine +2 a été
substituée par une cystéine a montré qu’ajouter chimiquement une charge négative sur la cystéine
+2 ne causait la rétention de Pal dans la Ml que lorsque la distance entre la charge négative
ajoutée et le carbone a de la cystéine était similaire a celle observée pour un aspartate (Hara et
al., 2003). Cette observation explique pourquoi un aspartate en +2 cause une localisation des
lipoprotéines dans la Ml alors qu’un glutamate n’a pas cet effet. Il convient de noter que certaines
lipoprotéines de MI ne disposent pas d'un aspartate en +2. C’est notamment le cas de la
lipoprotéine AcrE dont les résidus en position +2 et +3 sont respectivement une asparagine et un
aspartate. De fagon cohérente, Seydel et al. (1999) ont montré qu'une phénylalanine, un
tryptophane, une tyrosine, une glycine ou une proline pouvaient localiser une lipoprotéine dans la

MI. Cependant, ces résidus sont rares en position +2 dans les lipoprotéines natives de E. coli.

IV.D.1.b La notion de signal de rétention.

Des expériences de transfert de lipoprotéines de ME a partir de protéoliposomes vers LolA
en présence d’ATP ont montré que le transfert d’'une lipoprotéine de ME donnée était inhibé en
présence d’'un large excés d’'une autre lipoprotéine de ME mais pas en présence d’'un excés de
lipoprotéine de MI. Ces résultats indiquent que les lipoprotéines de MI n’entrent pas en compétition
avec les lipoprotéines de ME pour l'interaction avec LolCDE. Cette étude montre également que,
dans des protéoliposomes, les lipoprotéines de ME activent 'activité ATPasique de LolCDE alors
que les lipoprotéines de Ml en sont incapables (Masuda et al., 2002). Ces observations ont conduit
a l'idée selon laquelle la présence d’'un aspartate en position +2 diminue I'affinité des lipoprotéines
pour le systéme LolCDE et conduit ainsi a leur maintient dans la MIl. Cette idée a été renforcée
par l'identification de mutants du systéme LolCDE qui adressent les lipoprotéines de M| a la ME
(Narita et al., 2003 ; Sakamoto et al.,, 2010). Ces études montrent également que LolA et LolB
peuvent interagir normalement avec les lipoprotéines dotées d’'un aspartate en position +2,
montrant que l'aspartate +2 localise les lipoprotéines dans la MI uniquement en bloquant
l'interaction de ces derniéres avec LolICDE. Ces observations, ajoutées au fait que la majorité des
lipoprotéines d’E. coli sont localisées dans la ME, ont conduit a I'idée que les lipoprotéines étaient
localisées par défaut dans la ME et que les lipoprotéines de MI disposaient d’'un signal de rétention

dans la MI, souvent sous la forme d’un aspartate en +2.
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IV.D.1.c Autres facteurs influengant I'adressage des lipoprotéines

Outre les régles énoncées ci-dessus, plusieurs facteurs ont été décrits comme influengant
'adressage des lipoprotéines a 'une ou l'autre des membranes d’'E. coli.

La derniére étape de la maturation des lipoprotéines, catalysée par Lnt, est absente dans
de nombreuses bactéries monodermes (Sutcliffe et al., 2012). Par conséquent, il a longtemps été
considéré que les lipoprotéines de MI n’étaient pas modifiées par Lnt. Cependant, Fukuda et al.,
(2002) ont montré que Lnt permettait I'acylation des lipoprotéines de Ml comme de ME. De plus, ils
ont montré que cette étape de la maturation des lipoprotéines était indispensable pour que les
lipoprotéines de ME puissent interagir avec LolICDE. De fagon cohérente un mutant d’E. coli pour
Int n'est pas viable. Cependant, de récents travaux ont montré que la surproduction de LolCDE
permettait la croissance de mutants Int, indiquant que Il'acylation des lipoprotéines par Lnt
augmente I'affinité de ces derniéres pour le complexe LolCDE (Narita et Nokuda, 2011).

Chez E. coli la composition des membranes en phospholipides est de 70 a 75% de
phosphatidyléthanolamine (PE), 20 a 25% de phosphatidylglycérol et d’environ 5% de cardiolipine
(CL). La reconstruction de protéoliposomes avec différentes compositions en phospholipides a
montré que le PE était indispensable a la rétention des lipoprotéines de MI. Il a également été
déterminé que la phosphatidylcholine pouvait remplacer le PE pour cette fonction. Ces deux types
de phospholipides sont chargés positivement et il est possible que l'association de la charge
négative de I'aspartate + 2 et de la charge positive des phospholipides soit nécessaire au blocage
de linteraction entre les lipoprotéines de MI et le complexe LoICDE. Au contraire, la CL stimule
l'activité de LolCDE et favorise le relargage de lipoprotéines de Ml (Miyamoto et Tokuda, 2007).
Ainsi, les différents phospholipides ont des effets différents sur I'adressage des lipoprotéines et un
équilibre précis dans la composition en phospholipides de la Ml est important pour un adressage

correct des lipoprotéines.

IV.D.2 Le signal de rétention dans les autres protéobactéries.

La nature du signal de rétention des lipoprotéines dans la Ml a également été étudiée chez
d’autres bactéries. Lewenza et al. (2006) ont montré que le signal de rétention des lipoprotéines
est conservé pour plusieurs espéces de la famille des Enterobacteriaceae (y-protéobactéries).
Cependant, ces regles ne semblent pas étre universelles. La lipoprotéine MexA de Pseudomonas
aeruginosa est ancrée dans la Ml et posséde une glycine et une lysine respectivement en position
+2 et +3. Une étude a montré que chez cet organisme le signal de rétention des lipoprotéines dans
la MI résidait majoritairement dans la nature des acides aminés +3 et +4 (lysine et serine étant
respectivement les plus efficaces), contredisant ainsi les régles établies chez E. coli (Narita et
Tokuda, 2007). Cependant, un aspartate en position +2 constitue également un signal de rétention
a la MI chez cet organisme. |l est intéressant de noter que des lipoprotéines dotées de lysines et
serines en position +3 et +4 sont transférées a LolA a partir d’'un protéoliposome doté d’un

complexe LolCDE de P. aeruginosa mais pas a partir d’'un protéoliposome doté d’un complexe
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Figure 11.23 : Analyse structurale des protéines LolA et LolB.

Représentation de coté (gauche) et de dessus (droite) de la structure de LolA d’E. coli. Les brins 3 sont
numérotés de 1 a 12 depuis I'extrémité amino terminale. Les brins B 1 a 11 constituent un tonneau 8 non
complet. Ce tonneau B est fermé par un couvercle constitué des hélices a 1 a 3. Le tonneau 3 non fermé et
le couvercle d’hélices a délimitent une cavité hydrophobe qui accueille I'extrémité amino terminale acylée
des lipoprotéines. Le brin 12 et I'hélice a carboxy terminale forment une boucle absente dans la structure
de LolB. (B) Représentation de coté (gauche) et de dessus (droite) de la structure de LolB d’E. coli. Les
brins B sont numérotés de 1 a 11 depuis I'extrémité amino terminale et forment un tonneau  non complet.
Ce tonneau B est fermé par un couvercle constitué des hélices a 1 a 3. Le tonneau B non fermé et le
couvercle d’hélices a délimitent une cavité hydrophobe qui accueille I'extrémité amino terminale acylée des
lipoprotéines. (C) Modéle d’interaction « bouche & bouche » de LolA et LolB. Les deux protéines
interagissent au niveau de l'entrée de leur cavité hydrophobe pour constituer un environnement

hydrophobe favorable au transfert des lipoprotéines de LolA vers LolB. D’aprés Okuda et Tokuda (2011).
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LoICDE d’E. coli. Ces données montrent clairement le role du complexe LolICDE dans la spécificité

inter-espéce du signal de rétention des lipoprotéines dans la Ml (Tanaka et al., 2007).

IV.E Mécanismes de fonctionnement du systéme Lol

IV.E.1 Le bouche a bouche des lipoprotéines LolA et LolB

Les structures des lipoprotéines LolA et LolB montrent que, malgré de fortes différences de
séquence, ces deux protéines adoptent un repliement semblable (Takeda et al., 2003). Les deux
protéines possédent 11 brins B formant un tonneau 3 incomplet qui est fermé par un couvercle
formé de trois hélices a (Figure 11.23 A et B). Le tonneau  incomplet et le couvercle d’hélices a
deélimitent une cavité hydrophobe qui semble suffisamment grande pour accueillir 'extrémité amino
terminale acylée des lipoprotéines (Okuda et Tokuda, 2009 ; Okuda et Tokuda, 2011). Malgré ces
similarités, LolA et LolB présentent quelques différences structurales importantes pour leur
fonction. Les résidus présents dans la cavité hydrophobe de LolA sont majoritairement des acides
aminés aromatiques alors que ceux présents dans la cavité de LolB sont majoritairement des
leucines et isoleucines, suggérant que l'affinité de LolB pour I'extrémité amino terminale acylée
des lipoprotéines est plus forte que celle de LolA. Cette différence d’affinité a été vérifiée
expérimentalement par le fait que la présence d’une forte concentration de LolA libre n’entrave en
rien le transfert de la lipoprotéine Pal de LolA vers LolB (Watanabe et al., 2007). La découverte
d’un variant de LolA (LolAR43L) pour lequel les complexes LolA — lipoprotéines s’accumulent dans
le périplasme a permis d’identifier une autre particularité de LolA importante pour sa fonction. En
effet, la substitution de I'arginine 43 de LolA en leucine (LolAR43L) conduit a une plus forte affinité
de LolA pour I'extrémité amino terminale acylée des lipoprotéines et a un défaut de transfert des
lipoprotéines a LolB (Miyamoto et al., 2001 ; Taniguchi et al., 2005). Dans la structure de LolA,
'arginine 43 (brin B2) de LolA établit des liaisons hydrogénes avec les hélices a du couvercle et
ferme ainsi la cavité hydrophobe de LolA (Takeda et al., 2003). L’obtention de la structure de
LolAR43L a montré que LolA pouvait exister sous deux formes : une dite ouverte dans laquelle la
cavité hydrophobe de LolA est ouverte sur le milieu extérieur et une fermée dans laquelle I'accés a
la cavité est bloquée par les interactions entre l'arginine 43 et les hélices a du couvercle. Ce
passage d’'une conformation ouverte a une conformation fermée (et vice-versa) est indispensable
a la fonction de LolA et il a été montré que la cavité de LolA s’ouvrait au moment de l'interaction
avec la lipoprotéine et se fermait aprés transfert de la lipoprotéine vers LolB (Oguchi et al., 2008 ;
Watanabe et al., 2008 ; Tao et al., 2010b). Une derniére différence importante dans les structures
de LolA et LolB réside dans la présence chez LolA d’'une boucle supplémentaire formée d’un
douziéme brin B et d’'une courte hélice a (Figure 11.23 A). Cette boucle prévient le transfert des
lipoprotéines depuis LolA vers la Ml en inhibant I'interaction entre LolA et les phospholipides
(Okuda et al., 2008).

L’ensemble de ces données a permis d’avancer une hypothése expliquant comment les

lipoprotéines pouvaient étre transférées de LolA vers LolB de fagon indépendante de toute source
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Figure 11.24 : Cycle du transfert d’une lipoprotéine depuis la membrane cytoplasmique
vers LolA par le systéme LolCDE.

(1) La lipoprotéine ne portant pas de signal de rétention dans la Ml est prise en charge par LolC
et LolE. Cette liaison induit un changement de conformation des sous unités LolD qui augmente
leur affinité pour 'ATP. (2) La liaison de deux molécules d’ATP aux sous unités LolD conduit a
une diminution de l'affinité de LolC et LolE pour la lipoprotéine. (3) L’affinité de LolC et LolE pour
la lipoprotéine est encore diminuée par I'hydrolyse des deux molécules d’ATP. (4) La lipoprotéine
est transférée au chaperon périplasmique LolA. (5) Les phosphates inorganiques puis les ADP
sont relachés des sous unités LolD et le systéme LolICDE retrouve son état initial. D’aprés
Taniguchi et al. (2008).
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d’énergie. En effet, I'affinité de LolB pour I'extrémité amino terminale acylée des lipoprotéines est
plus forte que celle de LolA pour ces dernieres. Le transfert des lipoprotéines de LolA vers LolB est
donc un processus thermodynamiquement favorable et est probablement aidé par le passage de
LolA d’'une conformation ouverte a fermée. De maniere cohérente, des expériences de RMN et de
cross link montrent que LolA et LolB interagissent au niveau de I'entrée de leur cavité hydrophobe
(Figure 11.23 C) (Nakada et al, 2009 ; Okuda et Tokuda, 2009 ). Cette interaction crée un
environnement hydrophobe propice au transfert de I'extrémité amino terminale acylée des
lipoprotéines de LolA vers LolB, la forte affinité de LolB pour I'extrémité amino terminale acylée
des lipoprotéines servant de moteur au transfert. En revanche, la fagon dont LolB assure I'insertion

de I'extrémité amino terminale des lipoprotéines dans la ME reste inconnue.

IV.E.2 Le fonctionnement du complexe LolICDE

Un élégant modéle de fonctionnement du complexe LolCDE a été récemment propose.
Tirant parti du fait que le complexe LolCDE-lipoprotéine peut étre purifié, Taniguchi et Tokuda
(2008) ont utilisé différents mutants de LolCDE ainsi que différents inhibiteurs ou activateurs de
son activité pour déterminer in vitro 'ordre des événements moléculaires intervenant dans le cycle
de transfert des lipoprotéines depuis la membrane cytoplasmique vers la protéine LolA (Figure
11.24). La liaison spécifique d’'une lipoprotéine destinée a la ME aux sous unités LolC et LolE
entraine la liaison de deux molécules d’ATP a I'homodimére LolD. Cette liaison entraine en retour
une diminution de l'affinité de LolC et LolE pour la lipoprotéine. Ce phénomeéne est accentué par
'hydrolyse des deux ATP par LolD. Toutes ces étapes semblent étre indépendantes de LolA
puisqu’elles se déroulent in vitro en son absence. L’ajout de LolA a ce point du cycle permet le
transfert de la lipoprotéine de LolCDE vers LolA. Ce transfert est suivi de la libération du
phosphate inorganique puis de 'ADP ce qui permet la régénération du complexe LolCDE.

Ce modéle peut étre complété par différentes études. Des expériences de cross link in vivo
ont montré que LolA interagit avec LolC mais pas avec LolE (Okuda et Tokuda, 2009). Il a
également été montré que LolE mais pas LolC interagit avec les lipoprotéines (Okuda et Tokuda,
2011). Ceci suggére que LolC sert d’échafaudage pour amener LolA a proximité du complexe
LolE-lipoprotéines. Cette idée est appuyée par l'observation qu’'un complexe LoIDE reste
fonctionnel in vitro (Kanamaru et al.,, 2007). De fagon intéressante, les domaines périplasmiques
de LolC et LolE présentent des séquences comparables a celles de LolA et LolB indiquant qu’elles
pourraient avoir le méme type de repliement. De plus, LolA interagit avec LolC au niveau de
I'entrée de sa cavité hydrophobe (Okuda et Tokuda, 2009). Il est donc possible que le transfert de
la lipoprotéine de LolE vers LolA soit réalisé selon un modéle bouche a bouche proche de celui du

transfert des lipoprotéines de LolA vers LolB.
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V Protéines atypiques de membrane externe

V.A Introduction

Ces derniéres années les travaux intensifs sur la biogénése des protéines de la ME des
protéobactéries ont permis de mettre en évidence deux principales voies d’adressage des
protéines a la ME. Le systéme Lol assure I'adressage a la ME des lipoprotéines et la combinaison
des chaperons périplasmiques SurA, Skp et DegP et du systéeme Bam assure I'adressage et
linsertion des PTB (Ricci et Silhavy, 2012). Cependant, de nombreux travaux soulignent
également I'existence de PTB ou de lipoprotéines dotées de caractéristiques particulieres ainsi que
de protéines associées a la ME par d’autres structures qu’'une acylation amino terminale ou un
repliement en tonneau B (Dong et al., 2006 ; Ferrandez et Condemine, 2008 ; Douzi et al., 2012 ;
Reusch, 2012). Ces structures et/ou les voies d’adressage permettant in fine I'insertion de ces
protéines dans la ME restent mal connues. Ce paragraphe se propose de présenter quelques
exemples de protéines de ME dotées d’une structure atypique ou de particularités dans leur voie

d’adressage.

V.B Modification post traductionnelle d’'une PT

La PTB OmpA est une protéine majeure de ME chez E. coli (environ 100 000 copies par
cellule) et remplit de nombreuses fonctions comme maintenir la forme de la cellule ou participer a
la formation de biofilms. OmpA a été décrite comme constituée d’'un domaine amino terminal
formant un tonneau 8 (8 brins B) dans la ME et d’'un domaine carboxy terminal périplasmique qui
s’associe avec le peptidoglycane. Cependant, d’autres études contradictoires montrent que OmpA
peut également former dans la ME un large tonneau 3 constitué a la fois des domaines amino et
carboxy terminaux (Reusch, 2012).

OmpA dépend de SurA, Skp et du complexe Bam pour son adressage et son insertion
dans la ME (Reusch, 2012). Cependant, l'insertion de OmpA dans la ME nécessite également
certaines modifications post traductionnelles. En effet, il a été démontré que dans le cytoplasme
des molécules de oligo-(R)-3-hydroxybutyrate (OHB) étaient ajoutées de fagon covalente aux
sérines d’'un motif SLGVSYREF situé dans la partie amino terminale de OmpA (résidues 163 a 171)
(Xian et al., 2007). La délétion de ce motif (dénommé sorting signal) ou la substitution des sérines
163 et 167 en glycine altére l'insertion de OmpA dans une membrane lipidique indiquant que
'ajout de OHB a OmpA est nécessaire a son insertion dans la ME (Klose et al., 1988 ; Negoda et
al., 2010a). De la méme facon, il a été montré qu’un ajout de OHB au segment carboxy terminal de
OmpA (résidues 264 a 325) avait lieu dans le périplasme (Negoda et al., 2010b). Les OHB sont
des molécules amphipathiques constituées d'une alternance de groupements méthyles
hydrophobes et de groupements esters polaires. De ce fait, ces molécules peuvent altérer la

solubilité des protéines en créant une surface hydrophobe sur des peptides polaires. Ainsi, il est
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Figure 11.25 : Structure de la lipoprotéine Wza d’E. coli.

Structure d’'un monomére (a gauche) et d’'un octamére (a droite) de Wza. Dans la structure
du monomere les 4 domaines de Wza (D1 a D4) sont indiqués d’'une couleur différente.
L’extrémité amino terminale acylée est indiquée par une boule bleue et I'extrémité carboxy
terminale par une boule rouge. Dans la structure de I'octamére chaque monomeére est
indiqué d’'une couleur différente. L'octamére est constitué de 4 anneaux R1 a R4 constitués
par les domaines correspondants des huit monomeres (D1 a D4). Les 4 anneaux délimitent
une cavité centrale représentée en marron. L’'octamére forme dans la membrane externe

(indiquée comme OM) un tonneau d’hélices a (R4). D’aprés Dong et al. (2006).
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possible que l'ajout de OHB a OmpA favorise son insertion dans la ME en augmentant
I'hydrophobicité de la protéine (Reusch, 2012).

Si chez E. coli 'ajout de OHB a OmpA semble étre important pour son insertion dans la
ME, I'homologue de OmpA chez P. aeruginosa, OrpF, ne semble pas dépendre d'un tel
mécanisme pour son insertion dans la ME. Ainsi, il est actuellement difficile de déterminer si une
telle modification post traductionnelle est spécifique de OmpA ou si plusieurs PT( dépendent de

ce mécanisme (Reusch, 2012).

V.C Cas des lipoprotéines Wza et PelC

La lipoprotéine Wza d’E. coli est une protéine de la famille OMA (Outer Membrane
Auxiliary) qui est impliquée dans la sécrétion d’exopolysaccahrides. Wza est une lipoprotéine de la
ME qui assure la sécrétion des exopolysaccharides au travers d’'un pore constitué par 8 unités de
Wza qui forment un tonneau d’hélices a dans la ME (Dong et al., 2006). Dans cette structure
particuliére, les hélices a amphipathiques carboxy terminales de chacune des unités de Wza
s’assemblent pour former un tonneau exposant les résidus hydrophobes a I'extérieur et les résidus
hydrophiles a l'intérieur (Figure 11.25). Une telle structure a également été proposée pour la
lipoprotéine PelC de P. aeruginosa (Kowalska et al., 2010) ainsi que pour d’autres protéines de
ME comme certaines sécrétines (Collins et Derrick, 2007).

La présence d’hélices a dans la ME peut paraitre surprenante puisque des hélices a
hydrophobes constituent de forts signaux de rétention des protéines dans la MI. Cependant, dans
le cas de Wza et PelC, les hélices a sont amphipathiques et la surface hydrophobe nécessaire a
linsertion dans la ME n’est formée qu’au moment de l'oligomérisation (Dong et al., 2006 ;
Kowalska et al., 2010).

L’existence de protéines insérées dans la ME par un tonneau d’hélices a souléve la
question de leur adressage et du mécanisme permettant I'insertion de ces protéines dans la ME.
Une étude sur PelC montre que l'acylation de son extrémité amino terminale est nécessaire a son
insertion dans la ME (Vasseur et al., 2007). En revanche, la fagon dont le tonneau d’hélices a est

formé et inséré dans la ME reste inconnue a ce jour.

V.D Sécrétines

Les sécrétines appartiennent a une famille de protéines de ME qui a été impliquée dans le
fonctionnement des systémes de sécrétion de type I, lll et IV et des systémes d’assemblage des
phages filamenteux. Ces protéines ont une organisation bipartite avec un long domaine amino
terminal périplasmique et un domaine carboxy terminal membranaire (Douzi et al., 2012). Une
structure de faible résolution de la sécrétine EspDq du systéme de sécrétion de type Il de Vibrio
cholerae montre que EspDq s’oligomérise pour former un pore dans le ME qui permet la sécrétion
des substrats (Figure 11.26 A et B) (Reichow et al., 2010). En revanche, la résolution de cette

structure n’est pas assez précise pour identifier le type de structure qui permet I'ancrage de la
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Figure 11.26 : Structure et adressage des sécrétines du systéme de sécrétion de type II.
(A) Vue de coté de la reconstruction tridimensionnelle de la structure d’'un dodécamére de la
sécrétine EspDq du systeme de sécrétion de type Il de Vibrio cholerae. La structure est
déduite d’observation de cryomicroscopie électronique. D’aprés Reichow et al. (2010) (B)
Coupe longitudinale de la reconstruction tridimensionnelle de la structure d’'un dodécamere
de la sécrétine EspDq du systéme de sécrétion de type Il de V. cholerae. Cette coupe
permet de voir la chambre extracellulaire, la porte périplasmque, le site de constriction et le
vestibule périplasmique. D’aprés Reichow ef al. (2010) (C) Adressage a la membrane
externe des sécrétines pilotine dépendantes. La sécrétine (en bleu clair) est exportée dans le
périplasme par le systétme Sec. La pilotine (en bleu foncé) est adressée a la ME par le
systéme Lol. La pilotine interagit avec la sécrétine pour assurer son insertion et sa
multimérisation dans la ME. Le moment exact de l'interaction de la pilotine avec la sécrétine
reste inconnu. Il est possible que la sécrétine interagisse avec la pilotine lorsque celle-ci est
localisée dans la MI, dés lors le complexe pilotine-sécrétine est adressé a la ME par LolA.
Une autre possibilité est que la pilotine interagisse avec la sécrétine uniquement une fois

localisée dans la ME. D’aprés Korotkov et al. (2012).
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partie carboxy terminale des sécrétines dans la ME. Il a été montré que I'insertion dans la ME de la
sécrétine PulD de Klebsiella oxytoca est indépendante de BamA, suggeérant que PulD pourrait ne
pas étre insérée dans la ME par une structure en tonneau B (Collin et al., 2007). De fagon
cohérente, des observations de microscopie électronique suggéerent que Wza et la sécrétine PilQ
de Neisseria meningitis adoptent une organisation similaire dans la ME (Collins et Derrick, 2007).
Ainsi, la structure qu’adopte la partie carboxy terminale des sécrétines dans la ME reste inconnue
et une structure atypique comme le tonneau d’hélices a décrit pour Wza ne peut étre exclue.
L’adressage des sécrétines a la ME présente également certaines particularités qui les
différencient des lipoprotéines ou des PT[3 de ME. En effet, si toutes les sécrétines sont exportées
dans le périplasme par le systéme Sec, la fagon dont les sécrétines sont ensuite adressées a la
ME dépend de la sécrétine considérée. Ainsi, 'adressage a la ME de certaines sécrétines de
systémes de sécrétion de type Il dépend de lipoprotéines de ME dénommées pilotines. C’est
notamment le cas des sécrétines OutD, PulD et GspDp de D. dadantii, K. oxytoca et E. coli dont
l'adressage a la ME dépend respectivement des pilotines OutS, PulS et GspSB (Hardie et al.,
1996 ; Shevchik et al., 1997 ; Strozen et al., 2012). En 'absence de leur pilotine respective PulD et
GspDp sont localisées dans la Ml et OutD est fortement dégradée. |l a également été montré que
OutS se liait a OutD au niveau de son extrémité carboxy terminale et permettait le repliement de
cette région sous la forme d’'une hélice a (Gu et al., 2012). Ainsi, les pilotines semblent exercer
une fonction de chaperon vis-a-vis de la partie carboxy terminale des sécrétines qui leur sont
associées. Les pilotines étant des lipoprotéines, elles sont adressées a la ME par le systéme Lol et
il est possible que I'interaction d’'une sécrétine avec sa pilotine permette son adressage a la ME via
le systeme Lol (Figure 11.26 C) (Collin et al., 2011). Dans plusieurs organismes dotés d’'un systéme
de sécrétion de type Il, aucun homologue des pilotines OutS, PulS et GspSB n’a été identifié
(Korotkov et al., 2012). Si dans ces organismes la présence de protéines jouant un réle semblable
a celui des pilotines ne peut toujours étre exclu, il est désormais clair que 'adressage a la ME de
certaines sécrétines dépend de mécanismes tout a fait différents. Ainsi, P. aeruginosa dispose de
deux sécrétines, HxcQ et XcpQ, dont I'adressage semble indépendant d’'une pilotine. En effet,
HxcQ est une lipoprotéine qui est acheminée a la ME par le systéme Lol (Viarre et al., 2009) et
XcpQ semble étre acheminée a la ME par la protéine périplasmique PA0943 (Seo et al., 2009).
Outre une structure particuliere et un mode d’adressage a la ME externe parfois atypique,
certaines sécrétines semblent également différer des lipoprotéines et des PTB par la maniére dont
leur extrémité carboxy terminale est insérée dans la ME. En effet, les sécrétines PulD et XcpQ de
K. oxytoca et P. aeruginosa sont insérées dans la ME de fagon indépendante du systéme Bam
(Collin et al., 2007 ; Hoang et al., 2011) et un modeéle d’insertion spontanée dans la ME a été
proposé pour ces deux sécrétines (Guilvout et al., 2008 ; Hoang et al., 2011). Cependant, cette
observation est difficilement généralisable puisque la sécrétine PilQ de N. meningitidis semble

dépendre du systéme Bam pour son insertion dans la ME (Voulhoux et al., 2003).

45

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2012ISAL0126/these.pdf
© [A. Rondelet], [2012], INSA de Lyon, tous droits réservés



Membrane
externe

Périplasme

Cytoplasme

Figure 11.27 : PnlH une protéine de surface ancrée dans la membrane externe par une
séquence signal Tat.

(A) PnlH est ancrée dans la membrane externe par une séquence signal Tat non clivée
apres exportation. (B) PemA est une protéine extracellulaire exportée dans le périplasme par
le systéeme Sec et sécrétée dans le milieu extérieur par un systéme de sécrétion de type Il
(T2SS). La fusion de la séquence signal Tat de PnIH & la forme mature de PemA adresse
PemA a la membrane externe de fagon Tat dépendante. La séquence signal Tat de PnIH
ancre la protéine de fusion dans la membrane externe. (C) Une fois adressée a la membrane
externe par sa séquence signal Tat, PnIH est sécrétée a la face externe de la membrane
externe par un systéme de sécrétion de type Il dénommé Stt. D’aprés les données de

Ferrandez et Condemine (2008).
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V.E PnlH, une protéine ancrée dans la ME par une séquence signal Tat

Des travaux portant sur la recherche de nouveaux facteurs de virulence chez la
protéobactérie phytopathogéne D. dadantii ont permis de mettre en évidence un nouveau type de
protéine de ME (Ferrandez et Condemine, 2008). La protéine PnIH est un homologue de pectine
lyase dotée d’'une séquence signal Tat non cliveée aprés exportation et permettant 'ancrage de
PnIH dans la ME (Figure 11.27 A). La fusion de la séquence signal de PnIH a diverses protéines
permet leur adressage et leur insertion dans la ME, indiquant que toute I'information nécessaire a
ces processus est contenue dans la séquence signal de PnIH (Figure 11.27 B).

PnIH posséde également la particularité d’étre présente a la surface de D. dadantii. La
sécrétion de PnlIH a la face externe de la ME est assurée par un systéme de sécrétion de type Il
(stt: Second Type Two) (Figure 11.27 C). Dans un mutant stt de D. dadantii, PnlH est localisée
dans la ME, indiquant que I'insertion de PnlH dans la ME et sa sécrétion a la face externe de la
bactérie sont deux événements indépendants. De plus, lorsque PnlH est exprimée chez E. coli elle
est correctement adressée a la ME indiquant que le systéme permettant 'adressage de PnIH a la
ME est conservé chez D. dadantii et E. coli. Ces observations suggérent que d’autres protéines
ancrées dans la ME par une séquence signal Tat non clivée pourraient exister. Cependant, la
recherche de telles séquences signal dans les bases de données n’a donné aucun résultat en

raison de I'importance des sites de clivage dans les algorithmes de prédiction de séquence signal.
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VI Conclusion, hypothéses et objectifs de I’étude

La ME des protéobactéries est un compartiment cellulaire de composition complexe qui,
tout en étant imperméable a de nombreuses molécules toxiques, est également une interface
dynamique entre la cellule et le milieu extérieur (Nikaido, 2003). Si sa composition lipidique
particuliére explique son imperméabilité, les protéines qui la composent assurent de nombreuses
fonctions essentielles comme I'import de molécules nécessaires au métabolisme ou la sécrétion
de molécules toxiques ou impliquées dans l'interaction avec I'environnement. La biosynthése et la
mise en place de ces protéines est donc d’'une importance particuliére pour les protéobactéries.

Chez les protéobactéries deux grands types de protéines de ME ont été identifiées. Les
lipoprotéines sont ancrées dans la ME par un domaine amino terminal acylé et sont adressées a la
ME par le systéme Lol (Okuda et Tokuda, 2011). Les protéines en tonneau B sont des protéines
intégrales de ME et sont adressées a la ME par les chaperons périplasmiques SurA, Skp et DegP
avant d’étre insérées dans la membrane par le complexe Bam (Ricci et Silhavy, 2012). Les
systémes assurant I'adressage et linsertion de ces protéines sont conservés au sein des
protéobactéries ce qui est cohérent avec I'importance de ces systémes dans la biogénése d’'une
ME fonctionnelle. Outre ces lipoprotéines et PTR dites canoniques, la ME de nombreuses
bactéries accueille également des protéines atypiques ancrées dans la ME par des structures ou
des systémes d’adressage particuliers (Dong et al., 2006 ; Ferrandez et Condemine, 2008 ;
Korotkov et al., 2012). Ces protéines semblent moins conservées au sein des protéobactéries et
remplissent des fonctions bien spécifiques. Ainsi, la connaissance des mécanismes d’adressage et
d’insertion de ces protéines est importante a la fois d’'un point de vue fondamental pour
comprendre comment, au cours de I'évolution, les bactéries ont pu mettre en place une structure
comme la ME, mais aussi d’'un point de vue appliqué car elle pourrait fournir de nouvelles cibles
plus spécifiques pour les antibiotiques.

Parmi les protéines atypiques de ME, la protéine PnlH est ancrée dans la ME de D.
dadantii par une séquence signal Tat non clivée et représente donc un nouveau type de protéine
de ME. La séquence signal de PnIH porte toute I'information nécessaire a la localisation cellulaire
de PnlIH. Elle ne posséde aucune des structures spécifiques des lipoprotéines ou des PTB qui
assurent la prise en charge de ces derniéres par leur voie d’adressage respective. Ainsi, PnlH
pourrait dépendre d’une voie d’adressage différente de celles des PTB et des lipoprotéines. Le
gene codant PnlH appartient a un cluster de 15 génes codant également un systéme de sécrétion
de type Il (Stt). Ce cluster de genes est encadré par deux t-ARN valine et les génes le constituant
présentent un pourcentage G+C inférieur au reste du génome de D. dadantii, suggérant que ce
cluster a été acquis par transfert horizontal. De maniére intéressante, aucun géne codant une
protéine impliquée dans l'adressage de PnlH a la membrane externe n’a pu étre mis en évidence
au sein de ce cluster, indiquant que I'adressage de PnlH repose sur une voie d’adressage déja
présente chez D. dadantii. De plus, lorsque PnIH est exprimée chez E. coli, elle est retrouvée a la

face interne de la membrane externe, indiquant que la voie d’adressage de PnlH pourrait étre
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conservée chez ces deux bactéries (Ferrandez et Condemine, 2008). L’ensemble de ces données
nous a conduit a émettre les hypothéses suivantes :

- PnlIH pourrait représenter un nouveau type de protéines de ME présent chez plusieurs

protéobactéries.
- L’adressage de PnIH a la membrane externe pourrait dépendre d’'un systéme conservé
chez certaines protéobactéries et différent de celui des PT( et des lipoprotéines.

Mon projet de thése a donc consisté a caractériser la voie d’adressage de PnlIH, c’est a dire
a identifier les protéines périplasmiques et de ME impliquées dans 'acheminement et I'insertion de
PnIH dans la ME. J’'ai également tenté d’identifier la nature de I'information portée par la séquence
signal de PnIH afin de comprendre les mécanismes sous jacents a I'adressage de PnlH. De plus
cette analyse avait pour but d’établir une signature des séquences signal Tat non clivées afin de
faciliter la recherche dans les banques de données d’autres protéines ancrées dans la ME par une
séquence signal Tat.

Lors de ce travail nous avons utilisé plusieurs stratégies pour identifier les partenaires de
PnlIH au cours de son adressage a la membrane externe. Dans le Chapitre Il sont présentés les
résultats concernant une approche sans a priori au cours de laquelle nous avons utilisés
différentes techniques de purification pour identifier les protéines qui interagissent avec PniH.
Dans le Chapitre IV sont présentés les résultats d’'une approche au cours de laquelle nous avons
ciblé plusieurs facteurs impliqués dans I'adressage des protéines a la ME et étudié I'impact de leur
délétion sur I'adressage de PnIH. Dans ce chapitre les résultats concernant I'étude de la séquence

signal de PnIH sont également développés.
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Nom

Caractéristiques importantes

Source ou Référence

Souches

Dérivées de D. dadantii 3937

A350
A4229

Escherichia coli

rafR ganB
rafR ganB ompF::kan"

Hugouvieux-Cotte-Pattat et Charaoui
(2009)

Collection Laboratoire

NM522 F’ proAB lacl® A(lacZ)M15/A(lac-proAB) thi hsd-5 Stratagene

BL21(DE3) F~ompT hsdSg(rs" mg’) gal dem Collection Laboratoire

MC4100 F ~araD139 deoC1 flbB5301 ptsF25 rbsR relA1 rpsL150 A(argF-lac)U169 Casadaban (1976)

Plasmides

pGEM-T Amp'; permet le clonage AT de produit de PCR Promega

pGEM-T PnIH-6His ~ PGEM-T contenant la séquence codante de PnIH-6His Ferrandez et Condemine (2008)
pBluescript pUC ori, Amp’ Stratagene

pBAD18 Amp', pBR322 ori, promoteur pBAD Guzman et al. (1995)

pBAD18 PnlH-6His ~ PBAD18 avec la séquence codante pour PniH-6His sous le controle du promoteur pBAD  Ferrandez et Condemine (2008)
pACT3 PACYC ori, Cm’ Maneewannakul et al. (1994)
pPnIH pACT3 avec la séquence codante pour PnlH-6His sous le contréle du promoteur lac Ce travail

pGEX-6P3 pBR322 ori, Amp', code pour la glutathion-S-transferase GE Healthcare

Xs520 pGEX-6P3 contenant une fusion de la GST avec les 41 premiers acides aminés de PnlH e travail

Oligonucléotides
Xss20+
Xss20-

Séquence 5'a 3'
CCCGGATCCCAAAAAAATACGATGCCAAAG
CCCGTCGACTCAATCAGACTGGGCAATTCTGGC

Tableau Ill.1 : Souches, plasmides et oligonucléotides utilisés dans ce travail.
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Chapitre Ill lIdentification de partenaires de PnlH par des

méthodes biochimiques.

| Introduction

Ces derniéres années, I'identification des protéines impliquées dans les voies d’adressage
des protéines a la ME a été entreprise par différentes méthodes génétiques et biochimiques sans
a priori. Concernant l'adressage des PTRB, des cribles génétiques ont permis d’identifier les
protéines SurA et BamB (Tormo et al., 1990 ; Ruiz et al., 2005) et des techniques de copurification
ont permis d’identifier le chaperon Skp et le systtme Bam (Chen et al., 1996 ; Wu et al., 2005 ;
Sklar et al., 2007a). L’identification du systéme Lol quant a elle, a initialement été permise par
I'étude de la localisation des lipoprotéines dans des sphéroplastes (Matsuyama et al., 1995). De
telles techniques ont donc été envisagées pour identifier les protéines impliquées dans 'adressage
de PnIH a la ME. Dans des travaux antérieurs, réalisés au laboratoire, Yann Ferrandez et Guy
Condemine ont utilisés différents cribles génétiques pour identifier des mutants défectueux dans
'adressage a la ME de protéines de fusion entre la séquence signal de PnlH et une protéine
rapporteur. Malheureusement, ces tests n’ont pas permis I'identification de partenaires de PnIH.
Des techniques semblables a celles mise en ceuvre pour l'identification du chaperon Skp ou du
systéme Lol ont donc été utilisées. Ce chapitre traite de la mise au point de techniques de
copurification de PnlH et de ses partenaires et de I'étude du comportement de PnlH dans des

sphéroplastes d’E. coli.

Il Matériel et méthodes

Il.LA Souches bactériennes, plasmides et milieux de culture

Les différentes souches d’E. coli et D. dadantii utilisées lors de ce travail sont répertoriées
dans le Tableau lll.1. Les souches ont été cultivées en milieu LB (Luria Bertani) a 30°C, sous
agitation. Lorsque cela était nécessaire, des antibiotiques ont été ajoutés au milieu de culture aux
concentrations suivantes : ampicilline 150 pg/mL et chloramphénicol 5 ug/mL. Les transductions
par le phage @EC2 ont été réalisées selon le protocole décrit par Résibois ef al. (1984).

Les oligonucléotides et les plasmides utilisés dans ce travail sont répertoriés dans le
Tableau 111.1. Pour obtenir le plasmide pPnlIH, le plasmide pGEM-T PnIH-6His a été digéré par
Sacl et Apal et la séquence codante de PnlH-6His résultante sous clonée dans pBluescript. Le
plasmide résultant a été digeré par Sacl et Kpnl et la séquence codante de PnlH-6His sous clonée
dans pACT3. Pour obtenir Xss20, la séquence codant la séquence signal de PnlH a été amplifiée
par PCR avec les primers Xss20+ et Xss20-. Le produit de PCR résultant a été cloné en phase
avec l'extrémité carboxy terminale de la GST entre les sites BamHI et Sall du site multiple de
clonage de pGEX-6P3. Toutes les constructions ont été vérifiees par séquencage.
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Sauf lorsque le contraire est stipulé, I'expression des différentes protéines d’intérét a été
induite par I'ajout de 0,1% d’arabinose (série pPBAD18) ou de 1mM d'IPTG (série pGEX-6P3) a une

DOeqo d’environ 0,6. Les cellules ont ensuite été cultivées pendant 2 h supplémentaires.

I.B Fractionnement cellulaire

Pour préparer le périplasme, les cellules ont été cultivées sur la nuit a 30°C dans un milieu
LB. Les cellules ont été récoltées par centrifugation 7 min a 5000 x g et le périplasme a été
préparé par traitement au lysozyme et choc osmotique (Allen et al., 2002).

Pour déterminer la localisation cellulaire de PnlH-6His, la fraction « cellules » a été
préparée en concentrant a une DOgo d’environ 7,5 les cellules d'une culture en phase
exponentielle. Pour obtenir les fractions lysat, débris cellulaires, soluble et membranaire, le reste
de la culture a été concentré a une DOgg d’environ 7,5 dans du TE (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1TmM
EDTA) 1mM PMSF. Les cellules ont ensuite été cassées par trois passages a la presse de French.
Apres une centrifugation de 20 min a 7000 x g, le culot a été considéré comme la fraction « débris
cellulaires » et le surnageant comme la fraction « lysat ». Le lysat a ensuite été soumis a une
ultracentrifugation pendant 1h a 100 000 x g et le surnageant a été considéré comme la « fraction
soluble » et le culot comme la « fraction membranaire ». Si nécessaire, les membranes ont été
séparées par ultracentrifugation 48h a 200 000 x g sur un gradient de saccharose de 38 a 65 %
(m/m) (Shevchik et al., 1996). Les fractions ont été collectées par le bas du tube

d’ultracentrifugation et précipitées a I'éthanol.

Il.C Copurification de PnlH-6His et de ses partenaires a partir de membranes d’E. coli

Les fractions membranaires des souches NM522/pBAD18 et NM522/pBAD18 PnIH-6His
ont été préparées comme décrit ci-dessus. Le culot d’ultracentrifugation (fraction membranaire) a
été repris dans du Tampon P (50 mM NaH,PO,, pH 8.0, 150 mM NaCl), 10mM imidazole. La
solubilisation a été effectuée par ajout de 2% (vol/vol) de Triton X-100 et agitation pendant 2 h sur
roue tournante a 15°C. Une centrifugation a 10 500 x g pendant 2 min a permis d’isoler la fraction
membranaire solubilisée dans le Triton X-100 2% (surnageant) de la fraction insoluble dans le
Triton X-100 2% (culot).

Pour la purification de PnlH-6His toutes les manipulations ont été réalisées a 15°C. Les
lavages ont été effectués par agitation pendant 5 min sur roue tournante d’'un mélange de 5 mL de
solution de lavage et de résine. La solution de lavage a ensuite été éliminée par centrifugation a
500 g pendant 2 min. Aprés deux lavages de 1 mL de résine His-Select HF Nickel Affinity gel
(SIGMA) avec 5 mL de Tampon P, une fraction membranaire solubilisée a été incubée avec la
résine pendant 2 h sur roue tournante. La résine a ensuite été lavée par trois solutions de tampon
P de concentration croissante en imidazole (10, 20 et 50 mM). La moitié de la résine a été
prélevée et les protéines fixées éluées par une solution de Laemmli 2X. L’autre moitié a été

incubée pendant 1 h 30 avec une fraction périplasmique dont les concentrations salines et le pH
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ont été amenés aux valeurs suivantes : 150 mM NaCl, 50 mM NaH,PQ,4, 10 mM Imidazole, pH 8,0.
La résine a ensuite été lavée par deux solutions de Tampon P de concentration croissante en
imidazole (10 et 20 mM), puis les protéines fixées sur la résine ont été éluées par une solution de

Laemmli 2X.

II.D Purification de PnlH-6His a partir de membranes de D. dadantii

Les fractions membranaires des souches A350/pACT3 et A350/pPnlIH ont été préparées
comme décrit ci-dessus. Le culot d’ultracentrifugation (fraction membranaire) a été repris dans du
TrisFix (50 mM Tris, pH 8.0, 150 mM NaCl). La solubilisation a été effectuée par ajout de 2%
(vol/vol) de Triton X-100 ou 2% (m/vol) de Sarkosyl et agitation pendant 2 h sur roue tournante a
15°C. Une ultracentrifugation a 100 000 x g pendant 1 h a permis d’isoler la fraction membranaire
solubilisée (surnageant) de la fraction insoluble (culot).

Pour la purification de PnlH-6His toutes les manipulations ont été réalisées a 15°C. Les
lavages ont été effectués par agitation pendant 5 min sur roue tournante d’'un mélange de 2 mL de
solution de lavage et de résine. La solution de lavage a ensuite été éliminée par centrifugation a
500 g pendant 2 min. Aprés trois lavages de 1 mL de résine His-Select HF Nickel Affinity gel
(SIGMA) avec 5 mL de TrisFix, une fraction membranaire solubilisée par le sarkosyl 2% a été
incubée avec la résine pendant 2 h sur roue tournante. La résine a ensuite été lavée par quatre
solutions de tampon TrisFix de concentration croissante en imidazole (0, 20, 50 et 100 mM). Les

protéines fixées sur la résine ont été éluées par une solution de Laemmli 2X.

Il.LE Copurification de la séquence signal de PniH et de ses partenaires

Les souches NM522/pGEX-6P3 et NM522/Xss20 ont été cultivées en milieu LB a 30°C et
la production de la GST et de GST-PnlHss a été induite. Les fractions « cellules » ont été
préparées en concentrant un aliquot de chaque culture a une DOggy d’environ 7,5. Le reste des
cultures a été concentré a une DOgy d’environ 7,5 dans du TE (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1TmM
EDTA) 1mM PMSF. Les cellules ont ensuite été cassées par trois passages a la presse de French.
Apres une centrifugation de 20 min a 7000 x g, le culot a été considéré comme la fraction « débris
cellulaires » et le surnageant comme la fraction « lysat ». Les débris cellulaires de NM522/Xss20
ont été repris dans du TES (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 1mM EDTA, 100mM NaCl) 1 mM PMSF et
traités pendant 2 h par du sarkosyl 10 % (m/vol). Aprés centrifugation 20 min a 7000 x g le
surnageant a été dilué 5 fois dans du TES 1 mM PMSF pour amener la concentration en sarkosyl
a 2% (m/vol). Du Triton X-100 et du CHAPS ont ensuite été ajoutés a des concentrations finales
respectives de 2% (vol/vol) et 40 mM pour obtenir la GST-PnlHss solubilisée (Tao et al., 2010a).

Pour la purification de GST-PnlHss, toutes les manipulations ont été réalisées a 15°C. Les
lavages ont été effectués par agitation pendant 5 min sur roue tournante d’'un mélange de 5 mL de
solution de lavage et de résine. La solution de lavage a ensuite été éliminée par centrifugation a

500 g pendant 2 min. La GST-PnlHss solubilisée a été incubée 2 h sur une résine Protino
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Glutathione Agarose 4B (Macherey Nagel) précédemment équilibrée avec du TES-D (TES 2%
(m/vol) sarkosyl, 2% (vol/vol) Triton X-100, 40 mM CHAPS). La résine a ensuite été lavée trois fois
par du TES-D. La moitié de la résine a été prélevée et les protéines fixées éluées par ajout d’'une
solution de Laemmli 2X. L’autre moitié a été incubée pendant 1 h 30 avec une fraction soluble ou
une fraction membranaire solubilisée dans 2% (vol/vol) de Triton X-100 de D. dadantii A4922.
Apres 2 lavages avec du TES-D, les protéines fixées sur la résine ont été éluées avec du tampon

Laemmli 2X.

Il.F Préparation des sphéroplastes d’E. coli

5 mL de cultures a DOggo 0,5 ont été centrifugées 5 min a 5000 x g et le culot a été lavé par
500 pL de Tris-HCI 0,2 M, pH 8.0. Aprés centrifugation 2 min a 8000 x g, le culot a été resuspendu
dans 210 pL de Tris-HCI 0,2 M, pH 8.0. Par la suite, 220 yL de Tris-HCI 0,2 M, pH 8.0, saccharose
1M, 16 yL IEDTA 10 mM, pH 8.0 et 12 uL de lysozyme 0,5 mg/mL ont été ajoutés. La
suspension a été mélangée par inversion douce et incubée 15 min sur la glace. Aprés I'ajout de 1
mL de Tris-HCI 0,2 M, pH 8.0, saccharose 0,16 M, MgCl, 5 mM, la suspension a été incubée 20
min a 30°C avant d’étre centrifugée 2 min a 16 000 x g. Les sphéroplastes, contenus dans le culot,
ont été repris dans une solution tampon pH 8.0 et cultivés a 30 °C (la nature du tampon pH 8.0
varie selon les expériences et est donc décrite dans les résultats). La formation de sphéroplastes a
été vérifiée par microscopie optique.

La lyse des sphéroplastes a été testée par dosage de l'activité malate deshydrogénase

dans les sphéroplastes et le surnageant de culture (Allen et al., 2002) .

I.G Analyse des protéines

La séparation des protéines par SDS-PAGE a été effectuée selon Laemmli (1970). La
coloration des gels pour la visualisation des protéines a été réalisée au bleu de Coomassie. Pour
limmunodétection des protéines, les protéines ont été transférées sur une membrane PVDF par
transfert demi-sec (Transblot Biorad) dans du tampon glycine 40 mM, Tris 50 mM, SDS 0,1%,
méthanol 20%. Apres transfert, la membrane a été saturée 1 h dans une solution de TBS-T (20
mM Tris-HCI, pH 7.5, 140 mM NaCl, 0,1% Tween-20) avec de la gélatine a 3% (m/vol). Ensuite, la
membrane a été incubée 1 h avec I'anticorps primaire (anti PnlH, dilution 1/2 000) puis 1 h avec
I'anticorps secondaire (anti immunoglobulines de lapin couplé a la peroxydase, dilution 1/20 000).
Chaque étape a été suivie de trois lavages de 5 min au TBS-T. Enfin, la révélation a été effectuée
par détection par chimioluminescence des produits de la peroxydase (Kit ECL, GE Healthcare).

Les protéines copurifiees avec PnlH-6His ou GST-PnlHss ont été séparées par SDS-
PAGE. Aprés coloration au bleu de Coomassie, les bandes correspondantes ont été découpées et

envoyées a I'IBCP de Lyon pour identification par LC-MS-MS.
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NI | NM522/ NM522/
— pBAD18  pBAD18 PnIH-6His

Cel. Cel. Deb. Sol. Mbr.

Sol. Ins. Sol. Ins.

i

~ <— PnlH-6His

PnlH-6His

Figure 1ll.1 : Surproduction et solubilisation de PnIH-6His chez E. coli NM522.

(A) Immunodétection de PnlH-6His dans les cellules (Cel.), les débris cellulaires (Deb.) et les
fractions soluble (Sol.) et membranaire (Mbr.) de la souche NM522/pBAD18 PnIH-6His d’'E.
coli. La production de PnIH-6His a été induite par I'ajout de 0,1% d’arabinose a une culture
de NM522/pBAD18 PnlH-6His en phase exponentielle (I). Une culture de NM522/pBAD18
PnIH-6His pour laquelle la production de PnlH-6His n’a pas été induite (NI) sert de contréle.
(B) Solubilisation de PnlH-6His membranaire par un traitement au Triton X-100 2%. Les
membranes des souches NM522/pBAD18 et NM522/pBAD18 PnlH-6His ont été traitées par
du Triton X-100 2% puis les fractions soluble (Sol.) et insoluble (Ins.) dans le Triton X-100
ont été séparées par centrifugation. Le contenu protéique de ces fractions a été analysé par
SDS PAGE (panneau du haut) et par immunodétection avec un anticorps dirigé contre PnlIH

(panneau du bas).
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Il Résultats

lll.LA Copurification de PnlH et de ses partenaires

lll.A.1 Surproduction de PnlH chez E. coli et copurification sur résine Ni-NTA

L’identification des partenaires de PnIH a tout d’abord été entreprise grace a une méthode
de copurification sur résine d’affinité au nickel. Pour cette technique, une matrice est générée, en
purifiant PnlH sur une résine Ni-NTA grace a une étiquette polyhistidine carboxy terminale. Dans
un second temps, la matrice est incubée avec une fraction protéique choisie. En interagissant avec
PnIH, les partenaires de cette derniére se retrouvent liés indirectement a la résine ce qui permet
leur purification. Aprés élution et analyse sur SDS-PAGE, ces protéines peuvent étre identifiées
par spectrométrie de masse.

PnIH étant ancrée dans la ME par sa séquence signal Tat, la premiére étape de ce travail a
consisté a trouver des conditions de surproduction et de solubilisation de PnIH. A cet effet, PnIH
dotée d’'une étiquette 6 histidines carboxy terminale (PnlH-6His) a été surproduite chez E. coli
NM522 a partir d’'un vecteur a haut nombre de copies : pPBAD18. Aprés fractionnement cellulaire,
PnIH-6His est principalement présente dans les débris cellulaires et la fraction membranaire
(Figure 111.1 A). La présence d’'une grande quantité de PnlH-6His dans les débris cellulaires peut
étre attribuée a un mauvais cassage des cellules ou a la formation de corps d’inclusion par des
protéines mal repliées ou mal adressées. Ainsi, pour éviter tout probléme li¢ au mauvais
repliement de PnlH-6His ou a la présence d’agrégats sur la résine, la fraction membranaire
contenant PnlH-6His a été utilisée pour la suite de I'expérience. Afin de solubiliser PnIH-6His sans
altérer son repliement, les membranes de NM522/pBAD18 PnlH-6His ont été traitées avec un
détergent non ionique (Triton X-100 2%) et centrifugées pour éliminer les protéines insolubles. Ce
procédé a permis de solubiliser environ 50 % de la protéine présente dans la fraction membranaire
(Figure 111.1 B).

Les matrices de copurification PnIH-6His et contréle ont ensuite été générées en incubant
respectivement des fractions membranaires solubilisées de NM522/pBAD18 PnlH-6His et
NM522/pBAD18 sur une résine Ni-NTA. Les protéines fixées sur ces matrices ont ensuite été
éluées et analysées sur SDS-PAGE. De fagon surprenante, plusieurs protéines sont présentes sur
la matrice PnlH-6His mais pas sur la matrice contrdle, indiquant qu’elles interagissent avec PnIH-
6His (Figure 1l1.2 A). Trois protéines présentes en quantité suffisante (indiquées par une étoile sur
la Figure IIl.2 A) ont pu étre identifiées par spectrométrie de masse comme étant la sous unité 3
d’ARN polymérase (POA8T7|RPOC_ECOLI) de 155 kDa, la protéase ATP dépendante Lon
(POAOMO|LON_ECOLI) de 87 kDa et le facteur d’élongation EF-Tu (POA6N1| EFTU_ECOLI) de 43
kDa. Ces trois protéines sont cytoplasmiques et ne correspondent donc pas au type de protéines
(périplasmiques ou de membrane externe) recherchées. Les matrices PnIH-6His et contrdle ont
ensuite été incubées avec des fractions périplasmiques d’E. coli NM522 ou de D. dadantii A4922.

Aprés élution et analyse sur SDS-PAGE, aucune protéine présente uniqguement sur la matrice
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Figure lll.2 : Copurification de PnlH-6His et de ses partenaires.
(A) Analyse par SDS-PAGE et coloration au bleu de Coomassie des protéines fixées sur les

matrices Témoin et PnlH. La matrice PnIlH a été obtenue en purifiant PnIH-6His sur résine
Ni-NTA a partir d’'une fraction membranaire de NM522/pBAD18 PnIH-6His solubilisée au
Triton X-100 2%. Une fraction membranaire de NM522/pBAD18 solubilisée au Triton X-100
2% a été incubée sur résine Ni-NTA dans les mémes conditions pour former la matrice
Témoin. Les protéines marquées par des étoiles ont été identifiées par spectrométrie de
masse. (B) Analyse par SDS-PAGE et coloration au bleu de Coomassie des protéines fixées

sur les matrices Témoin et PnlH avant et aprés incubation des matrices avec un périplasme

d’ E.coli NM522 (panneau du haut) ou de D. dadantii A4922 (panneau du bas).
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PnIH-6His incubée avec I'un ou l'autre des périplasmes n’a pu étre détectée (Figure 111.2 B). Cette
observation indique que, dans les conditions utilisées, aucune protéine périplasmique d’E. coli ou
de D. dadantii n’'interagit assez fortement ou en assez grande quantité avec PnlIH-6His immobilisée
sur résine Ni-NTA pour permettre son identification.

Plusieurs autres conditions de surproduction (couple héte-vecteur), de lyse cellulaire et de
purification (stringence et nombre des lavages, résine streptavidine et étiquette Strep,
immunoprécipitation sur Protéine A sépharose) ont été testées et ont donné des résultats
semblables. La présence de protéines cytoplasmiques sur les matrices PnIH-6His indique que les
fractions membranaires utilisées pour créer ces matrices sont contaminées avec un contenu
cytoplasmique. De plus, les protéines identifiées a partir de ces matrices sont toutes liées a la
synthése des protéines et il est possible que la surproduction de PnIH-6His entraine la formation
d’agrégats cytoplasmiques qui précipitent avec les membranes lors de leur préparation. Pour palier

a ce probléme, une méthode de production de PnlH-6His plus douce a été mise au point.

Ill.A.2 Production de PnIH chez D. dadantii et purification sur résine Ni-NTA

PnIH étant une protéine de ME de D. dadantii, il est possible que son adressage soit moins
efficace chez E. coli entrainant 'agrégation de la protéine dans le cytoplasme. Ainsi, afin de limiter
limpact de la surproduction de PnlH-6His sur son adressage, PnlH-6His a été exprimée sans
induction dans la souche A350 de D. dadantii a partir d’'un vecteur a nombre de copies moyen :
pACT3 (pPnIH). Dans ces conditions, un fractionnement cellulaire a montré que PnlH-6His était
répartie de fagon équitable entre fraction soluble (cytoplasme + périplasme) et fraction
membranaire (Ml + ME) (Figure 111.3 A). La séparation des membranes interne et externe par
flottaison sur gradient de saccharose a montré que PnlH-6His était majoritairement localisée dans
la ME. L’absence de PnlH-6His dans les fractions a forte densité en saccharose suggére
également que la fraction membranaire obtenue n’est que peu ou pas contaminée par des
agrégats cytoplasmiques de PnIH-6His (Figure 1l11.3 B). Les membranes de A350/pPnIH ont été
traitées avec du Triton X-100 2% pour solubiliser PnIH-6His puis ultracentrifugées pour éliminer un
maximum de protéines insolubles. Dans ces conditions, PnIH-6His a été retrouvée dans la fraction
insoluble au Triton X-100 2% et a finalement été solubilisée par du sarkosyl 2% (Figure 111.3 C).
Malheureusement, la purification sur résine Ni-NTA de PnlH-6His solubilisée n’a fourni qu’un trés
faible rendement. En effet, 'analyse des protéines fixées sur la résine par SDS-PAGE et coloration
au Bleu de Coomassie n’a pas permis de détecter PnIH-6His méme si la présence d’une faible
quantité de PnIH-6His a pu étre confirmée par Western Blot (Figure 111.3 D). Cette approche n’a

donc pas été poursuivie.

lll.B Copurification de la séquence signal de PnlH et de ses partenaires
Les données précédentes indiquent que I'adressage de PnlH-6His a la membrane externe

est une étape limitante pour sa surproduction. La fusion de la séquence signal de PnIH a diverses
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Figure lll.3 : Copurification de PnlH-6His aprés production chez D. dadantii A350.

(A) Immunodétection de PnIH-6His dans les cellules, les fractions solubles et les membranes
de la souche A350 de D. dadantii dotée soit d’un vecteur vide pACT3 (-) ou du plasmide
pPnIH (PnIH-6His). (B) Séparation des membranes de A350/pPnlIH par flottaison sur gradient
de saccharose (38 a 65 %). Aprés ultracentrifugation, les fractions ont été collectées a partir
du bas du tube. La présence de PnlH-6His dans chacune des fractions a été testée par
immunodétection avec un anticorps dirigé contre PnIH. La porine OmpF (visualisée par
coloration de la membrane d’'immunodétection au bleu de Coomassie) et I'activitt NADH
oxydase refletent respectivement la présence de la membrane externe et la présence de la
membrane interne dans les différentes fractions. (C) Solubilisation de PnIH-6His
membranaire par du Triton X-100 2% ou du sarkosyl 2%. Les membranes de A350/pPnIH
ont été traitées soit par du Triton X-100 2% soit par du sarkosyl 2%. Les fractions soluble
(Sol.) et insoluble (Ins.) dans les détergents ont été séparées par ultracentrifugation. La
présence de PnlH-6His dans I'une ou l'autre des fractions a été testée par immunodétection
avec un anticorps dirigé contre PnlIH. (D) Purification de PnIH-6His sur résine Ni-NTA. Les
membranes solubilisées au sarkosyl 2% de A350/pACT3 et A350/pPnlIH ont été incubées sur
résine Ni-NTA pour former respectivement les matrices Témoins et PnIH-6His. La présence
de PnlIH-6His sur les matrices a été testée par immunodétection avec un anticorps dirigé
contre PnlH (panneau de gauche) et SDS-PAGE suivi d’'une coloration au bleu de

Coomassie (panneau de droite).
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protéines étant suffisante pour les adresser a la ME (Ferrandez et Condemine, 2008), il est
probable que les facteurs permettant 'adressage de PnIH a la ME interagissent avec la séquence
signal de PnlIH. Ainsi, pour palier aux problémes de surproduction de PnlH-6His et permettre la
copurification des partenaires de PnIH, la séquence signal de PnlH (41 acides aminés) a été
fusionnée en phase avec l'extrémité carboxy terminale de la glutathion-S-transférase (GST-
PnIHss). La présence de la séquence signal de PnlH en position carboxy terminale de la GST ne
permet pas l'adressage de GST-PnlHss au systéme Tat et la protéine de fusion devrait
s’accumuler dans le cytoplasme. La GST-PnlHss devrait ainsi étre aisément purifiable sur résine
glutathion agarose et servir de matrice dans des expériences de copurification.

La GST et GST-PnIHss ont été surproduites dans E. coli NM522 respectivement a partir
des plasmides pGEX-6p3 et Xss20, les cellules ont été cassées a la presse de French et les lysats
correspondants centrifugés pour éliminer les débris cellulaires. L’analyse SDS-PAGE des fractions
correspondantes a montré que, si la GST était présente dans le lysat cellulaire, la GST-PnIHss
était présente sous forme d’agrégats dans les débris cellulaires (Figure Ill.4 A). La combinaison
des détergents sarkosyl, Triton X-100 et CHAPS a précédemment été décrite comme permettant
la solubilisation et la purification a partir de corps d’inclusion de fusions entre certaines protéines
insolubles et la GST (Tao et al., 2010a). Un tel protocole a donc été appliqué aux débris cellulaires
contenant la GST-PnIHss et a effectivement permis la purification de cette derniére sur résine
glutathion agarose (Figure 11.4 B, premiére piste). |l convient de noter que pour diverses raisons
ce traitement n’a pas été appliqué a la GST soluble et une matrice contréle contenant la GST n’est
pas disponible pour la suite des expériences de copurification. Cependant, ces expériences ayant
valeur de criblage exploratoire, nous avons jugé qu'il était souhaitable de continuer sans la matrice
contréle, la validité des interactions observées étant ensuite vérifiée par différents types
d’expériences in vivo et in vitro. L’incubation de la matrice GST-PnlHss avec une fraction soluble
(cytoplasme + périplasme) de D. dadantii A4922, a permis la purification et I'identification par
spectrométrie de masse de trois protéines : un produit de dégradation de la GST d’environ 25 kDa,
le facteur d’élongation EF-Tu d’environ 40 kDa (indiqués par des étoiles sur la deuxiéme piste de
la Figure lll.4 B) et la protéine GroEL d’environ 60 kDa (non montré). De la méme facon,
lincubation de la matrice GST-PnlHss avec une fraction membranaire de D. dadantii A4922
solubilisée par 2% de Triton X-100 a permis la purification et l'identification de la protéine de ME
OmpF (Figure Il11.4 B, derniére piste).

GroEL étant une protéine chaperon, sa fixation sur une protéine avec une séquence
hydrophobe entrainant son agrégation, comme la séquence signal de PnIH, n’est pas surprenante.
De plus, sa localisation cytoplasmique en fait un mauvais candidat pour intervenir dans
'adressage de PnlH aprés exportation dans le périplasme. En revanche, OmpF est une protéine
de ME et un rdle quelconque de cette derniére dans l'insertion de PnlH dans la ME ne peut étre
exclu. Pour tester cette hypothése, PnIH-6His a été exprimée sans induction a partir d’'un vecteur
pACT3 dans A350 ainsi que dans le mutant ompF correspondant. Aprés fractionnement cellulaire,

immunodétection de PnIH-6His n’a révélé aucune différence dans la quantité de PnIH-6His
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Figure lll.4 : Copurification de partenaires de la séquence signal de PnlH.

(A) Analyse par SDS-PAGE et coloration au bleu de Coomassie des cellules, lysats
cellulaires et débris cellulaires de NM522/pGEX-6P3 (GST) et NM522/Xss20 (GST-PnlIHss).
Les souches ont été cultivées jusqu'en phase exponentielle ou la production de la GST ou
de GST-PnlHss a été induite par I'ajout de 1 mM d’IPTG. (B) Analyse par SDS-PAGE et
coloration au bleu de Coomassie des expériences de copurification de GST-PnIHss et de
ses partenaires sur résine glutathion agarose. GST-PnlHss a été solubilisée a partir des
débris cellulaires de NM522/Xss20 par un cocktail Sarkosyl, Triton X-100, CHAPS (Tao et
al., 2010), puis purifiée sur résine glutathion agarose pour former la matrice GST-PnlHss
(piste de gauche). La matrice GST-PnIHss a ensuite été incubée avec une fraction soluble
(piste du milieu) ou une fraction membranaire solubilisée au Triton X-100 2% (piste de droite)
de D. dadantii A4922. Les protéines indiquées par des étoiles dans les pistes 2 et 3 ont été
identifiées par spectrométrie de masse. (C) Fractionnement cellulaire de la souche A350 de
D. dadantii et du mutant ompF, dotées soit d’un vecteur vide pACT3 (-) soit du plasmide
pPnlH (PnlH-6His). La présence de PnlH-6His dans les cellules et les membranes a été
testée par immunodétection avec un anticorps dirigé contre PnIH. OmpF a été visualisée par

coloration de la membrane dimmunodétection au bleu de Coomassie. Des quantités
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présente dans les fractions membranaires de la souche sauvage et du mutant ompF (Figure IIl.4
C), indiquant que l'insertion de PnlH dans la ME n’est pas altérée en I'absence de OmpF. Il est

donc probable que la présence de OmpF sur la matrice GST-PnlIHss soit un artefact.

lll.C Utilisation des sphéroplastes pour identifier les partenaires de PniH

Les différentes techniques de copurification mises au point n’ayant pas permis d’identifier
des partenaires de PnlH, des techniques alternatives ont été recherchées. La séquence signal de
PnIH est hydrophobe et il est possible qu’aprés exportation par le systéme Tat, cette derniére soit
insérée dans la MI. Par analogie avec ce qui est observé pour les lipoprotéines (Okuda et Tokuda,
2011), il est possible qu'un systéme de MI assure le transfert de PnlH depuis la Ml vers un
chaperon périplasmique. Le chaperon périplasmique LolA responsable de ce processus pour les
lipoprotéines a été identifié grace a I'utilisation de sphéroplastes (Matsuyama et al., 1995 ). Les
auteurs ont exploité le fait que des lipoprotéines ancrées dans la M|l de sphéroplastes étaient
relachées dans le milieu de culture des sphéroplastes en présence d’une fraction périplasmique
pour identifier le récepteur périplasmique des lipoprotéines. Une approche semblable a donc été
mise au point pour identifier le ou les partenaires périplasmiques de PnlH. Brievement, PnIH a été
produite dans des sphéroplastes d’E. coli et ces derniers ont ensuite été incubés avec une fraction
périplasmique. La relargage de PnIH dans le milieu culture a ensuite été testé. Les mises au point
de cette approche sont résumées ci-dessous.

La premiére étape de la mise au point de cette technique a été le choix d’'une souche d’E.
coli appropriee a la préparation des sphéroplastes. En effet, les sphéroplastes sont
particulierement fragiles et ont tendance a lyser lorsqu’ils sont incubés dans des conditions non
appropriées. Des sphéroplastes de plusieurs souches d’E. coli dotées d’'un plasmide pBAD18
PnlIH-6His ont donc été préparés. Les sphéroplastes ont ensuite été incubés 15 min en présence
d’un inducteur de la production de PnlH-6His (0,1% arabinose) et la lyse des sphéroplastes a été
mesurée en déterminant le pourcentage d’activité de malate déshydrogenase (une enzyme
cytoplasmique) présent dans le surnageant d’incubation. Dans ces conditions, la souche
BL21(DE3)/pBAD18 PnIH-6His présente le plus fort taux de lyse alors que les souches
NM522/pBAD18 PnIH-6His et MC4100/pBAD18 PnIH-6His présentent un taux de lyse équivalent
(Figure 111.5 A). Par conséquent, la souche MC4100/pBAD18 PnIH-6His a été retenue pour le reste
des expériences.

Les résultats obtenus précédemment montrent qu’une forte induction de la production de
PnlH semble favoriser la formation d’agrégats piégés dans le cytoplasme. Pour éviter ce
phénomeéne des conditions d’induction de PnIH plus douces ont été testées. L’induction de PnlH-
6His par un traitement des sphéroplastes de MC4100/pBAD18 PnIH-6His avec 0,01 et 0,001%
d’arabinose n’a pas permis la production de PnlH-6His en quantité suffisante pour permettre sa
détection sans ambiguité (Figure 11l.5 B). En revanche, lorsque la production de PnlH-6His a été

induite par 0,01% d’arabinose dans les cellules entieéres 5 minutes avant que les sphéroplastes ne
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Figure IlIl.5 : Mise au point de la production de PnlH-6His dans des sphéroplastes
d’E. coli.

(A) Mesure de la lyse des sphéroplastes de différentes souches d’E. coli. Les shéroplastes
des souches BL21(DE3), NM522 et MC4100 d’E. coli dotées d’un plasmide pBAD18 PnlH-
6His ont été préparés et incubés 15 min dans un milieu M63 pH 8, saccharose 0,25 M,
MgCl, 2mM, arabinose 0,1 %. Le pourcentage de lyse des sphéroplastes a été déterminé en
calculant le pourcentage d’activité malate deshydrogénase présent dans le surnageant
d’'incubation des sphéroplastes. (B) Induction de PnIH-6His dans des sphéroplastes de
MC4100/pBAD18 PnIH-6His. Les sphéroplastes de MC4100/pBAD18 PnlIH-6His ont été
préparés puis incubés 15 min dans un milieu Tris 0,2 M pH8, saccharose 0,16 M, MgCl,
5mM contenant 0,01 ou 0,001 % d’arabinose. Un témoin d’induction (non induit) a été réalisé
en incubant des sphéroplastes dans le méme milieu en I'absence d’arabinose. La présence
de PnIH-6His dans les sphéroplastes et les surnageants d’incubation a été recherchée par
immunodétection avec un anticorps dirigé contre PnIH. (C) La production de PnIH-6His dans
la souche MC4100/pBAD18 PnIH-6His a été induite par 0,01 % d’arabinose 5 min avant la
préparation des sphéroplastes. Une fois préparés, les sphéroplastes ont été incubés 15 min
dans un milieu Tris 0,2 M pH8, Saccharose 0,16 M, MgCl, 5mM. La présence de PnIH-6His
dans les sphéroplastes et les surnageants d’incubation a été testée par immunodétection
avec un anticorps dirigé contre PnlH. Une souche MC4100/pBAD18 PnIH-6His non traitée a

'arabinose avant la préparation des sphéroplastes sert de témoin d’induction.
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soient préparés puis cultivés, PnIH-6His a pu étre facilement détectée dans les sphéroplastes mais
pas dans le surnagent d’'incubation des sphéroplastes (Figure 111.5 C). Une cinétique de relargage
de PnlH-6His a partir des sphéroplastes a ensuite été réalisée. La production de PnlH-6His dans
des cellules de MC4100/PnlIH-6His a été induite par 0,01% d’arabinose pendant 30 min et les
sphéroplastes correspondants ont été préparés. Les sphéroplastes ont ensuite été incubés 30 min
en présence d'une fraction périplasmique d’E. coli NM522 ou d’'un milieu tampon témoin. Un
aliquot du surnageant de culture des sphéroplastes a été préleve au bout de 0, 10, 20 et 30 min et
la présence de PnIH-6His a été recherchée par immunodétection (Figure 111.6). L'incubation des
sphéroplastes avec une fraction périplasmique semble permettre un léger relargage de PnlIH-6His
dans le surnageant de culture par rapport a ce qui est observé lorsque les sphéroplastes sont
incubés avec le milieu témoin. Cependant, ce phénoméne a pu étre corrélé a une lyse plus forte
des sphéroplastes en présence de la fraction périplasmique, indiquant qu’il n’est pas lié a un
mécanisme actif d’adressage de PnlH-6His. L’ensemble de ces données montre que PnIH-6His
n‘est pas secrétée dans le milieu de culture des sphéroplastes dans les différentes conditions

utilisées et nous avons donc décidé de mettre un terme a cette approche.

IV Discussion et Conclusion

La séquence signal de PnlH assure son adressage et son insertion dans la ME (Ferrandez
et Condemine, 2008). La nature hydrophobe de cette séquence signal rend PnIH sensible a des
phénoménes d’agrégation comme le montre le caractére insoluble d’'une fusion entre la GST et la
séquence signal de PnIH. Il est donc probable qu’au cours de I'adressage de PnlH a la ME, la
séquence signal de PnlH interagisse avec des protéines masquant son hydrophobicité. De plus,
'ancrage d’'une protéine dans une membrane est un processus rarement spontané (Ricci et
Silhavy, 2012) et un ou plusieurs facteurs protéiques sont probablement impliqués dans l'insertion
de la séquence signal de PnlH dans la ME. Le but de ce travail était donc d’identifier par des
techniques sans a priori les partenaires de PnlH au cours de son adressage. Les mécanismes
cytoplasmiques permettant le repliement des substrats du systéme Tat étant relativement bien
décrits (Palmer et al., 2011), nous nous sommes donc concentrés sur la recherche de partenaires
périplasmiques et de membrane externe.

La purification de PnlH dotée d’'une étiquette polyhistidine a partir de fraction membranaire
solubilisée d’E. coli a permis de copurifier la protéase Lon, le facteur d’élongation EF-Tu et la sous
unité B de I'ARN polymérase. Ces protéines sont directement liées aux mécanismes de
surproduction des protéines. En effet, le facteur d’élongation EF-Tu et la sous unité § de 'ARN
polymérase sont respectivement impliqués dans les processus de traduction et de transcription.
Quant a la protéase Lon, elle permet la dégradation des protéines mal repliées (Gur et Sauer,
2008). La présence de ces protéines sur la résine est surprenante puisqu’il s’agit de protéines
cytoplasmiques alors que PnlH-6His a été purifée a partir de fractions membranaires solubilisées.
Une explication a ce phénomeéne est que, lorsqu’elle est surproduite, PnlH-6His forme des
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Figure 1Il.6 : Cinétique de relargage de PnlH-6His par des sphéroplastes d’E. coli.

La production de PnIH-6His a été induite par I'ajout de 0,01% d’arabinose a une culture de la
souche MC4100/pBAD18 PnIH-6His. 15 min aprés induction, des sphéroplastes ont été
préparés. Les sphéroplastes ont ensuite été incubés 30 min avec, soit un périplasme de
NM522 dilué 2x dans du Tris 0,4 M pH8, Saccharose 0,5 M, MgCl, 10 mM, soit un milieu
Tris 0,2 M pH8, saccharose 0,25 M, MgCl, 5mM. Des aliquots de sphéroplastes (C) et de
surnageant d’incubation (S) ont été prélevés au bout de 0, 10, 20 et 30 min. La présence de
PnIH-6His dans les sphéroplastes et les surnageants d’incubation a été recherchée par
immunodétection avec un anticorps dirigé contre PnlH. Le pourcentage de lyse des
sphéroplastes a été déterminé en calculant le pourcentage d’activité malate deshydrogenase

présent dans le surnageant d’incubation des sphéroplastes.
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agrégats cytoplasmiques dans lesquels ces protéines se retrouvent « piégées ». Par la suite,
lorsque les membranes sont préparées par ultracentrifugation, les agrégats peuvent sédimenter
avec les membranes. La copurification de la protéase Lon, impliquée dans la dégradation de
protéines mal repliées (Gur et Sauer, 2008), tend a conforter I'idée d’'une accumulation de PnIH-
His mal repliées dans le cytoplasme d’E. coli. Cependant, il est intéressant de noter que I'utilisation
d’'une fusion entre la GST et la séquence signal de PnlH (GST-PnlHss) a également permis de
copurifier le facteur d’élongation EF-Tu. Dans ce cas, EF-Tu n’a été purifié qu'aprés avoir incubé
une fraction soluble de D. dadantii avec une résine sur laquelle est fixée GST-PnlHss, indiquant
que linteraction entre GST-PnlHss et EF-Tu détectée précédemment n’est peut étre pas due
uniquement a la formation d’agrégats cytoplasmiques par PnlH-6His. Si la fonction principale de
EF-Tu réside dans la livraison des ARN de transfert au ribosome (Kavaliauskas et al., 2012), il
peut également se fixer sur des peptides hydrophobes et jouer un réle de chaperon vis-a-vis des
protéines mal repliées (Caldas et al., 1998 ; Malki et al., 2002). De plus, il a été montré que
interaction de EF-Tu avec la protéine MreB était nécessaire a la localisation et a la fonction de
cette protéine (Defeu Soufo et al., 2010). Ainsi, un réle direct de EF-Tu dans le repliement ou
'adressage de PnIH au systéme Tat ne peut étre exclu. L’utilisation de la fusion GST-PnIHss a
également permis de copurifier la protéine cytoplasmique GroEL. Le réle de chaperon de GroEL
en fait un candidat idéal pour interagir avec des peptides hydrophobes ou mal repliés (Walter,
2002). L’absence d’une matrice témoin GST ne permet pas d’affirmer quau cours de la
copurification, GroEL interagit avec la séquence signal de PnIH. Cependant, la fusion GST-PnIHss
a pu étre purifiée sur résine glutathion agarose indiquant que la partie GST de la protéine de fusion
est correctement repliée et a donc peu de chance d’interagir avec GroEL. Il est donc possible que
GroEL ait été purifiée grace a son interaction avec la séquence signal hydrophobe de PnIH. De
fagcon cohérente avec cette idée, GroEL a été retrouvée dans un criblage des protéines chaperons
capables de se fixer a une séquence signal Tat (Graubner et al., 2007) et a été impliquée dans le
repliement de la protéine Tat-dépendante AmiA (Kerner et al., 2005). Des travaux supplémentaires
sont donc nécessaires pour déterminer si les protéines EF-Tu et GroEL jouent un réle dans les
étapes cytoplasmiques de I'adressage de PnIH.

L’'objectif initial de cette approche était d’identifier des protéines périplasmiques ou de
membrane externe impliquées dans I'adressage de PnlH. Cependant, l'utilisation des différentes
matrices pour cribler des fractions périplasmiques ou de membrane externe n’a fourni aucun
résultat. D’'un point de vue technique ceci peut s’expliquer par plusieurs facteurs. De part sa nature
hydrophobe, la séquence signal de PnlH a tendance a s’agréger ce qui rend difficile la
surproduction de PnIH. Les matrices obtenues sont donc pauvres en PnIH, ce qui rend difficile la
purification d’'un partenaire en assez grande quantité pour permettre son identification. Chen et
Henning (1996) avaient utilisé une technique similaire pour identifier Skp comme un chaperon
spécifique des PTR. Cependant, la quantité de protéine substrat de Skp fixée sur leur matrice était
bien plus importante que la quantité de PnlH que nous avons réussi a fixer sur la résine Ni-NTA,

indiquant que ce paramétre est probablement un facteur limitant dans notre étude. La solubilisation
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de PnIH-6His peut également constituer un obstacle a la copurification de ses partenaires. En
effet, I'efficacité de solubilisation de PnIH constitue une étape limitante dans la quantité de PnIH
possiblement fixée sur la résine. De plus, la séquence signal de PnlH est particulierement
hydrophobe et est donc localisée dans des micelles de deétergent aprés solubilisation. Il est
probable que ces micelles diminuent I'efficacité de I'interaction entre la séquence signal de PnlH et
ses partenaires. Ces observations et l'identification de plusieurs autres facteurs limitants, comme
la nature transitoire des interactions recherchées, nous ont conduit a utiliser une autre technique
que la copurification pour identifier les partenaires de PnIH.

Lorsqu’une protéine de membrane externe est produite dans des sphéroplastes elle peut
étre soit secrétée sous forme soluble dans le milieu extérieur comme les PTR (Sen et Nikaido,
1991 ; Mastuyama et al., 1993) soit ancrée dans la Ml comme les lipoprotéines (Matsuyama et al.,
1995). Dans le cas de PnlIH, l'utilisation de sphéroplastes n’a pas permis de retrouver cette
derniére dans le surnageant d’incubation des sphéroplastes quelles que soient les conditions
utilisées. L’absence de PnlH dans le surnageant de culture ne semble pas étre liée a un systéme
Tat non fonctionnel dans les sphéroplastes puisque ces derniers conservent la capacité d’exporter
la dimethyl-sulfoxyde reductase qui est un substrat du systéme Tat (Masui et al., 1994). En
revanche, il est possible que les conditions de production de PnlH utilisées favorisent la formation
d’agrégats cytoplasmiques non compétents pour I'exportation. Cependant, 'absence de sécrétion
de PnIH lorsque les sphéroplastes sont cultivés en milieu tamponné pourrait également indiquer
qgu’il existe une étape intermédiaire dans I'adressage de PnlH durant laquelle cette derniére est
localisée dans la MI. L’incubation de sphéroplastes d’E. coli avec une fraction périplasmique
permet de transférer la lipoprotéine Lpp depuis la MI vers le surnageant d’incubation des
sphéroplastes ou elle forme un complexe soluble avec LolA (Mastuyama et al., 1995). Dans le cas
de PnlIH, lincubation de sphéroplastes avec une fraction périplasmique n’a pas permis de
retrouver PnlH dans le surnageant d’incubation des sphéroplastes. L’absence d’un relargage de
PnIH en présence de périplasme peut s’expliquer par des conditions d’incubations inappropriées et
notamment par une concentration trop faible du périplasme utilisé. A cet effet, il convient de noter
que lorsqu’ils ont été incubés avec une fraction périplasmique les sphéroplastes ont montré un
taux de lyse élevé, indiquant que les conditions d’incubation n’étaient pas optimales. En somme,
trop d’incertitude sur les conditions expérimentales rendent difficile toute conclusion sur le
comportement de PnlH dans les sphéroplastes d’E. coli a partir de cette étude.

En conclusion de ce travail, I'utilisation de différentes techniques biochimiques nous a
permis d’identifier les protéines GroEL et EF-Tu comme des partenaires potentiels de la séquence
signal de PnIH dans le cytoplasme. Cependant, aucune protéine de périplasme ou de membrane
externe n'a pu étre identifiée par ces techniques. Des mises au point supplémentaires nous
auraient peut étre permis d’atteindre cet objectif mais le temps pris par ce travail ainsi que divers
arguments évoqués précédemment nous ont conduit a abandonner cette stratégie. Les solutions

alternatives mises en place sont décrites dans le chapitre suivant.
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Chapitre IV Implication de SurA dans I'adressage de PnlH a la

ME et analyse de la séquence signal de PnlH (Article).

PnIH est ancrée dans la ME de maniére atypique par une séquence signal Tat non clivée et
ne présente aucune des caractéristiques de PTR ou de lipoprotéines qui assurent la prise en
charge de ces protéines par leur voie d’adressage respective (Ferrandez et Condemine, 2008 ;
Okuda et Tokuda, 2011 ; Ricci et Silhavy, 2012). L’hypothése selon laquelle PnlH pourrait
emprunter une nouvelle voie d’adressage des protéines a la ME a donc été émise. Dans des
travaux antérieurs et durant le début de cette thése, diverses techniques génétiques et
biochimiques ont été mises au point pour identifier sans a priori les partenaires de PnlH lors de son
adressage a la ME. Cependant, aucune de ces techniques n’a permis d’identifier de telles
protéines et un changement de stratégie a été opéré. L’étude de la bibliographie et des
caractéristiques de PnlH a été entreprise pour cibler un petit nombre de protéines qui pourraient
étre impliquées dans 'adressage de PniH.

Le géne codant PnIH fait partie d’'un cluster de géne qui semble avoir été acquis par
transfert horizontal (Ferrandez et Condemine, 2008). Aucun géne codant pour une protéine
chaperon de PnlIH n’a été identifié au sein de ce cluster. De plus, lorsque PnlH est exprimée chez
E. coli, elle est retrouvée dans la ME. Ainsi, il est clair que la voie d’adressage de PnIH n’est pas
spécifique de cette derniere et semble conservée chez E. coli et D. dadantii. A ce jour, seules les
voies Lol et SurA, Skp, DegP / Bam sont connues pour acheminer des protéines de ME a cette
derniére. Au cours de ce travail, nous sommes donc revenus sur notre hypothése initiale et nous
avons envisagé la possibilité que PnlH emprunte la voie d’adressage des PTB ou des
lipoprotéines.

La séquence signal Tat de PnlH porte lintégralité de l'information nécessaire pour
'adressage de PnlH a la ME (Ferrandez et Condemine, 2008). Si la nature de l'information
permettant I'exportation par le systéme Tat peut facilement étre déduite de la bibliographie (Palmer
et Berks, 2012), la nature de linformation permettant I'adressage de PnlH a la ME aprés
exportation par le systéme Tat reste inconnue. La connaissance de cette information pourrait
permettre de comprendre les mécanismes sous jacents a I'adressage de PnlH et ainsi faciliter la
recherche de partenaires de PnIH. De plus, I'identification de résidus indispensables a 'adressage
de PnIH pourrait permettre d’établir une signature des séquences signal Tat non clivées et ainsi
faciliter la recherche dans les banques de données de protéines ancrées dans la ME de la méme
fagcon que PnlIH.

Les travaux concernant ces deux aspects de notre recherche sont résumés dans l'article :
« SurA is involved in the targeting to the outer membrane of a Tat signal sequence anchored

protein ».
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The twin arginine translocation (Tat) pathway exports folded proteins from the cytoplasm to the periplasm of bacteria. The tar-
geting of the exported proteins to the Tat pathway relies on a specific amino-terminal signal sequence, which is cleaved after ex-
portation. In the phytopathogen Dickeya dadantii, the pectin lyase homologue PnlH is exported by the Tat pathway without
cleavage of its signal sequence, which anchors PnlH into the outer membrane. In proteobacteria, the vast majority of outer mem-
brane proteins consists of B-barrel proteins and lipoproteins. Thus, PnlH represents a new kind of outer membrane protein. In
Escherichia coli, periplasmic chaperones SurA, Skp, and DegP work together with the 3-barrel assembly machinery (Bam) to
target and insert [3-barrel proteins into the outer membrane. In this work, we showed that SurA is required for an efficient tar-
geting of PnlH to the outer membrane. Moreover, we were able to detect an in vitro interaction between SurA and the PnlH sig-
nal sequence. Since the PnlH signal sequence contains a highly hydrophobic region, we propose that SurA protects it from the
hydrophobic periplasm during targeting of PnlH to the outer membrane. We also studied the nature of the information carried
by the PnlH signal sequence responsible for its targeting to the outer membrane after exportation by the Tat system.

Proteobacteria are divided into four compartments: the cyto-
plasm surrounded by the inner membrane (IM), which along
with the outer membrane (OM) delimitates the periplasm. In or-
der to maintain this organization, proteobacteria have evolved
different processes allowing the targeting of molecules to the ap-
propriate compartment. OM biogenesis may be the most chal-
lenging process. Indeed, OM components, synthesized in the cy-
toplasm, have to cross the inner membrane and the periplasm
before being inserted into the OM (38). The large majority of OM
proteins are either lipoproteins, anchored in the OM by an amino-
terminal lipid moiety, or outer membrane integral proteins
(OMPs) forming a transmembrane (3 barrel in the OM. Like
periplasmic or some secreted proteins, OM proteins are synthe-
sized in the cytoplasm as precursors containing an amino-termi-
nal signal sequence specifically targeting them to either the Sec
translocon or the twin arginine translocation (Tat) pathway. The
bulk mass of OM proteins is exported to the periplasm in an un-
folded state by the Sec translocon. However, a few proteins are
folded in the cytoplasm and then targeted to the Tat translocon by
a particular signal sequence containing two arginine residues in
their N-terminal part (11, 32).

After exportation, OMP precursors are maturated by the cleav-
age of their signal sequence by the signal peptidase LepB (34). Due
to their propensity to form a 3 barrel, OMPs are prone to aggre-
gation and have to be kept in a folding competent state during the
transport from the exit of the Sec translocon to the OM. This
process relies on three periplasmic proteins: (i) SurA, a chaperone
that also has two peptidyl-prolyl isomerase domains and that is
the main OMP-targeting factor in the periplasm of Escherichia coli
(5, 39, 48); (ii) DegP, a multimeric protein that has both a chap-
erone and a protease activity depending on its oligomerization
state (49); and (iii) Skp, a chaperone that has been described to
bind to unfolded OMPs to protect them from aggregation (54). In
E. coli, Skp and DegP form a rescue pathway that deals with OMPs
falling off the SurA main pathway (39, 48). However, whichever
periplasmic chaperone is involved in OMP transport, the last step
of OMP biogenesis, folding and insertion into the OM, is catalyzed
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by the B-barrel assembly machinery (Bam) complex (56). This
complex of five OM proteins consists of a widely conserved OMP
from the Omp85 family, BamA, and four lipoproteins, BamB,
BamC, BamD, and BamE (47). Interestingly, the Bam complex
has been shown to catalyze in vitro OMP folding and insertion into
proteoliposomes in the presence of SurA, reinforcing the idea of a
SurA main pathway (13). Since OMPs are not fully folded before
insertion into the OM, the signal allowing their targeting to the
OM should reside in the linear sequence of the protein. Consistent
with this idea, the periplasmic chaperone SurA has been widely
described to exhibit a preferential affinity for Ar-X-Ar sequences,
where Ar is an aromatic amino acid, which are more common in
OMPs than in soluble proteins because of the presence of an aro-
matic girdle in B barrels (15, 45). Furthermore, it has been sug-
gested that the E. coli BamA could recognize OMPs via the 12
carboxy-terminal residues and notably via a carboxy-terminal
phenylalanine (40). However, this signal is not the only one allow-
ing the interaction between BamA and OMPs, and it is not con-
served among all bacteria (4, 40).

Lipoprotein maturation relies on a signal peptidase (LspA) and
on two enzymes involved in lipoprotein acylation (Lgt, Lnt) (14).
Together, these three enzymes are responsible for signal sequence
cleavage and addition of threeacyl chains to the lipoprotein amino-
terminal cysteine residue, resulting in the insertion of the lipopro-
tein lipid moiety within the IM. Lipoproteins lacking an IM reten-
tion signal (or Lol avoidance signal) are then extracted from the
IM by the ABC transporter LolCDE and transferred to the chap-
erone LolA to form a water-soluble complex (24, 26, 58). The
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exact nature of the Lol avoidance signal varies from one organism
to another but often relies on the nature of the residues following
the amino-terminal cysteine. In E. coli, the presence of an aspar-
tate residue at position +2 seems to constitute the strongest Lol-
CDE avoidance signal (50). Moreover, the presence of three acyl
chains on the amino-terminal cysteine is indispensable for in-
teraction with LolCDE and therefore for transfer to LolA (9).
Eventually, lipoproteins are transferred in an energy-indepen-
dent manner from LolA to the OM lipoprotein LolB that is
thought to ensure insertion of the lipoprotein lipid moiety into
the OM (25, 55).

Recent work in the gammaproteobacterial phytopathogen
Dickeya dadantii has shown the existence of a third kind of OM
protein. The pectin lyase homologue, PnlH, is anchored in the
OM by an uncleaved Tat signal sequence (8). Fusion of the PnlH
Tat signal sequence to various proteins allows targeting of these
fusion proteins to the outer membrane. This indicates that, con-
trary to other OM proteins, all the information required for PnlH
targeting to the OM relies in its signal sequence. Moreover, PnlH
does not share any similarity (transmembrane (3 barrel or amino-
terminal acylation) with OMPs or lipoproteins. Taken together,
these data suggest the existence of a new pathway for the targeting
of proteins to the OM of D. dadantii. Since the expression of PnlH
in E. coli results in a correct insertion of PnlH into the OM, this
pathway should be conserved in other bacteria. The aim of this
work was to identify proteins involved in the targeting of this third
kind of OM protein. To this end, we analyzed the impact of mu-
tations in the OMP-targeting pathway on the targeting of PnlH to
the OM of D. dadantii. Surprisingly, we showed that SurA is in-
volved in the targeting of PnlH to the OM. We also studied the
nature of the information carried by the PnlH signal sequence.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids, and oligonucleotides. The bacterial strains
and plasmids used in this study are described in Table 1. Oligonucleotides
are listed in Table S1 in the supplemental material. D. dadantii and E. coli
were grown at 30°C and 37°C, respectively, in LB medium. When re-
quired, the following antibiotics were added at the indicated concentra-
tions: ampicillin, 100 pg/ml; kanamycin, 25 pg/ml; and chloramphenicol,
25 pg/ml and 5 wg/ml for E. coli and D. dadantii, respectively.

To construct strains A5275, A5276, A5281, A5476, A5477, and A5478,
DNA fragments containing the genes bamkE, bamC, bamB, degP, skp, and
surA, respectively, were amplified with the corresponding primers. The
resulting DNA fragments were inserted into the pGEM-T plasmid. The
Kan" cassette was extracted from pHP45(Kan and inserted into the dif-
ferent coding sequences (CDSs), except for skp, for which the uidA::Kan"
cassette of pL247 was prepared and inserted into its CDS. All the resulting
constructs were inserted into the D. dadantii A350 chromosome by re-
combination in low-phosphate medium (41). Recombinations were
checked by PCR. Before phenotype analysis, all mutations were trans-
duced into a fresh A350 background (37).

To construct plasmid pPnlH, a DNA fragment containing pnlH was
amplified with the oligonucleotides PnlHHis+ and PnlHHis—. The re-
sulting DNA was subcloned into pBluescript (pBS) between the Sacl and
Apal sites. The resulting plasmid (pBSpnlH) was digested by Sacl and
Kpnl, and the DNA fragment containing pnl/H was inserted into pACT3.
To construct plasmids carrying one or more substitutions in the PnlH-
6His signal sequence, site-directed mutagenesis with appropriate primers
(see Table S1 in the supplemental material) was performed. To construct
pPnlHssPemA, a DNA fragment containing the CDS of the PnlH signal
sequence fused to the mature form of PemA (PnlHssPemA) was amplified
from the PnlH-PemA plasmid (8) with PnlHssPemA+ and Pnl-
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HssPemA—. The PCR product was digested by Sacl and Kpnl and then
inserted into pACT3. To construct pPnlHA28-41, site-directed mutagen-
esis with primers A28-41+ and A28-41— and pPnlH as the template was
performed to add an extra HindIII site at nucleotide 123 of the pnlH CDS.
The resulting DNA was digested by HindIII and recircularized to remove
the DNA fragment between the two HindIII sites. To construct pSurA, the
SurAStrep— primer was designed to add a Strep tag at the carboxy termi-
nus of SurA, and a DNA fragment containing surA was amplified with
SurAStrep+ and SurAStrep—. The PCR product was inserted into
pGEM-T. Insertions allowing expression of SurA with the carboxy-termi-
nal Strep tag under the control of the pPGEM-T lac promoter were selected.
To construct pXss20, the sequence of the PnlH signal sequence was am-
plified with Xss20+ and Xss20—. The PCR product was inserted in frame
into pGEX-6P3 between the BamHI and Sall sites downstream of the
glutathione S-transferase (GST)-coding sequence. All constructions were
checked by sequencing.

Drug sensitivity assay. The sensitivity to EDTA, SDS, and rifampin of
different mutant strains was determined by disk diffusion assay. A 0.1-ml
sample from an LB overnight culture was mixed with 3 ml of molten LB
top agar and poured over an LB agar plate. Three 6-mm filter paper disks
(Dominique Dutscher) were put on the top of molten agar, and 7.5 l of
EDTA (0.5 M), SDS (10%, wt/wt), or rifampin (20 mg/ml) was added
onto a disk. The diameters of the growth inhibition zones were measured
after 16 h.

Cell fractionation. To prepare the periplasm, cells were grown over-
night at 30°C in LB medium complemented with the appropriate antibi-
otics. Cells were harvested by centrifugation for 7 min at 5,000 X g, and
the periplasm was prepared by lysozyme treatment and osmotic shock as
previously described (2). Whole-cell fractions from steady-state cultures
or exponential-phase cultures were obtained by concentrating cells up to
an optical density at 600 nm (ODy,) of 7.5. To prepare membranes, cells
from exponential-phase cultures were harvested by centrifugation for 7
min at 5,000 X g, concentrated up to an OD, of 7.5 in TE (10 mM
Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA), 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSF), and broken with a French press. Debris was removed by centrif-
ugation for 20 min at 7,000 X g, and the supernatant was ultracentrifuged
for 1 h at 100,000 X g. The supernatant and the pellet were taken as the
soluble fraction and membrane fraction, respectively. When necessary,
membranes were separated by centrifugation for 48 h at 200,000 X gona
38 to 65% sucrose flotation gradient as previously described (46). Frac-
tions were collected from the bottom of the tube and precipitated with
ethanol.

To analyze the composition of the different fractions, proteins were
separated by SDS-PAGE and transferred onto a PVDF membrane (Milli-
pore). PnlH, KdgR, PemA, BlaM, and TolA were detected by immunode-
tection. Anti-PnlH, anti-KdgR, anti-PemA, anti-BlaM, and anti-TolA an-
tibodies were used at dilutions of 1/3,000, 1/5,000, 1/5,000, 1/3,000, and
1/10,000, respectively. The position of the inner membrane in the sucrose
gradient was detected by NADH oxidase activity assay (31) or immuno-
blotting with TolA antibodies; the position of porins was detected by
staining the immunoblot membrane with Coomassie blue.

In vitro interactions with SurA-Strep. To prepare PnlH-6His inclu-
sion bodies, NM522/pPnlH cells were grown at 30°C. At an ODy, of 0.6,
isopropyl-f-p-thiogalactopyranoside (IPTG) was added at a final con-
centration of 1 mM and cells were grown for an extra 2 h. Cells were
harvested by centrifugation for 7 min at 5,000 X g, concentrated up to an
ODyy, of 7.5 in TE, 1 mM PMSEF, and broken with a French press. The
lysate was centrifuged for 20 min at 7,000 X g, and PnlH inclusion bodies
were harvested in the pellet. To get pure GST and derivatives, NM522/
pGEX-6P3 or NM522/pXSS20 cells were grown at 30°C. At an ODyg, of
0.5 mM, IPTG was added at a final concentration of 1 mM and cells were
grown for an extra 2 h. Cells were harvested by centrifugation for 7 min at
5,000 X g, concentrated up to an ODg, of 7.5 in TE, 1 mM PMSF, and
broken with a French press. Triton X-100 was added at a final concentra-
tion of 1% (vol/vol). The lysate was centrifuged for 20 min at 7,000 X g to

Journal of Bacteriology

62

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2012ISAL0126/these.pdf

© [A. Rondelet], [2012], INSA de Lyon, tous droits réservés



Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2012ISAL0126/these.pdf
© [A. Rondelet], [2012], INSA de Lyon, tous droits réservés



7b02212/2jb2109d12z | xppws | S=1| 9/20/12 | 4:17 | 4/C Fig: 4 | ArtID:01419-12 | NLM: research-article | CE: MKH

Rondelet and Condemine

exact nature of the Lol avoidance signal varies from one organism
to another but often relies on the nature of the residues following
the amino-terminal cysteine. In E. coli, the presence of an aspar-
tate residue at position +2 seems to constitute the strongest Lol-
CDE avoidance signal (50). Moreover, the presence of three acyl
chains on the amino-terminal cysteine is indispensable for in-
teraction with LolCDE and therefore for transfer to LolA (9).
Eventually, lipoproteins are transferred in an energy-indepen-
dent manner from LolA to the OM lipoprotein LolB that is
thought to ensure insertion of the lipoprotein lipid moiety into
the OM (25, 55).

Recent work in the gammaproteobacterial phytopathogen
Dickeya dadantii has shown the existence of a third kind of OM
protein. The pectin lyase homologue, PnlH, is anchored in the
OM by an uncleaved Tat signal sequence (8). Fusion of the PnlH
Tat signal sequence to various proteins allows targeting of these
fusion proteins to the outer membrane. This indicates that, con-
trary to other OM proteins, all the information required for PnlH
targeting to the OM relies in its signal sequence. Moreover, PnlH
does not share any similarity (transmembrane {3 barrel or amino-
terminal acylation) with OMPs or lipoproteins. Taken together,
these data suggest the existence of a new pathway for the targeting
of proteins to the OM of D. dadantii. Since the expression of PnlH
in E. coli results in a correct insertion of PnlH into the OM, this
pathway should be conserved in other bacteria. The aim of this
work was to identify proteins involved in the targeting of this third
kind of OM protein. To this end, we analyzed the impact of mu-
tations in the OMP-targeting pathway on the targeting of PnlH to
the OM of D. dadantii. Surprisingly, we showed that SurA is in-
volved in the targeting of PnlH to the OM. We also studied the
nature of the information carried by the PnlH signal sequence.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids, and oligonucleotides. The bacterial strains
and plasmids used in this study are described in Table 1. Oligonucleotides
are listed in Table S1 in the supplemental material. D. dadantii and E. coli
were grown at 30°C and 37°C, respectively, in LB medium. When re-
quired, the following antibiotics were added at the indicated concentra-
tions: ampicillin, 100 pg/ml; kanamycin, 25 pg/ml; and chloramphenicol,
25 pg/ml and 5 pg/ml for E. coli and D. dadantii, respectively.

To construct strains A5275, A5276, A5281, A5476, A5477, and A5478,
DNA fragments containing the genes bamE, bamC, bamB, degP, skp, and
surA, respectively, were amplified with the corresponding primers. The
resulting DNA fragments were inserted into the pGEM-T plasmid. The
Kan" cassette was extracted from pHP45(QKan and inserted into the dif-
ferent coding sequences (CDSs), except for skp, for which the uidA::Kan"
cassette of pL247 was prepared and inserted into its CDS. All the resulting
constructs were inserted into the D. dadantii A350 chromosome by re-
combination in low-phosphate medium (41). Recombinations were
checked by PCR. Before phenotype analysis, all mutations were trans-
duced into a fresh A350 background (37).

To construct plasmid pPnlH, a DNA fragment containing pnlH was
amplified with the oligonucleotides PnlHHis+ and PnlHHis—. The re-
sulting DNA was subcloned into pBluescript (pBS) between the Sacl and
Apal sites. The resulting plasmid (pBSpnlH) was digested by Sacl and
Kpnl, and the DNA fragment containing pnl/H was inserted into pACT3.
To construct plasmids carrying one or more substitutions in the PnlH-
6His signal sequence, site-directed mutagenesis with appropriate primers
(see Table S1 in the supplemental material) was performed. To construct
pPnlHssPemA, a DNA fragment containing the CDS of the PnlH signal
sequence fused to the mature form of PemA (PnlHssPemA ) was amplified
from the PnlH-PemA plasmid (8) with PnlHssPemA+ and Pnl-

2 jb.asm.org

HssPemA—. The PCR product was digested by Sacl and KpnlI and then
inserted into pACT3. To construct pPnlHA28-41, site-directed mutagen-
esis with primers A28-41+ and A28-41— and pPnlH as the template was
performed to add an extra HindIII site at nucleotide 123 of the pnlH CDS.
The resulting DNA was digested by HindIII and recircularized to remove
the DNA fragment between the two HindIII sites. To construct pSurA, the
SurAStrep— primer was designed to add a Strep tag at the carboxy termi-
nus of SurA, and a DNA fragment containing surA was amplified with
SurAStrep+ and SurAStrep—. The PCR product was inserted into
PGEM-T. Insertions allowing expression of SurA with the carboxy-termi-
nal Strep tag under the control of the pPGEM-T lac promoter were selected.
To construct pXss20, the sequence of the PnlH signal sequence was am-
plified with Xss20+ and Xss20—. The PCR product was inserted in frame
into pGEX-6P3 between the BamHI and Sall sites downstream of the
glutathione S-transferase (GST)-coding sequence. All constructions were
checked by sequencing.

Drug sensitivity assay. The sensitivity to EDTA, SDS, and rifampin of
different mutant strains was determined by disk diffusion assay. A 0.1-ml
sample from an LB overnight culture was mixed with 3 ml of molten LB
top agar and poured over an LB agar plate. Three 6-mm filter paper disks
(Dominique Dutscher) were put on the top of molten agar, and 7.5 .l of
EDTA (0.5 M), SDS (10%, wt/wt), or rifampin (20 mg/ml) was added
onto a disk. The diameters of the growth inhibition zones were measured
after 16 h.

Cell fractionation. To prepare the periplasm, cells were grown over-
night at 30°C in LB medium complemented with the appropriate antibi-
otics. Cells were harvested by centrifugation for 7 min at 5,000 X g, and
the periplasm was prepared by lysozyme treatment and osmotic shock as
previously described (2). Whole-cell fractions from steady-state cultures
or exponential-phase cultures were obtained by concentrating cells up to
an optical density at 600 nm (ODyy,) of 7.5. To prepare membranes, cells
from exponential-phase cultures were harvested by centrifugation for 7
min at 5,000 X g, concentrated up to an ODy, of 7.5 in TE (10 mM
Tris-HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA), 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSE), and broken with a French press. Debris was removed by centrif-
ugation for 20 min at 7,000 X g, and the supernatant was ultracentrifuged
for 1 h at 100,000 X g. The supernatant and the pellet were taken as the
soluble fraction and membrane fraction, respectively. When necessary,
membranes were separated by centrifugation for 48 h at 200,000 X gon a
38 to 65% sucrose flotation gradient as previously described (46). Frac-
tions were collected from the bottom of the tube and precipitated with
ethanol.

To analyze the composition of the different fractions, proteins were
separated by SDS-PAGE and transferred onto a PVDF membrane (Milli-
pore). PnlH, KdgR, PemA, BlaM, and TolA were detected by immunode-
tection. Anti-PnlH, anti-KdgR, anti-PemA, anti-BlaM, and anti-TolA an-
tibodies were used at dilutions of 1/3,000, 1/5,000, 1/5,000, 1/3,000, and
1/10,000, respectively. The position of the inner membrane in the sucrose
gradient was detected by NADH oxidase activity assay (31) or immuno-
blotting with TolA antibodies; the position of porins was detected by
staining the immunoblot membrane with Coomassie blue.

In vitro interactions with SurA-Strep. To prepare PnlH-6His inclu-
sion bodies, NM522/pPnlH cells were grown at 30°C. At an ODy, of 0.6,
isopropyl-B-p-thiogalactopyranoside (IPTG) was added at a final con-
centration of 1 mM and cells were grown for an extra 2 h. Cells were
harvested by centrifugation for 7 min at 5,000 X g, concentrated up to an
ODg of 7.5 in TE, 1 mM PMSF, and broken with a French press. The
lysate was centrifuged for 20 min at 7,000 X g, and PnlH inclusion bodies
were harvested in the pellet. To get pure GST and derivatives, NM522/
PGEX-6P3 or NM522/pXSS20 cells were grown at 30°C. At an ODy, of
0.5 mM, IPTG was added at a final concentration of 1 mM and cells were
grown for an extra 2 h. Cells were harvested by centrifugation for 7 min at
5,000 X g, concentrated up to an ODg,, of 7.5 in TE, I mM PMSF, and
broken with a French press. Triton X-100 was added at a final concentra-
tion of 1% (vol/vol). The lysate was centrifuged for 20 min at 7,000 X g to
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TABLE 1 Strains and plasmids used in this study

SurA Targets a Tat Signal-Anchored Protein

Strain or plasmid Relevant characteristics

Source or Reference

Strain

D. dadantii 3937 derivatives

A350 rafR ganB 17

A5275 rafR ganB bamE::Kan" This study

A5276 rafR ganB bamC::Kan" This study

A5281 rafR ganB bamB::Kan" This study

A5476 rafR ganB degP::Kan" This study

A5477 rafR ganB skp::uidA Kan® This study

A5478 rafR ganB surA::Kan" This study
Escherichia coli

NM522 F' proAB lacl? A(lacZ)M15 A(lac-proAB) thi hsd-5 Stratagene

SR1458 F— araD139 A(argF-lac) U169 &(PdegP-lacZ) 36

Plasmids

pGEM-T Amp'; allows the AT cloning of a PCR product Promega
pBluescript pUC ori Amp® Stratagene
pACT3 PACYC ori Cm" 23
pL247 Amp" uidA::Kan" cassette Laboratory collection
pHP45Q0Kan pMBI1 ori Amp” Kan" cassette 7
pGEX-6P3 pBR322 ori Amp*, codes for GST GE Healthcare
pGEM-T surA Contains the DNA fragment amplified with SurA+ and SurA— This study
pGEM-T surA::Kan" pHP45()Kan Kan" cassette in the HindIII site of pPGEM-T surA This study
pGEM-T skp Contains the DNA fragment amplified with Skp+ and Skp— This study
pGEM-T skp::Kan* pL247 uidA::Kan'® cassette in the Pstl site of pGEM-T skpAPstI This study
pGEM-T degP Contains the DNA fragment amplified with DegP+ and DegP— This study
pGEM-T degP::Kan" pHP450Kan Kan" cassette in the Munl site of pGEM-T degP This study
pGEM-T bamB Contains the DNA fragment amplified with BamB+ and BamB— This study
PGEM-T bamB::kan® pHP45Q0Kan Kan" cassette in the Bcll site of pPGEM-T bamB This study
pGEM-T bamC Contains the DNA fragment amplified with BamC+ and BamC— This study
PGEM-T bamC::kan" pHP450Kan Kan" cassette in the Bcll site of pGEM-T bamC This study
pGEM-T bamE Contains the DNA fragment amplified with BamE+ and BamE— This study
pGEM-T bamE::kan" pHP450Kan Kan" cassette between BamHI sites of pGEM-T bamE This study
pGEMt pnlH Contains the DNA fragment amplified with PnlHHis+ and PnlHHis— This study
pBSpnlH Insertion of pGEM-T pnlH Apal Sacl DNA fragment containing pnlH CDS in pBS This study
pPnlH PACTS3 containing the gene of PnlH with a C-terminal His tag between Sacl and Kpnl sites This study
PnlH-PemA pBAD ¢ containing a fusion of the PnlH signal sequence with the mature form of PemA 8
pPnlHssPemA PACT3 containing a fusion of the PnlH signal sequence with the mature form of PemA This study
pD16A pPnlH containing a D16A substitution in PnlH This study
pL30SL3IT pPnlH containing L30SL31T substitutions in PnlH This study
pP32L pPnlH containing a P32L substitution in PnlH This study
pF34A pPnlH containing a F34A substitution in PnlH This study
pP35A pPnlH containing a P35A substitution in PnlH This study
pP32LP35A pPnlH containing P32LP35A substitutions in PnlH This study
PY36A pPnlH containing a Y36A substitution in PnlH This study
pQ41A pPnlH containing a Q41A substitution in PnlH This study
pPnlHA28-41 pPnlH containing a deletion of nucleotides 81 to 123 This study
pSurA pGEM-T containing SurA with a C-terminal Strep tag under the control of the lac promoter This study
pXss20 pGEX-6P3 containing of a fusion of GST with the first 41 amino acids of PnlH This study

removed debris, and the supernatant was loaded onto Protino glutathione
agarose 4B (Macherey-Nagel) resin previously equilibrated with TES (50
mM Tris-HCL, pH 7.4, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl), 1% (vol/vol) Triton
X-100. The resin was then washed 3 times with TES, 1% (vol/vol) Triton
X-100. GST and derivatives were eluted with 2X Laemmli buffer. For
overlay experiments, samples containing proteins of interest were run on
an SDS-polyacrylamide gel and transferred onto a PVDF membrane. The
membrane was saturated with 4% gelatin in phosphate-buffered saline
(PBS; 81 mM Na,HPO,, 19 mM NaH,PO,, 150 mM NaCl, pH 7.4). As
after all following steps, the membrane was washed 3 times for 5 min each
time with PBS containing 1% gelatin (PBS-G). After incubation for 45
min at room temperature with 8.5 ml of PBS-G complemented with 1.5
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ml of periplasm containing or not SurA-Strep, the membrane was washed
and finally incubated for 45 min with streptavidin conjugated with horse-
radish peroxidase (HRP; Pierce) at a dilution of 1/30,000 in PBS-G. After
the membrane was washed, an Immobilon Western ECL kit (Millipore)
was used to reveal the membrane. In order to compare two conditions of
overlay, samples were loaded twice on a gel, the resulting membrane was
cut in two, and both parts were treated in parallel.

B-Galactosidase assays. Cells from overnight cultures were diluted
to an ODg,, of approximately 0.02 and grown at 33°C to an ODg, of
0.5 in LB medium supplemented with the appropriate antibiotic and 1
mM IPTG. Growth was stopped by adding toluene, and B-galactosi-
dase activity was assayed on permeabilized cells as previously de-
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FIG 1 Porin depletion in D. dadantii mutants with mutations in the OMP-targeting pathway. Protein profiles of whole cells of D. dadantii wild-type (Wt) strain
A350 and derivative strains (indicated at the top) carrying the chromosomal mutation (A) and protein profiles of membrane fractions of the same strains (B).
Equivalent amounts of cell materials from exponential-phase cultures of the different strains were separated by SDS-PAGE, followed by Coomassie blue staining.
The arrowhead indicates the D. dadantii major porin OmpF. MW, molecular weight (in thousands).

scribed (28). Three independent replications were averaged to obtain
the indicated values.

RESULTS
Analysis of D. dadantii mutants in the OMP-targeting pathway.
In E. coli, the OMP-targeting pathway mainly relies on the three
periplasmic chaperones SurA, Skp, and DegP and on the OM
complex BamABCDE. The D. dadantii genome contains homo-
logues of E. coli surA, skp, degP, bamA, bamB, bamC, bamD, and
bamE encoded by the loci ADN00090, ADM97288, ADM99598,
ADM97287, ADM99516, ADM97479, ADM99647, and
ADM97110, respectively. Notably, all these loci were found in a
genetic context similar to that in E. coli. Since bamA and bamD
mutations are lethal in E. coli, these genes were excluded from our
analysis (22, 51). D. dadantii surA, skp, degP, bamB, bamC, and
bamE mutant strains were constructed by insertion of a kanamy-
cin resistance cassette. Mutant strains did not exhibit obvious
growth defects, indicating that, as in E. coli, none of these genes is
essential in D. dadantii. To check the effect of these mutations on
OMP biogenesis, an analysis of the protein profiles of whole-cell
and membrane fractions of the corresponding strains was per-
formed (Fig. 1). Compared to the wild-type strain, the surA mu-
tant exhibited a strong decrease in the quantity of the major porin
OmpF in both whole-cell and membrane fractions. This decrease
was also observed to a lower extent for the skp and bamB mutants.
This indicates that the OMP-targeting pathway is at least partially
affected in these three mutants. Accordingly, surA, skp, and bamB
mutants also presented an increased sensitivity to SDS, EDTA, and
rifampin (Table 2), indicating that the integrity of their outer
membrane is affected (43). The bamE mutant presented a weak
but reproducible decrease in the quantity of OmpF and an in-
creased sensitivity to EDTA and, to a lower extent, to rifampin,
indicating an alteration of its OM biogenesis. Taken together,
these data suggest that in D. dadantii, as in E. coli, SurA is the
major periplasmic factor for OMP targeting. Moreover, the rela-
tive importance of each component of the Bam complex in OM
biogenesis seems to be conserved between D. dadantii and E. coli.
Efficient targeting of PnlH to the OM depends on SurA but
not on Skp and DegP. To determine if the periplasmic chaperones
SurA, Skp, and DegP could be involved in PnlH targeting to the
OM, we checked PnlH localization in corresponding D. dadantii
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mutant strains. Since PnlH is not expressed in strain A350 and
derivatives under the conditions used in this study (8), we ex-
pressed PnlH with a carboxy-terminal 6His tag (PnlH-6His) from
apACT3 plasmid (pPnlH). Additionally, expression of PnlH-6His
from this plasmid allowed us to avoid any possible feedback reg-
ulatory effect due to the activation of the o stress response, as
described for the E. coli surA mutant (42). Cell and membrane
separation experiments showed that PnlH-6His is mostly located
in the OM, when expressed in the wild-type D. dadantii A350
strain (see Fig. S1 in the supplemental material). To analyze PnlH-
6His localization in the different genetic backgrounds, appropri-
ate strains were transformed with the pPnlH plasmid. The amount
of PnlH-6His in whole-cell fractions of skp and degP mutants was
equivalent to that for the wild-type strain but was strongly de-
creased for the surA mutant (Fig. 2A). Accordingly, the same dim-
inution was observed in the membrane and soluble fractions of
the last mutant (Fig. 2A). This phenomenon was not due to a
global protein synthesis/stability decrease, since the level of the IM
protein TolA was identical in the membrane fraction of all the
tested strains (Fig. 2A). To determine if the small amount of PnlH-
6His present in the surA mutant membrane fraction was in the IM
or the OM, we performed membrane separation on a flotation
sucrose gradient. However, we were not able to properly sepa-

TABLE 2 Growth inhibition of D. dadantii mutants for the OMP
targeting pathway”

Inhibition zone diam (mm)

SDS EDTA Rifampin
Strain Mutated gene (10%) (0.5 M) (20 mg/ml)
A350 Wild type 11*+0 19*2 16 £1
A5275 bamE 14*1 29+ 1 21 =1
A5276 bamC 13*+1 20*1 17 %1
A5281 bamB 19+1 32*+1 22*0
A5476 degP 12*+1 24 2 16 £1
A5477 skp 18*1 301 25+ 1
A5478 SurA 17*0 31%1 22*1

@ Sensitivity to SDS (10%), EDTA (0.5 M), and rifampin (20 mg/ml) was determined by
measuring the growth inhibition zone on LB agar plates topped with filter paper disks
containing these compounds, as described in Materials and Methods. The values
indicated are the means of 3 experiments.
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FIG 2 Role of periplasmic chaperones SurA, Skp, and DegP in the targeting of PnlH-6His to the OM of D. dadantii. (A) Immunodetection of PnlH in whole-cell,
membrane, and soluble fractions of D. dadantii wild-type strain and derivative strains carrying a chromosomal mutation (indicated at the top) and either empty
PACTS3 vector or pPnlH. Equivalent amounts of cell material from exponential-phase cultures of the different strains were loaded in each well. Immunodetection
of the inner membrane protein TolA was used as a loading control. (B) Complementation of a surA mutant carrying either empty pACT3 vector or pPnlH with
either empty pGEM-T vector or pSurA. Equivalent amounts of whole cells of steady-state cultures were analyzed. Proteins were separated on an SDS-polyacryl-
amide gel and transferred onto a PVDF membrane for immunodetection of PnlH and BlaM (loading control). OmpF was detected by SDS-PAGE, followed by
Coomassie blue staining. (C) The in vitro interaction between PnlH-6His and SurA-Strep was assayed by overlay. BSA and cell lysates of NM522 carrying either
empty pACT3 vector or pPnlH were separated by SDS-PAGE and transferred onto a PVDF membrane. The membrane was next incubated with the periplasm
of NM552 carrying either empty pGEM-T vector or pSurA. SurA-Strep bound to proteins on the membrane was detected with streptavidin conjugated with HRP.
The amounts of protein loaded on the gel were estimated by Coomassie blue staining.

rate the IM from the OM of the surA mutant. This observation
is consistent with the decreased OM density described for an E.
coli surA mutant strain (48). Since surA is part of an operon, we
tested whether the decrease in PnlH-6His level in the surA mu-
tant was due to a polar effect. When SurA carrying a carboxy-
terminal Strep tag (SurA-Strep) was expressed from plasmid
pSurA, wild-type quantities of OmpF and PnlH-6His were re-
stored in the surA mutant (Fig. 2B). These results indicate that
the effect of the surA mutation on OmpF and PnlH stability is
not due to a polar effect.

Our data suggest that SurA could be involved directly or indi-
rectly in the stabilization of PnlH in the periplasm. Overlay exper-
iments have previously been used to demonstrate the interaction
of SurA with the passenger domain of the E. coli autotransporter
EspP (44). We performed such an experiment to assess whether
PnlH can interact directly with SurA in vitro. To this end, PnlH-
6His was immobilized on a PVDF membrane and used as a matrix
to detect a possible interaction with SurA-Strep. The membrane
was incubated with either the periplasm of an E. coli strain ex-
pressing SurA-Strep or the periplasm of an E. coli control strain.
The use of streptavidin conjugated with HRP allowed us to detect
SurA-Strep bound on the immobilized PnlH-6His (Fig. 2C). No
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interaction between SurA-Strep and the control, bovine serum
albumin (BSA), could be detected in this way, indicating that
SurA-Strep specifically binds to PnlH-6His. Taken together, these
data indicate that SurA is able to bind to PnlH in vitro. Moreover,
since a surA mutation leads to a strong decrease in PnlH stability,
it is likely that SurA is involved in the targeting of PnlH to the OM
by preventing its periplasmic degradation.

SurA is able to interact with the PnlH signal sequence. SurA is
thought to ensure a specific targeting of OMPs by binding to Ar-
X-Ar motifs, which are particularly enriched in OMPs (15). To
ensure a specific targeting of PnlH to the OM, SurA should also
recognize and bind a specific signal within this protein. Since a
fusion of the PnlH signal sequence to the mature form of the D.
dadantii pectin methylesterase PemA (PnlHssPemA) is sufficient
to target it to the OM of D. dadantii (8), we hypothesized that the
PnlH signal sequence could contain the SurA recognition site. To
test this hypothesis, we examined whether PnlHssPemA is depen-
dent on SurA for its targeting to the OM. First, we checked the
expression and the localization of PnlHssPemA in the wild-type
strain A350 carrying the pPnlHssPemA plasmid. Antibody di-
rected against PemA detected two bands in the cells producing this
fusion (Fig. 3A). After cell fractionation, the upper band (indi-
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FIG 3 Role of the PnlH signal sequence in the interaction with SurA. (A) Cell fractionation of D. dadantii A350 strains carrying either empty pACT3 vector or
pPnlHssPemA. PnlHssPemA was detected with antibodies against PemA. Equivalent amounts of cell materials from exponential-phase cultures of the different
strains were loaded in each well. (B) The membrane fraction from strain A350 carrying pPnlHssPemA was separated by flotation sucrose gradient centrifugation
and analyzed by immunoblotting with PemA antibodies or stained with Coomassie blue to detect the major porin, OmpF, which reflects the position of the outer
membrane. NADH oxidase activity indicates the position of the inner membrane. (C) Immunodetection of PemA in whole cells of D. dadantii wild-type strain
A350 and a surA mutant carrying either empty pACT3 vector or pPnlHssPemA. Equivalent amounts of cell material from steady-state cultures were loaded in
each well. The cytoplasmic protein KdgR was used as aloading control. (D) The in vitro interaction between the PnlH signal sequence and SurA-Strep was assayed
by overlay. Purified BSA, GST, and GST fused to the PnlH signal sequence (GST-PnlHss) were run on an SDS-polyacrylamide gel and transferred onto a
PVDF membrane. The membrane was next incubated with the periplasm of NM552 carrying either empty pGEM-T vector or pSurA. SurA-Strep bound
to proteins on the membrane was detected with streptavidin conjugated with HRP. The amounts of protein loaded on the gel were estimated by Coomassie

blue staining.

cated by a star) was mainly found in the membranes. The smallest
one was found in the soluble fraction and could be a degradation
product. Membrane separation on a sucrose gradient showed that
the upper band was associated with the OM, while the lower band
remained at the bottom of the gradient (Fig. 3B). Contrary to the
wild-type strain, no PnlHssPemA was detected in the surA mutant
(Fig. 3C), suggesting that its stability was affected in the absence of
SurA. Since a surA mutation has no effect on the amount of the
native PemA expressed from pACT3 (Fig. 3C), we concluded that
the PnlH signal sequence is responsible for the degradation of
PnlHssPemA in the surA mutant and that it could be the part of
PnlH that interacts with SurA. Since SurA interacts in vitro with
full-length PnlH in an overlay experiment, we verified if SurA
could bind the PnlH signal sequence. For this purpose, the first 41
amino acids of PnlH were fused to the carboxy-terminal end of the
GST (GST-PnlHss). When GST-PnlHss was produced in NM522,
it was mostly found in inclusion bodies, indicating a high propen-
sity of the PnlH signal sequence to aggregate. Purification of GST-
PnlHss on glutathione agarose generated three forms of the pro-
tein (Fig. 3D, right). Apparently, the upper band corresponds to

6 jb.asm.org

the full-length GST-PnlHss and the smaller bands correspond
to degradation products. Overlay experiments showed interac-
tions between SurA-Strep and the different forms of GST-
PnlHss (Fig. 3D). Since a larger amount of SurA-Strep bound
to the full-length GST-PnlHss and since SurA-Strep did not
bind to GST or BSA, we concluded that the interaction between
SurA-Strep and GST-PnlHss was due to the PnlH signal se-
quence. Altogether, these data suggest that SurA is able to rec-
ognize and bind the PnlH signal sequence to protect PnlH from
degradation in the periplasm.

The secondary structure of the PnlH signal sequence could
be an important factor for the targeting of PnlH to the OM. If it
is clear that the PnlH signal sequence is responsible for the target-
ing of PnlH to the OM, the exact nature of the information carried
by this signal sequence remains unknown. The only known ho-
mologue of the D. dadantii PnlH can be found in D. zeae, and
alignment of the two signal sequences reveals that besides the Tat
consensus, the carboxy-terminal part of the signal sequence is the
most conserved (Fig. 4A). To check whether this part of the signal
sequence could carry a signal for the targeting of PnlH, we con-
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FIG 4 In silico analysis of the PnlH signal sequence. (A) Amino acid sequence alignment of PnlH from D. dadantii (upper line, GenBank accession number
YP_003883450.1) and D. zeae (lower line, GenBank accession number YP_003005603.1). Conserved residues (Cons. res.) are indicated in the middle line. The
Tat consensus is underlined. Residues that were substituted are in red bold. (B) Secondary structure prediction of the first 41 residues of PnlH and PnIHP32LP235A by
the Phyre protein fold recognition software (available at www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre/). Letters indicate the type of secondary structure predicted at the corresponding
amino acid site (h, alpha helix; ¢, coil; e, B sheet). Numbers indicate the reliability of the prediction on a scale of from 0 (low) to 9 (high).

structed a deletion of the region between residues 28 and 41
(PnlHA28-41). When PnlHA28-41 was expressed in D. dadantii
wild-type strain A350), its distribution between the soluble and the
membrane fractions was similar to that for wild-type PnlH (Fig.
5A), and sucrose gradient separation failed to properly separate
the membranes. The protein seemed to be present in both mem-
branes (Fig. 5B). This observation could indicate that the region of
the PnlH signal sequence contained between residues 28 and 41
carries a signal necessary to the proper targeting of PnlH to the
OM. To identify such a putative signal, we realized amino acid
substitutions in this region of the PnlH signal (Fig. 4A). Addition-
ally, we replaced aspartate 16, which is the only negatively charged
amino acid in the PnlH signal sequence. When PnlHDI16A,
PnlHP32L, PnlHF34A, PnlHP35A, PnlHY36A, and PnlHQ41A
were expressed in strain A350, PnlHD16A was the only one whose
amount was significantly decreased in comparison with that of the
wild-type PnlH (Fig. 5C, left). This decrease was also observed in
the membrane fraction prepared from strain A350 expressing
PnlHD16A (Fig. 5D). This phenomenon could be linked either to
a periplasmic instability of PnlHD16A or to its incapacity to be
exported or inserted in the OM, leading to degradation. Accumu-
lation of misfolded or aggregated proteins in the periplasm leads
to the activation of periplasmic stress responses that increase the
expression of many periplasmic factors, such as DegP, that help to
release the stress (18). Since the stress response is highly compart-
mentalized (29), we tested whether PnlHD16A could induce a
periplasmic stress. A positive result would mean that PnlHD16A is
still exported to the periplasm. For this purpose, we expressed
PnlHD16A in E. coli strain SR1458, carrying a chromosomal fu-
sion between the degP promoter and lacZ. Since PnlHD16A in-
duced the degP-lacZ fusion approximately 1.5-fold more than the
wild-type PnlH (Fig. 5E), we concluded that PnIHD16A is able to
induce a periplasmic stress response and is therefore exported to
the periplasm.

November 2012 Volume 194 Number 22

None of the single substitutions that we realized in the region
between residues 28 and 41 presented a defect in its stability.
Therefore, we searched for a signal that could not rely on only one
amino acid. To identify this signal, we used the Phyre protein fold
recognition software to predict an eventual secondary structure in
the PnlH signal sequence. Phyre establishes a consensus between
PsiPred, jnet, and sspro secondary structure prediction algorithms
and is thus considered reliable structure prediction software (19).
According to the Phyre consensus prediction, the most probable
secondary structure that could be present in the PnlH signal se-
quence is a 19-residue-long alpha helix (residues 14 to 32) that
contains both the Tat consensus motif (residues 20 to 26) and a
region rich in hydrophobic residues (residues 24 to 31) (Fig. 4B).
Interestingly, the region between residues 28 and 41 contains two
prolines, which are good alpha-helix breakers and which could be
involved in the introduction of a coiled region after the predicted
alpha helix. To test the importance of these two prolines, we con-
structed the double substitution P32L P35A (PnlHP32LP35A).
The predicted alpha helix in PnlHP32LP35A was significantly lon-
ger than the one in the wild-type PnlH (Fig. 4B), suggesting that
prolines 32 and 35 could determine the length of the alpha helix in
the PnlH signal sequence. When PnlHP32LP35A was expressed in
strain A350, only a protein migrating faster than the wild-type
PnlH and present in a smaller quantity could be detected in whole
cells (Fig. 5C, left). After cell fractionation, this protein was found
to be present in the membrane fraction (Fig. 5D), and when mem-
branes were separated on a sucrose gradient, it was mostly found
in the OM (see Fig. S2A in the supplemental material). Interest-
ingly, when PnlHP32LP35 was expressed in E. coli, it was present
in two forms, one migrating as the wild-type PnlH and one mi-
grating faster (see Fig. S2B in the supplemental material), indicat-
ing that the protein that is associated with the OM in the D. dada-
ntii A350 strain is a degradation product of PnlHP32LP35A. Since
we were able to detect the fast-migrating form of PnIHP32LP35A
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FIG 5 Study of the PnlH signal sequence by directed mutagenesis. (A) Cell fractionation of D. dadantii A350 strains carrying either empty pACT3 vector, pPnlH,
or pPnlHA28-41. PnlH and PnlHA28-41 were detected with antibodies against PnlH. Equivalent amounts of cell materials from exponential-phase cultures of
the different strains were loaded in each well. (B) The membrane fraction from strain A350 carrying pPnlHA28-41 was separated by flotation sucrose gradient
centrifugation and analyzed by immunoblotting with PemA antibodies or stained with Coomassie blue to detect the major porin OmpF, which reflects the
position of the outer membrane. Immunoblotting with TolA antibodies indicates the position of the inner membrane. (C) Immunodetection of PnlH in
whole-cell lysates of D. dadantii A350 strains carrying either empty pACT3 vector (—) or pPnlH (PnlH) or pPnlH derivatives carrying one or two substitutions
in the PnlH signal sequence. Equivalent amounts of cell material from steady-state cultures were loaded in each well. Immunoblotting with KdgR antibodies was
used as a loading control. (D) Membrane fraction of A350 strains carrying either empty pACT3 vector (—), pPnlH (PnlH), pD16A (D16A), pL30SL31T
(L30SL31T), or pP32LP35A (P32LP35A). PnlH and derivatives were detected with antibodies against PnlH. Equivalent amounts of membrane fractions from
exponential-phase cultures were loaded in each well. OmpF was visualized by the coloration of the PVDF membrane with Coomassie blue and served as a loading
control. (E) Induction of periplasmic stress in E. coli SR1458 expressing PnlH and derivatives. E. coli SR1458 carrying either empty pACT3 vector (—), pPnlH
(PnlH), pD16A (D16A), pL30SL31T (L30SL31T), or pP32LP35A (P32LP35A) was grown at 33°C in LB medium supplemented with chloramphenicol and 1 mM
IPTG. The value for B-galactosidase specific activity is the average of three independent determinations.

through its carboxy-terminal His tag (see Fig. S2C in the supple-
mental material), we concluded that this extremity was intact and
that the degradation should have occurred at the amino-terminal
part of the protein. Expression of PnlHP32LP35A in E. coli strain
SR1458 provoked a strong increase in the expression of the degP-
lacZ fusion (approximately 2-fold) (Fig. 5E), indicating that
PnlHP32LP35A is able to induce a periplasmic stress response and
is therefore exported to the periplasm. Altogether, these data sug-
gest that the double substitution P32L P35A strongly affects the
stability of the PnlH signal sequence without impairing its target-
ing to the OM.
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The predicted alpha helix of the PnlH signal sequence is rich in
hydrophobic residues (residues 24 to 31). To decrease the global
hydrophobicity of the predicted alpha helix, leucines 30 and 31
were replaced by serine and threonine (PnlHL30SL31T). When
PnlHL30SL31T was expressed in the D. dadantii A350 strain, it was
barely detectable in either the whole-cell (Fig. 5C) or the membrane
(Fig. 5D) fraction. Moreover, expression of PnlHL30SL31T in E.
coli strain SR1458 provoked a significant increase in (3-galactosi-
dase activity (approximately 1.5-fold) (Fig. 5E), indicating that
PnlHL30SL31T is able to induce a periplasmic stress response.
These data suggest that the reduction of the hydrophobicity in the
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FIG 6 Effect of bamB, bamC, and bamE mutations on the targeting of PnlH-
6His to the OM of D. dadantii. (A) Immunodetection of PnlH in whole-cell,
membrane, and soluble fractions of D. dadantii wild-type strain A350 and
derivative strains carrying chromosomal mutations (indicated at the top) and
either empty pACT3 vector or plasmid pPnlH. Equivalent amounts of cell
materials from exponential-phase cultures of the different strains were loaded
in each well. Immunodetection of the inner membrane protein TolA was used
as a loading control. (B) The membrane fractions from the bamB and bamE
mutant strains carrying pPnlH were separated by flotation sucrose gradient
centrifugation and analyzed by immunoblotting with PnlH antibodies or
stained with Coomassie blue to detect the major porins, which reflect the
position of the outer membrane. Immunoblotting with TolA antibodies indi-
cates the position of the inner membrane. For clarity, porins and TolA profiles
are presented only for the bamB mutant, but the profiles were equivalent for
the bamE mutant.

predicted alpha helix of the PnlH signal sequence significantly
impairs the stability of the protein and could alter its targeting to
the OM.

bamB and bamE null mutations affect the stability of PnlH in
D. dadantii. By interacting with SurA, PnlH seems to follow the
main pathway used by OMPs. Therefore, PnlH could also depend
on a functional Bam system to be inserted into the membrane. To
assess this question, we studied the targeting of PnlH to the mem-
branes of D. dadantii lacking different components of the Bam
system. In comparison to wild-type strain A350, a somewhat
smaller quantity of PnlH was detected in the cells of the bamB and
bameE strains (Fig. 6A, top). This difference became more evident
in the membrane fraction prepared from these strains (Fig. 6A,
middle). Since similar quantities of the IM protein TolA were
detected in all these strains (Fig. 6A, bottom), the observed dimi-
nution of PnlH quantity was specific. However, separation of the
bamB and bamE mutant membranes on a sucrose gradient
showed that PnlH-6His is still efficiently associated with the OM
of these mutants (Fig. 6B). Moreover, the level of PnlH-6His-
targeting defect in the three mutants was proportional to the level
of OMP-targeting defect observed in the same mutants (Fig. 1).
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Taken together, these data show that bamB and bamE null muta-
tions slightly affect the stability of PnlH without clearly affecting
its targeting to the OM.

DISCUSSION

The large majority of proteobacteria outer membrane proteins are
either lipoproteins or B-barrel proteins (OMPs), and two distinct
specific pathways ensure their targeting to the OM. Lipoproteins
are sorted and targeted by the Lol pathway, while OMP targeting
relies on the combined action of three periplasmic chaperones,
SurA, Skp, and DegP, together with the Bam complex (30, 38). In
this work, we have studied the targeting of PnlH, a D. dadantii
atypical outer membrane protein which is anchored in the OM by
an uncleaved Tat signal sequence (8). Since PnlH is not acylated at
its amino-terminal extremity, it is unlikely that it directly interacts
with the Lol system (8, 9). Thus, we focused our study on the
possible role of the OMP-targeting pathway in the targeting of
PnlH to the OM.

After exportation by the Tat system, PnlH is released in a
folded state in the periplasm. Since the pectin lyase portion of
PnlH exhibits 43% sequence identity with a Pseudomonas margi-
nalis pectin lyase, PNL, that has been described to be a soluble
protein (33), it should be soluble in the periplasm. However, the
PnlH signal sequence is highly hydrophobic, and its fusion to a
soluble protein (GST) makes it nonsoluble. Thus, the PnlH signal
sequence should be buried in the course of the periplasmic transit.
Our data show that a D. dadantii surA mutant exhibits a strong
PnlH stability defect. The same defect was observed for a fusion of
the PnlH signal sequence to the mature form of the pectin methyl-
esterase PemA but not for the native PemA, indicating that the
role of SurA in the stability of PnlH is linked to the signal se-
quence. Since OMP-targeting defects, such as the one provoked by
the absence of SurA, lead to a strong activation of the periplasmic
stress response in E. coli (42, 53, 10), the PnlH stability defect
observed in the D. dadantii surA mutant could be an indirect effect
due to the activation of the periplasmic stress response by mistar-
geted OMPs. However, we favor a direct role of SurA on the sta-
bility of PnlH because (i) a skp mutant also presents a OMP-
targeting defect that should activate a periplasmic stress response
(38) but does not exhibit any effect on PnlH stability and (ii) SurA
binds to the Tat signal sequence of PnlH in an overlay experiment.
Therefore, a possible role for SurA could be to hide the hydropho-
bic PnlH signal sequence and to prevent the periplasmic degrada-
tion of PnlH. SurA has been shown to be involved in the transport
of the passenger domain of the IcsA autotransporter in the
periplasm of Shigella flexneri (35). Moreover, direct binding of
SurA on the unfolded passenger domain of the E. coli autotrans-
porter EspP has been demonstrated (44). Altogether our results
and these observations indicate that SurA specificity and chaper-
one activity are not restricted only to unfolded B-barrel proteins.
SurA specificity for OMPs has been linked to a strong preference
for aromatic amino acid-rich sequences containing the Ar-X-Ar
motif that is particularly frequent in OMPs (1, 15). Such a motifis
present in the PnlH signal sequence (phenylalanine 34 and ty-
rosine 36). Surprisingly, single substitution of each of these
aromatic residues did not obviously affect PnlH targeting, indicat-
ing that an Ar-X-Ar motif on the PnlH signal sequence could be
dispensable for the interaction with SurA. Consistent with this
observation, it has been shown that SurA can strongly bind pep-
tides that do not fit the Ar-X-Ar consensus by adapting its tertiary
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and quaternary structure (57). Moreover, SurA can fold to form a
nonspecific conduit for unfolded polypeptide, as can the domain
III of the trigger factor, a general cytoplasmic chaperone (21, 57).

SurA has been described to ensure the delivery of OMPs to the
Bam system by interacting with BamA (3, 47, 52). Therefore, it is
possible that SurA delivers PnlH to the OM, but how the PnlH
signal sequence is inserted in the OM remains unknown. Our data
show that bamB and bamE null mutations slightly affect the sta-
bility of PnlH. However, the PnlH insertion in the OM is not
disrupted in the corresponding mutants, and the effect of these
null mutations on the level of PnlH is proportional to the effect on
the level of the B-barrel protein OmpF. This suggests that the role
of BamB and BamE on the stability of PnlH could be indirect,
provoked by the activation of a periplasmic stress response (38) or
the misinsertion of a protein involved in the targeting of PnlH.
However, it is worth noting that a model of spontaneous insertion
in the OM has been proposed for some bacterial secretins and for
mitochondrial signal-anchored proteins (12, 16, 27). Therefore,
further work is necessary to determine how the PnlH signal se-
quence is inserted in the OM and if this process requires proteins
other than those of the Bam complex.

Since the fusion of the PnlH signal sequence to PemA is able
to target it to the OM, this signal sequence should carry all the
information necessary to the targeting of PnlH. The first step of
PnlH targeting is exportation through the Tat system, and the
PnlH signal sequence thus has the same organization as other
Tat signal sequences with a polar amino-terminal part, a Tat
consensus, a hydrophobic region, and a polar carboxy-termi-
nal part (32). In this work, we tried to identify the information
that ensures the targeting of PnlH to the OM after exportation
by the Tat system, and the difficulty was sorting between infor-
mation allowing the targeting to the Tat system (32) and infor-
mation allowing the transit in the periplasm and the insertion
in the OM. We showed that the substitution PnlHDI16A
strongly impairs the stability of PnlH in D. dadantii without
blocking its exportation, as shown by the activation of a
periplasmic stress by PnlHDI16A in E. coli. Since negatively
charged residues are not a compulsory characteristic of the
amino-terminal part of the Tat signal sequence (32) and since
aspartate 16 is conserved in D. zeae, it is possible that it consti-
tutes a specific signal for the targeting of PnlH to the OM. We
could also identify a region of the PnlH signal sequence con-
tained between residues 28 and 41 that could be specifically
involved in the targeting of PnlH to the OM after exportation
since PnlH with deletion of this region is present in both the IM
and the OM of D. dadantii. Consistent with this experimental
observation, this part of the signal sequence is well conserved in
the D. zeae PnlH. However, single amino acid substitutions in
this part of the protein did not lead to an obvious targeting
defect, indicating that the signal may not rely on a single amino
acid. Interestingly, structure prediction of the PnlH signal se-
quence suggests the existence of an alpha helix between resi-
dues 14 and 32, followed by a coil region formed by prolines 32
and 35. Substitution of these two prolines (PnlHP32LP35A)
leads to a degradation of the amino-terminal part of the PnlH
signal sequence but does not impair the targeting of PnlH to the
OM of D. dadantii. Since PnlHP32LP35A induces a strong
periplasmic stress in E. coli, it is likely that the coil region and
thus the length of the predicted alpha helix are important fac-
tors for the stability of the PnlH signal sequence in the
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periplasm but not for its insertion in the OM. The PnlH signal
sequence-predicted alpha helix contains a highly hydrophobic
region between residues 24 and 31. Replacement of leucines 30
and 31 by serine and threonine (PnlHL30SL31T), respectively,
led to a strong decrease in the PnlH stability in D. dadantii and
activation of a periplasmic stress in E. coli. This could indicate
that the decrease of the hydrophobicity of the predicted alpha
helix of PnIHL30SL31T is not sufficient to impair the exporta-
tion but could impair the targeting to the OM after exporta-
tion. Since the PnlH signal sequence anchors PnlH in the OM,
it is tempting to think that its predicted hydrophobic alpha
helix is responsible for the anchoring of PnlH in the OM. The
presence of a hydrophobic alpha helix in an OM protein seems
surprising, since the presence of such a structure in membrane
proteins constitutes a strong IM retention signal. However, it
has been shown that the lipoproteins of the outer membrane
auxiliary family PelC of Pseudomonas aeruginosa and Wza of E.
coli are anchored in the OM by a carboxy-terminal amphi-
pathic alpha helix (6, 20), indicating that alpha helices can be
inserted in the OM. Another surprising point is the presence of
a cluster of hydrophobic residues in the PnlH signal sequence.
Indeed, B-barrel proteins do not have such clusters in their
primary sequences, but their folding in the OM forms a hydro-
phobic surface allowing the insertion into the OM (38). Simi-
larly, the oligomerization of Wza forms in the OM a helical
barrel that exposes the hydrophobic residues of the carboxy-
terminal amphipathic alpha helices to the membrane, while
polar residues are localized in the central cavity of the barrel
(6). Such an oligomerization has not been reported for PnlH.
Thus, the presence and the importance of the hydrophobic
cluster in the PnlH signal sequence could be attributed to the
requirement for a hydrophobic surface to anchor proteins in
the OM.

The pnlH is located in a 13-gene cluster, bordered by tRNA
genes, that has been acquired by lateral transfer (8). This cluster is
not present in most sequenced Dickeya strains. No gene that could
encode a dedicated targeting system is present in this cluster. OM
Tat-anchored proteins, such as PnlH, do not seem to be wide-
spread, and they probably have to rely on existing targeting sys-
tems. As shown by this study, SurA could be versatile enough to
ensure the targeting of noncanonical OM proteins. This could, at
least in part, explain how newly acquired OM proteins can be
targeted to the OM to ensure their functions. Such versatility in an
OM-targeting pathway could, in short, ensure the acquisition of
new functions by lateral gene transfer.
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TABLE S1: Oligonucleotides used in this study

Name

SurA+

SurA-

Skp+

Skp-

DegP+
DegP-
BamB+
BamB-
BamC+
BamC-
BamE+
BamE-
PnIHHis+
PnIHHis-
PnlHssPemA+
PniHssPemA-
SurAStrep+
SurAStrep-
Xss20+
Xss20-

D16A +

D16A -
L30SL31T +
L30SL31T -
P32LP35A
P32LP35A -
P32L +
P32L -
P35A +
P35A -
F34A +
F34A -
Y36A+
Y36A -
Q41+

Q41 -
A28-41+
N28-41-

+

Sequence 5' top 3'

GCAGGGCATTTCCCAGGTTGG
GCGAAGTCGCTATTCAGGCAG
CGTGTCGTCTTGCAGCATTG
CAGTCTTACGCCAGACCTTG
TGGAGCTGCAGGGCGATCGC
CGCACCAGCATAACGCCGGG
GGCGGCCGCACCATCAGGAAAGCAACGCG
CTCTAGAGCATCAGGCCATCGCGGGCG
GGCGGCCGCGGGTGCCTGACCGTGACGCC
CTCTAGAGCTCAATGCGAGCACCATCC
GGCGGCCGCGATCATGAAACCCTGAATCG
CTCTAGAGCAATGGTGGCAGAACCGGG
GTGGGCTAGCATTCCTCAACCCCGACTGAA
GGTGTGCATGCTTAGTGATGGTGGTGGTGATGTGTCCCCCAGGTCTTATT
GTCTGAGCTCTTTTGGGCTAGCGAATTC
GACAGGTACCACAGCCAAGCTTGCATGC
ATATGGTACCAGCGATTAAACATTTAACC

ATATTCTAGATTACTTCTCGAACTGCGGGTGCGACCAGTTCTGCCCGTTCAGG

CCCGGATCCCAAAAAAATACGATGCCAAAG
CCCGTCGACTCAATCAGACTGGGCAATTCTGGC
CCGTTATGCCCGTCATAGCTACCGCTTTTTCAAGGCGG
CCGCCTTGAAAAAGCGGTAGCTATGACGGGCATAACGG

GGCATTTACTTAAGCTTGCTGTGTCGACGCCCGCATTCCCCTACG
CGTAGGGGAATGCGGGCGTCGACACAGCAAGCTTAAGTAAATGCC
GCTTGCTGTGTTGCTGCTCGCATTCGCCTACGCCAGAATTGCC
GGCAATTCTGGCGTAGGCGAATGCGAGCAGCAACACAGCAAGC
GCTTGCTGTGTTGCTGCTCGCATTCCCCTACGC
GCGTAGGGGAATGCGAGCAGCAACACAGCAAGC
GCTGTGTTGCTGCCCGCATTCGCCTACGCCAGAATTGCCC

GGGCAATTCTGGCGTAGGCGAATGCGGGCAGCAACACAGC
GCTTGCT GTG TTG CTG CCT GCA GCC CCC TAC GCC AGAATT GC

GCAATTCTGGCGTAGGGGGCTGCAGGCAGCAACACAGCAAGC
G CTG CCC GCATTC CCC GCG GCC AGAATT GCC CAG
CTGGGCAATTCTGGCCGCGGGGAATGCGGGCAGC
CCCTACGCCAGAATTGCCGCATCTGATAGTGGTGTAACC
GGTTACACCACTATCAGATGCGGCAATTCTGGCGTAGGG
CCCAGAAGCTTAGTGGTGTAACCGGGTAT
CCACTAAGCTTCTGGGCAATTCTGGCGTA
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FIG. S1. Subcellular localization of PnlH-6His in D. dadantii A350. (A) Cell
fractionation of D. dadantii wild type strain A350 carrying either an empty pACT3
vector or pPnIH. PnlH was detected by immunoblot. Equivalent amounts of cell
material from exponential phase cultures were loaded in each well. (B) The
membrane fraction from A350 strain carrying pPnlH was separated by flotation
sucrose gradient centrifugation and analysed by immunoblotting with PnIH antibodies
or stained with Coomassie blue to detect the major porin OmpF, which reflects the
position of the outer membrane. NADH-oxydase activity indicates the position of the

inner membrane.
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FIG. S2: PnIHP32LP35A is cleaved at its amino-terminal extremity and is associated
to the outer membrane. (A) Membranes from the D. dadantii wild type strain A350
carrying pPnIHP32LP35A were separated by flotation sucrose gradient centrifugation
and analysed by immunoblotting with PemA antibodies or stained with Coomassie
blue to detect the major porin OmpF, which reflects the position of the outer
membrane. NADH oxydase activity indicates the position of the inner membrane. (B)
Cells from E. coli NM522 strains carrying either empty pACT3 vector, pPnlH or
pPnIHP32LP35A analysed by immunoblotting with PnlH antibodies (C) Membrane
fractions from A350 strains carrying either empty pACT3 vector, pPnlH or

pPnIHP32LP35A analysed by immunoblotting with His Tag antibodies (Pierce).
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Chapitre VI Discussion générale et perspectives

PnIH est un homologue de pectine lyase présent a la face externe de la membrane externe
de la bactérie phytopathogéne D. dadantii. Ferrandez et Condemine (2008) ont montré que
'adressage de PnlH a la surface de D. dadantii se découpait probablement en deux grandes
étapes. Dans ce modéle, PnIH est d’abord adressée et ancrée a la face interne de la membrane
externe par une séquence signal Tat non clivée avant d’étre sécrétée a la face externe de la
membrane externe. Si I'étape de sécrétion de PnlH a pu étre attribuée a un systéme de sécrétion
de type Il dénommé Stt, la fagon dont PnIH est acheminée a la membrane externe n’a pas pu étre
déterminée lors de cette précédente étude. Le but de cette thése a donc été de comprendre les

mécanismes permettant 'adressage de PnlH a la face interne de la membrane externe.

PnlH est synthétisée dans le cytoplasme et la premiére étape de son adressage
correspond a sa prise en charge par le systéeme Tat. Contrairement a ce qui est observé pour le
systéme Sec, il n’existe pas un facteur général équivalent a SecA permettant I'adressage des
protéines au systéme Tat. En revanche, certains substrats du systéme Tat nécessitent un
chaperon cytoplasmique spécifique qui, en se liant a la séquence signal de la protéine, assure son
repliement avant qu’elle ne soit adressée au systéeme Tat. Ces chaperons sont généralement
spécifiques d’un substrat donné et les génes les codant sont souvent en opéron avec leur substrat
(Palmer et al., 2011). Le géne codant PnlH appartient a un cluster de génes probablement acquis
par transfert horizontal et qui ne code aucun chaperon cytoplasmique. De plus, lorsque PnIH est
exprimée chez E. coli, elle est correctement repliée et adressée au systeme Tat (Ferrandez et
Condemine, 2008). Ainsi, il est peu probable que PnIH requiert un chaperon spécifique pour son
repliement et son adressage au systéme Tat. Il a été montré que les chaperons cytoplasmiques
DnaK, GroEL et SlyD pouvaient lier des séquences signal Tat et stabiliser les substrats du
systéme Tat avant exportation (Pérez-Rodriguez et al., 2007 ; Graubner et al., 2006). Ainsi, PnlH
pourrait dépendre de chaperons cytoplasmiques généraux pour son repliement et son adressage
au systéme Tat. De maniére cohérente avec cette idée, nos expériences de copurification
suggérent que le chaperon cytoplasmique GroEL pourrait se lier a la séquence signal de PnlH.
Cependant, nous n’avons pas démontré un réle direct de cette protéine dans la stabilité ou
'adressage de PnIH. L’étude de mutants groEL, dnaK et slyD devrait permettre de déterminer si
PnlH dépend de chaperons cytoplasmiques généraux pour son adressage. |l est également
intéressant de noter que nous avons pu copurifier la protéine EF-Tu avec la séquence signal de
PnIH. Cette protéine montre une forte affinité pour les peptides hydrophobes comme la séquence
signal de PnlH et posséde une activité chaperon (Caldas et al., 1998 ; Malki et al., 2002). De plus,
il a été proposé que EF-Tu intervienne dans le repliement de la protéine Tat-dépendante DmsA via
son interaction avec le chaperon DmsD (Li et al., 2010). Ainsi, EF-Tu, initialement impliquée dans

le processus de traduction, semble également assurer différents autres réles dans le cytoplasme
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Figure V.1 : Modéles d’adressage de PnlH a la membrane externe de D. dadantii en
I’absence de Stt.

(A) PnlH est synthétisée dans le cytoplasme ou elle est également repliée et adressée au
systéme Tat pour exportation. Les protéines chaperons potentiellement impliquées dans le
repliement et 'adressage de PnlH au systéme Tat sont représentées en saumon pour les
protéines liant la séquence signal de PnlH in vitro et en gris pour les protéines décrites dans
la bibliographie comme liant les séquences signal Tat. Lors de I'exportation PnIH est ancrée
dans la MI interne par sa séquence signal Tat. Un systéme encore inconnu assure
I'extraction de PnIH de la MI et son transfert vers le chaperon périplasmique SurA. En se
liant a la séquence signal hydrophobe de PnIH, SurA assure la traversée du périplasme de
cette derniére. Enfin, PnlH est insérée dans la ME soit de fagon spontanée, soit par un
systéme de ME de nature inconnue. (B) Les étapes cytoplasmiques et d’insertion dans la ME
sont identiques a ce qui est décrit précédemment. Cependant, dans ce modéle PnlH n’est
pas ancrée dans la Ml par sa séquence signal Tat lors de I'exportation mais est directement

prise en charge par SurA aprés exportation par le systéme Tat.
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(Defeu Soufo et al., 2010) et il pourrait étre intéressant d’étudier I'impact de EF-Tu sur 'adressage
de PnlH.

Apres exportation par le systtme Sec ou Tat, la séquence signal de la protéine exportée
est généralement clivée par les signal peptidases LepB ou LspA (Pugsley, 1993 ; Luke et al.,
2009). Il est admis que les séquences signal Sec restent dans la Ml ou elles sont dégradées par
différentes protéases de MI comme RseP (Paetzel et al., 2002 ; Saito et al., 2011). Le devenir des
séquences signal Tat est quant a lui plus discuté, mais la capacité de la protéase de MI RseP a les
dégrader suggere que les séquences signal Tat restent également dans la MI aprés exportation
(Saito et al., 2011 ; Palmer et Berks, 2012). Si 'on applique ces observations a PnlIH, il est
possible qu’aprés exportation PnlH soit ancrée dans la Ml par sa séquence signal Tat non clivée
(Figure V.1 A). De fagon concordante avec cette hypothése, les protéines Rieske de Legionella
pneumophila et Paracoccus denitrificans possédent une séquence signal Tat non clivée qui les
ancre dans la Ml lors de I'exportation par le systéme Tat (Bachmann et al., 2006 ; De Buck et al.,
2007). Une localisation transitoire de PnlH dans la M| aprés exportation par le systéme Tat pourrait
notamment expliquer pourquoi nous n’avons pas observe la sécrétion de PnlH dans le surnageant
de culture de sphéroplastes. Des arguments expérimentaux et bioinformatiques appuient
également cette idée. Une délétion des acides aminés 28 a 41 de la séquence signal de PnlH
ancre cette dernieére a la fois dans la Ml et dans la ME, indiquant que la région 28 a 41 pourrait
contenir une information favorisant le passage de PnlH de la Ml a la ME. De plus, la séquence
signal de PnIH semble posséder des signaux forts de rétentions dans la MI. En effet, nos données
suggérent que la séquence signal de PnlH contient une hélice a avec une région a caractere
hydrophobe et l'utilisation de logiciel de prédiction de segment transmembranaire suggére
'existence d’'un TM entre les résidus 25 et 34 de la séquence signal de PnlIH. Ainsi, il pourrait étre
intéressant de vérifier expérimentalement I'existence d’une telle étape. La production de PnIH dans
des sphéroplastes suivi d’'un traitement de ces derniers avec une protéase devrait permettre de
déterminer si PnlIH est sensible a la protéase et donc si elle est exposée a la face périplasmique
de la MI des sphéroplastes. L’existence d’'une étape intermédiaire ou PnlH est ancrée dans la Ml
aurait plusieurs conséquences. Tout d’abord, elle appuierait I'idée selon laquelle les séquences
signal Tat restent dans la M| aprés clivage (Palmer et Berks, 2012). Elle impliquerait également
que PnIH doit étre extraite de la M|l avant d’étre transférée a un chaperon périplasmique. Par
analogie avec le systeme Lol, il serait possible qu'un transporteur ABC semblable a LolCDE
remplisse cette fonction (Okuda et Tokuda, 2011). La prise en charge de PnlH par LolICDE est
exclue puisque PnlH n’est pas acylée a son extrémité amino terminale, ce qui est un prérequis
pour l'interaction avec LolCDE (Fukuda et al., 2002). Le cluster de géne contenant pn/H ne code
aucun systéeme semblable a LolICDE et PnIH devrait donc dépendre d’un systéme conservé chez
E. coli et D. dadantii. Ainsi, nous avons recherché le plus proche homologue du systéme LolCDE
chez D. dadantii et E . coli. Il s’agit d’'un ABC transporteur qui est constitué de deux protéines

YbbA et YbbP. L’étude de la localisation de PnlH dans un mutant d’E. coli pour ybbP n’a montré
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aucun défaut d’adressage de PnlIH, indiquant que ce transporteur n’est pas impliqué dans
I'adressage de PnlIH. La recherche du systéme assurant I'extraction de PnIH de la Ml pourrait donc
étre entreprise par des expériences de cross link dans des sphéroplastes exprimant PnlH. En effet,
dans ces conditions, PnIH devrait étre localisée dans la M| a proximité du systéme permettant son
extraction. Malgré ces observations, il convient de noter qu’'un modéle dans lequel la séquence
signal de PnlH est directement relachée dans le périplasme aprés exportation ne peut étre exclu
(Figure V.1 B).

Le caractére hydrophobe de la séquence signal de PnIH implique qu’elle soit protégée par
un chaperon lors de sa traversée du compartiment hydrophile que représente le périplasme. Nos
données montrent que SurA se lie a la séquence signal de PnIH et la protége de la dégradation
durant son adressage a la ME. SurA est décrite pour reconnaitre ses substrats au niveau de motifs
Ar-X-Ar (Bitto et McKay, 2003 ; Bitto et McKay, 2004). Un tel motif est présent dans la séquence
signal de PnIH mais la substitution de I'un ou l'autre des résidus aromatiques de ce motif n'a pas
d’effet évident sur la stabilité de PnlH chez D. dadantii, suggérant que SurA pourrait reconnaitre la
séquence signal de PnIH par d’autres moyens. Cependant, avant de conclure, il est nécessaire de
vérifier I'effet de ces substitutions sur 'interaction in vitro entre SurA et la séquence signal de PnIH.
Récemment, il a été montré que SurA peut moduler ses structures tertiaire et quaternaire pour lier
un peptide riche en aromatique mais qui ne posséde pas de consensus Ar-X-Ar (Xu et al., 2007).
De fagon intéressante, ce peptide adopte une conformation en hélice a, ce qui semble également
étre le cas de la séquence signal de PnIH. De plus, il a été suggéré que le domaine PPiase 1 de
SurA fournit sa spécificité au chaperon alors que les domaines N et C forment un sillon de liaison
aux peptides non spécifique (Xu et al.,, 2007). Il serait donc intéressant d’étudier I'impact de
délétions des domaines PPiase de SurA sur son interaction avec PnlH. En effet, une telle étude
pourrait permettre de déterminer si la liaison de SurA a la séquence signal de PnlH se fait via une
interaction spécifique impliquant les résidus aromatiques de cette derniére ou si SurA se lie a PniH
de maniére moins spécifique grace au sillon formé par les domaines N et C.

Chez E. coli, SurA représente le chaperon principal pour I'adressage des PTQ a la
membrane externe (Ricci et Silhavy, 2012). Cependant, seule la protéine LptD est strictement
dépendante de SurA pour son adressage, les autres PTB pouvant étre prises en charge par Skp
ou DegP en 'absence de SurA. Ainsi, malgré I'absence d’'un défaut prononcé de I'adressage de
PnIH dans des mutants skp et degP de D. dadantii un role secondaire de ces protéines ne peut
étre exclu. Chez E. coli, 'absence de Skp ou DegP n’a qu’un effet limité sur la biogénése des PT
en raison de la présence de SurA dans les souches correspondantes. Des doubles mutants
skp/degP et surA ne sont pas viables ce qui complique I'étude de I'adressage des protéines a la
ME en I'absence de SurA (Rizzitello et al., 2001). Ainsi, I'étude du réle de Skp et DegP dans
'adressage de PnlH devrait tout d’abord étre entreprise par des techniques in vitro permettant la
détection d’'une éventuelle interaction entre ces protéines chaperons et PnlH. Enfin, différents

chaperons périplasmiques catalysant les étapes limitantes du repliement des protéines ont
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également été impliqués dans la biosynthése des PT(B. C’est notamment le cas de la peptidyl-
prolyl isomérase PpiD et des disulfure isomérases DsbA et DsbC (Denoncin et al., 2010 ; Matern
et al., 2010 ; Ruiz et al., 2010). L’étude de la localisation de PnIH dans des mutants de D. dadantii
pour la disulfure isomérase DsbA ou la peptidyl-prolyl isomérase RotA n’a montré aucun défaut
d’adressage de PnlIH en I'absence de ces protéines (données obtenues au cours de cette thése
mais non présentées). Cependant, de tels résultats ne sont pas surprenants puisque PnIH atteint

le périplasme sous forme repliée.

Aprés avoir traversé le périplasme, PnlH doit encore étre insérée dans la ME. Si nos
données montrent un défaut de stabilité de PnlH dans les mutants bamB et bamE de D. dadantii,
nous ne favorisons pas un modéle dans lequel PnIH serait délivrée au systéme Bam pour étre
insérée dans la ME par ce dernier. En effet, le défaut de stabilité de PnlH dans les mutants bamB
et bamE est proportionnel au défaut de stabilité de la porine OmpF, indiquant que I'effet observé
n’est pas spécifique de PnIH. Dans ce contexte, le défaut de stabilité de PnlH peut facilement étre
expliqué soit par une activation des systémes de stress périplasmique dans les mutants bamB et
bamE (Ricci et Silhavy, 2012), soit par la dépendance de PnlIH vis-a-vis d’'une protéine elle méme
insérée dans la ME par le complexe Bam. De plus, plusieurs études structurales s’accordent pour
dire que les composants du systéme Bam interagissent avec leurs substrats via des mécanismes
d’augmentation de brins § impliquant la présence de brins  dans ces protéines (Kim et al., 2007;
Gatzeva-Topalova et al., 2008 ; Albrecht et Zeth, 2011 ; Heuck et al., 2011 ; Kim et Paetzel, 2011 ;
Noinaj et al., 2011). Or, les prédictions de structure de la séquence signal de PnlH ne montrent
aucun brin B. Au contraire, nos données suggérent que PnlH pourrait étre ancrée dans la ME par
une hélice a dotée d’une région hydrophobe. A notre connaissance seules certaines lipoprotéines
de la famille OMA (Wza et PelC, voir Chapitre Il, V.C) sont connues pour étre ancrées dans la
membrane externe des bactéries par des hélices a. Cependant, il s’agit d’hélices a amphipatiques
dont la multimérisation sous forme de tonneau d’hélices a assure la formation d’'une surface
hydrophobe permettant I'insertion dans la ME (Dong et al., 2006). Cette organisation particuliere
est permise par le fait que tous les résidus polaires de I'hélice a de ces protéines sont localisés sur
un coté de I'hélice alors que les résidus hydrophobes sont localisés de l'autre coté (Kowalska et
al., 2010). Une telle organisation des résidus n’est pas observée dans I'hélice a de la séquence
signal de PnlIH, indiquant que le mécanisme permettant son insertion dans la ME pourrait ne pas
étre le méme que pour Wza ou PelC. Si un mécanisme d’insertion spontanée de certaines
protéines dans la ME a été proposé (Guilvout et al., 2008 ; Hoang et al., 2011), il reste probable
gu'une ou plusieurs protéines de ME assurent linsertion de PnlH dans cette derniére et
I'identification de telles protéines est I'une des perspectives majeures de ce travail. La protéine
LolB a été identifiée grace au fait que la lipoprotéine Lpp complexée avec LolA pouvait étre insérée
in vitro dans des vésicules de ME. Le fractionnement des protéines constituant ces vésicules a
ensuite permis d’isoler LolB comme responsable de linsertion de Lpp (Matsuyama et al., 1997).

Une telle approche pourrait donc étre mise en place avec un complexe PnlH-SurA. Récemment, le
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Figure V.2 Modéles d’insertion de PnlH dans la ME en présence du Stt.

(A) Aprés exportation dans le périplasme, PnIH est prise en charge par SurA qui assure sa
traversée du périplasme en interagissant avec sa séquence signal. PnlH est ensuite insérée
a la face interne de la ME par un mécanisme inconnu. Le Stt assure la sécrétion de PnIH a la
face externe de la ME. Les étapes précoces de I'adressage ne sont pas détaillées pour
améliorer la compréhension (voir Figure V.1). (B) SurA transfére directement PnlH au Stt qui

assure son insertion a la face externe de la ME.
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complexe Bam a été reconstruit dans des protéoliposomes a lintérieur desquels il catalyse
l'insertion de PTR préalablement complexées avec SurA (Hagan et al., 2010 ; Hagan et Kahne,
2011). L'utilisation d’un tel systéme pourrait permettre de vérifier que le complexe Bam n’est pas
directement impliqué dans l'insertion de PnlH dans la ME. Enfin, d’autres pistes de recherche
pourraient venir de I'étude de la biogénése de la ME des mitochondries. En effet, la ME de ces
organelles accueille a la fois des PTp et des protéines ancrées par une séquence signal non clivée
hydrophobe, wune extrémité carboxy terminale hydrophobe ou plusieurs segments
transmembranaires (Dimmer et Rapaport, 2012). Chez les mitochondries, les PTB sont insérées
dans la ME par une protéine de la famille de BamA (Sam50) et les autres protéines sont insérées
soit de fagon spontanée (Merklinger et al., 2012) soit par les protéines Mim1 ou Tom70 (Otera et
al., 2007 ; Becker et al., 2008). De plus, il est actuellement suggéré que d’autres facteurs
protéiques pourraient étre impliqués dans l'insertion dans la ME de protéines ne formant pas de
tonneau B (Dimmer et Rapaport, 2012). La recherche d’homologues de ces protéines chez les
protéobactéries pourrait fournir des pistes non négligeables pour identifier les protéines catalysant
linsertion dans la ME de PnlH mais aussi de protéines atypiques comme Wza ou PelC.

Il convient de noter que I'ensemble de ces observations s’appuie sur 'hypothése que le Stt
n’est pas impliqué dans l'insertion de PnIH dans la ME. Cette hypothése est étayée par le fait que
PnIH est localisée a la face interne de la ME d’E. coli et d’'un mutant stt de D. dadantii. Cependant,
il ne peut étre exclu qu’en présence du Stt, ce dernier assure directement I'insertion de PnIH a la
face externe de la membrane externe et qu’'un mécanisme différent assure I'insertion de PnIH a la

face interne de la ME en I'absence de celui-ci (Figure V.2).

L’'un des éléments clefs de 'adressage de PnlH a la ME réside dans les 41 premiers acides
aminés de PnlIH qui contiennent la séquence signal Tat non clivée de cette protéine. L’analyse de
linformation portée par cette derniére nous a permis de n’identifier qu’'un seul résidu dont la
présence est obligatoire pour I'adressage de PnlH a la ME aprés exportation : I'aspartate en
position 16. Ainsi, nous n’avons pas pu déterminer une signature des séquences signal Tat non
clivées assurant I'ancrage de protéines dans la ME. La recherche dans les bases de données
d’autres protéines ancrées dans la ME de la méme maniére que PnlH n’a donc pas pu étre
entreprise. En revanche, cette étude nous a permis de montrer que la région comprise entre les
acides aminés 28 et 41 portait au moins une partie de I'information nécessaire a 'adressage de
PnIH a la ME aprées exportation par le systéme Tat. De plus, nos données suggérent qu’une partie
de cette information réside dans la structure secondaire de la séquence signal de PnlH.
Cependant, plusieurs questions restent a résoudre et notamment comment la séquence signal de
PnlH ancre cette derniére dans la ME. L'utilisation de logiciel de prédiction de segment
transmembranaire suggere 'existence d’un TM entre les résidus 25 et 34 de la séquence signal de
PnIH. Cependant, ces prédictions sont valables pour des TMs de MI et rien n’assure qu’il en soit
de méme pour la ME. De facon intéressante, la substitution de deux leucines de cette région en

résidu polaire affecte fortement I'adressage de PnIH a la ME, suggérant que cette région pourrait
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effectivement étre impliquée dans l'insertion de PnIH dans la ME. Dans cette étude, nous nous
sommes concentrés sur la région carboxy terminale conservée de la séquence signal de PnlH.
Cependant, I'importance de I'aspartate 16 pour la stabilité périplasmique de PnlH suggére que la
région amino terminale pourrait également jouer un réle dans I'adressage de PnIH. L’étude de
cette région par des substitutions ou des délétions pourrait donc fournir de nouvelles données sur
la nature de l'information portée par la séquence signal de PnlH. Enfin, le réle des 41 premiers
acides aminés de PnlH ne semble pas s’arréter a 'adressage de PnIH a la face interne de la ME.
En effet, lorsque les 41 premiers acides aminés de PnlH sont remplacés par la séquence signal
Tat de la protéine HybO de D. dadantii, PnlH n’est pas prise en charge par le Stt, indiquant qu’une
partie de I'information nécessaire a la sécrétion de PnlH a la face externe de la membrane externe
est contenue dans ces 41 acides aminés (Ferrandez et Condemine, 2008). Ainsi, il pourrait étre
intéressant de tester la sécrétion des différents variants de la séquence signal de PnlH obtenus

lors de ce travail.

Au début de ce travail, notre hypothése était qu’il existe une nouvelle voie d’adressage des
protéines a la ME, conservée chez plusieurs protéobactéries. Cependant, 'ensemble des données
obtenues au cours de ces travaux de thése suggére que l'adressage de PnlH dépend de
chaperons cytoplasmiques et périplasmiques déja impliqués dans I'adressage des substrats Tat et
des PTB. Ceci indique que, malgré de fortes différences structurales avec les autres protéines de
ME, PnIH pourrait partager les voies d’adressage a la ME de ces protéines. Il est important de
rappeler que le géne codant PnlH appartient a un cluster de 15 génes codant également un
systéme de sécrétion de type Il (Stt) dont le seul substrat connu est PnlH. Ce cluster de génes est
encadré par deux génes d’ARN de transfert Valine et les génes le constituant présentent un
pourcentage G+C inférieur au reste du génome de D. dadantii, suggérant que ce cluster a été
acquis par transfert horizontal (Ferrandez et Condemine, 2008). Des tests préliminaires de co-
inoculation d’une souche sauvage et d’'un mutant stt de D. dadantii montrent que le mutant
présente un défaut de compétitivité pour l'infection de feuilles d’endive (données non présentées,
obtenues pendant cette thése). Ceci indique que le cluster codant PnlH confére un avantage aux
bactéries I'exprimant au cours d’une infection, et souligne l'importance pour les bactéries
d’adresser correctement PnlH a la membrane externe. Ainsi, il est probable que le fait que des
facteurs d’adressage a la ME conservés, comme SurA, puissent prendre en charge PnlH pour son
adressage, ait facilité I'acquisition par D. dadantii de la nouvelle fonction associée au cluster
codant PnlH. D’une maniére plus générale, ce travail suggére que certains facteurs impliqués dans
'adressage des protéines a la ME pourraient disposer d’'une certaine flexibilité dans leur spécificité
afin d’assurer le repliement et I'adressage a la ME de protéines acquises par transfert horizontal.
Une telle hypothése est appuyée par des études structurales qui ont montré que SurA pouvait
formé un sillon de liaison aux peptides non spécifique et proche de celui du TF (Ludlam et al.,
2004 ; Xu et al., 2007). Ainsi, il pourrait étre intéressant de rechercher d’autres protéines atypiques

de ME dont le géne a été acquis par transfert horizontal et d’étudier leur adressage a la ME. Une
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telle étude pourrait permettre de comprendre comment, au cours de l'évolution, les bactéries

arrivent a mettre en place des structures de membrane externe nouvellement acquises.
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Summary

Type II secretion systems generally release their substrates in the culture medium. A few
T2SS substrates remain anchored or bound at the surface of the bacteria after secretion.
Secretion by a T2SS is the best way for bacteria to target to their surface proteins containing a
cofactor, proteins that have to be folded in the cytoplasm or in the periplasm or multimeric
proteins. However, how a T2SS deals with membrane-anchored proteins is not yet
understood. If this type of proteins has until now been overlooked, new proteomic approaches

will facilitate their identification.

1. Introduction

Type II secretion systems (T2SS) are one of the 6 secretion systems identified in Gram
negative bacteria. Composed of 12 to 15 proteins, they allow secretion of folded proteins
from the periplasm to the outer medium. Since their discovery more than 25 years ago, T2SS
have been mostly studied in animal or plant pathogenic bacteria. Thus, identified secreted
proteins are usually virulence factors, toxins or lytic enzymes required to attack the infected
host. These proteins are released outside the bacteria and diffuse in the medium to reach their
target. Among the secretion systems identified in Gram negative bacteria, T2SS may be the
most adapted to release a large number of proteins in the outer medium. Indeed, in contrast to
T1SS or T5SS which secrete one or a limited number of substrates, their broad specificity
allows one T2SS to secrete many different proteins. For example, the L. pneumophila Lsp
system secretes more than 25 different proteins (DebRoy et al., 2006), the V. cholerae Eps
system more than 21 (Sikora et al., 2011) and the D. dadantii Out system more than 12
(Kazemi-Pour et al., 2004). Comprehensive identification of proteins secreted by T2SS is now
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facilitated by the use of global proteomic approaches (Sikora et al., 2011, Kazemi-Pour et al.,
2004, Coulthurst et al., 2008). However, these approaches often fail to identify one type of
T2SS substrates: outer surface anchored proteins. These proteins were identified on a case by
case basis: these outer membrane (OM) proteins appeared to be dependent on a T2SS for their
proper localization to the surface of the bacteria. They can be Sec or Tat dependent
lipoproteins anchored by a lipid moiety, anchored by an uncleaved Tat signal sequence or
associated with the LPS. This review will focus on the few characterized proteins of this type

and on the questions that they raise on the functioning of T2S machineries.

2. Surface exposed lipoproteins

PulA: PulA is a 117 kDa starch debranching enzyme produced by Klebsiella oxytoca
(Table 1). This lipoprotein is located at the outer face of the OM from where it is then slowly
released into the medium where it forms large complexes that could be micelles (although the
possibility that it could be present in outer membrane vesicles (OMV) has not been tested).
The gene coding for PulA is adjacent to the pu/C-O operon that encodes the T2SS required to
secrete the protein to the outer face of the OM (d'Enfert et al., 1987). In absence of the pul
genes, PulA remains anchored in the inner membrane as do lipoproteins with an aspartate at
position +2 after the N-terminal cysteine in E. coli (Okuda and Tokuda, 2011). When this
aspartate is replaced by a residue that targets PulA to the periplasmic face of the OM, PulA is
only partially secreted. Replacement of the lipoprotein signal sequence by a classical signal
sequence targets PulA to the periplasm from where it is relatively efficiently secreted in the
outer medium (>95 %) (Poquet et al., 1993). Noteworthy, the most recent studies on the Pul
secretion system were performed with this non acylated variant of PulA. When synthesis of
PulA and of the PulC-O secretion system are uncoupled, presynthesized PulA or non acylated
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PulA are secreted when the Pul secretion genes are induced while the OM bound PulA is not
(Pugsley et al., 1991). The mechanisms of interaction of PulA with its secretion machinery
are not known. Tethering of PulA to the periplasmic face of the OM could prevent the

recognition of the protein by its secretion machinery.

SslE: in E. coli, three distinct T2SS have been identified. The most widespread, Gsp,
which has been identified in enteropathogenic E. coli (EPEC), enteroaggregative E. coli
(EAEC), enteroinvasive E. coli (EIEC) and extraintestinal E. coli (EXPEC), has been studied
in the enterotoxigenic E. coli (ETEC) strain H10407 where it has been shown to secrete the
heat-labile toxin. Remnants of this system are present in E. coli K-12. Mutation of this T2SS
in the EPEC strain E2348/69 prevents the secretion in the medium of a 170 kDa protein
named SsIE (Baldi et al., 2012) (Table 1). The gene encoding SslE is the first gene of the
operon that codes for the Gsp secretion system (Yang et al., 2007). SslE is a lipoprotein and,
like PulA, it was also found anchored a the surface of the bacteria from where it is slowly
released. In the EXPEC strain IHE3034, SsIE was found both in the supernatant and the OM
fractions and could be detected by using flow cytometry on the cell surface (Moriel et al.,
2010). In strains in which the Gsp T2SS is incomplete or absent, the protein was present in
the cell lysate but absent from the supernatant or the OM fraction. Since the residue at
position +2 is an aspartate, SsIE is probably anchored in the inner membrane in a gsp mutant.
The exact function of SslE is currently unknown. As a surface exposed protein, it is the best
protective antigen of EXPEC strains (Moriel et al., 2010). In EPEC strains, a ss/E mutant has
biofilm formation defects. Mature stage-biofilms show sparse cell attachment to the
substratum and formation of small microcolonies. Moreover, the mutant was less pathogenic

to rabbits (Baldi et al., 2012).
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MtrC and OmcA: Shewanella oneidensis is a bacterium present in many aquatic
environments. In the absence of oxygen, it is able to use more than 20 different terminal
electron acceptors for respiration. Among these are iron, Fe(Ill) and manganese, Mn(IV).
However, these metals are insoluble at near neutral pH conditions. Thus, the bacteria must
deliver electrons to an extracellular oxidant. A multiprotein complex able to perform this
function, containing the proteins CymA, MtrA, MtrB, MtrC and OmcA, has been identified
(Richardson et al.). CymA is an inner membrane protein that oxidizes the quinol in the inner
membrane and transfers the electrons to the deca-haem cytochrome MtrA. MtrA is thought to
be embedded in the trans OM and porin-like protein MtrB. The MtrAB complex transfers the
electrons across the outer membrane to the cell surface deca-haem cytochromes MtrC and
OmcA. These two proteins, which are lipoproteins, are the terminal reductases that transfer
electron to Fe(IlI) oxides (Table 1). MtrC and OmcA have been detected on the surface of the
bacteria by antibody recognition force microscopy (Lower et al., 2009). Mutants unable to
reduce Fe(Ill) oxides have been obtained and they have been characterized in the S.
oneidensis T2SS genes (DiChristina et al., 2002). MtrC and OmcA are not surface exposed in
these mutants but no accumulation of the proteins in the cellular fractions was detected (Shi et
al., 2008). As for PulA, a slow release of the proteins in the medium was observed in wild

type strains.

DmsA and DmsB: T2SS mediated secretion of proteins involved in respiration of
insoluble substrates by porin-cytochrome modules like MtrABC seems to be quite common.
S. oneidensis can respire not only insoluble metals but also extracellular dimethyl sulfoxide
(DMSO). dmsA and dmsB are two genes coding for homologues of the two subunits of the E.
coli DMSO reductase (the molybdenum cofactor-containing DmsA and the iron-sulfur cluster
containing subunit DmsB). They are localized downstream of dmsE and dmsF, which encode
two homologues of MtrA and MtrB, the periplasmic and outer membrane components of the
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Fe(IIT) oxide respiration module (Gralnick et al., 2006) (Table 1). DmsA is a lipoprotein with
a Tat signal sequence, suggesting that it could be a membrane protein, while DmsB has no
signal sequence. Analysis of DmsB localization showed that it is present at the surface of the
bacteria and that this exposition depends on the presence of DmsA. Respiration of DMSO is
dependent on the presence of the DMSO reductase but also on a complete T2SS (Gralnick et
al., 2006). All S. oneidensis strains defective in T2S are unable to respire DMSO. Thus,
DmsA and DmsB are matured in the cytoplasm by insertion of their cofactor, DmsA crosses
the inner membrane through the Tat translocon with DmsB as a hitchhiker protein and the

DmsAB complex is secreted by a T2SS to surface of the bacteria where it can reduce DMSO.

3. Tat signal sequence anchored proteins

PnlH: plant cell wall degrading enzymes are the main virulence factors of the plant
pathogenic enterobacterium Dickeya dadantii. These enzymes, mostly pectinases, are secreted
by a T2SS named Out (Condemine et al., 1992, Shevchik and Condemine, 1998, Condemine
and Shevchik, 2000) . The D. dadantii genome contains the genes of a second complete
T2SS, named Stt. It has probably been acquired by lateral gene transfer since it is flanked by
two tRNA,, genes and since it is absent in the close relatives D. zeae and D. paradisiaca. The
only known substrate of the Stt T2SS is PnlH, a protein encoded by the gene located
downstream of the st genes (Table 1). The large C-terminal part of PnlH is homologue to
pectin lyases. In addition the protein possesses a 40 residue N-terminal extension that looks
like a Tat signal sequence although it does not possess a LepB or LspA cleavage site. In
localization experiments, PnlH was not found in the culture supernatant but in the OM
fraction. N-terminal sequencing of the PnlH purified from the OM showed that the N-terminal
extension is not cleaved (Ferrandez and Condemine, 2008). PnlH can be detected at the
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surface of the bacteria. However, in a st mutant, while PnlH is still anchored in the OM, it
can no longer be detected at the surface of the bacteria demonstrating that Stt is required for
the surface exposition of PnlH. When PnlH is expressed in E. coli (i.e. in the absence of Stt),
the protein is found in the OM but is not surface exposed. When the 40 amino acid N-
terminus of PnlH was fused to reporter proteins, the hybrid proteins were found in the OM
both in D. dadantii and E. coli but were not present at the surface of the bacteria (Ferrandez
and Condemine, 2008). Thus, the two parts of PnlH contain different targeting information:
the N-terminus of the protein allows translocation by the Tat machinery and targeting to the
OM and the pectin lyase part allows secretion by Stt. However, information required for
secretion might also be present in the N-terminal part since its replacement by the signal
sequence of HybO, a Tat-dependent periplasmic protein, addresses PnlH to the periplasm and
not to the outer medium. No enzymatic activity was detected for PnlH. This protein could
rather bind plant cell wall pectin and thus be involved in the attachment of the bacteria to its

plant host.

4. Surface bound but not anchored proteins

Heat-labile toxin: enterotoxigenic E. coli (ETEC) produces a heat-labile toxin (LT)
that is one of the virulence factors of the bacteria, causing diarrhea. LT is an ABS toxin,
consisting of a single A subunit (LTA) and a ring of five B subunits (LTB). In ETEC strain
E9034A, LT is found associated with the OM fraction and in OMV (Horstman and Kuehn,
2000). LT is secreted by the ETEC strain H10407 (Tauschek et al., 2002) but when expressed
in E. coli K-12 it stays in the periplasm. In contrast, when expressed in Vibrio cholerae,
which secretes the very similar cholera toxin (CT), LT is found in the outer medium. This
secretion is dependent on the presence of a functional Eps T2SS (Michel et al., 1995). This let
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suppose that an efficient secretion system could be missing in E. coli K-12. Overexpression of
Gsp, the E. coli K-12 T2SS, in a hns background allowed secretion of LT across the outer
membrane and its association to the cell surface (Horstman and Kuehn, 2002). This
association occurs through the interaction of LTB with the LPS. The nature of this interaction
has been analyzed. LT binds to the surface of deep-rough mutants but not to lipid A,
indicating that the 3-deoxy-D-manno-octulosonic acid (Kdo) core is required for LT binding
(Horstman et al., 2004). LT and CT bind to E. coli LPS while neither is capable of binding to
the surface of V. cholerae. The difference in the core structure of the E. coli and V. cholerae
LPS resides in the presence of a phosphorylation on Vibrio Kdo. This phosphorylation was
shown to prevent LP and CT binding. Thus, although a LPS binding pocket is present in the
structure of both proteins, CT cannot bind LPS and it is secreted in the extracellular medium

by V. cholerae (Horstman et al., 2004).

5. Why and how to stay membrane bound?

Although bacteria have evolved several ways to insert proteins in their OM or to
secrete them in the outer medium, they have few ways to display proteins with catalytic
activity, multimeric proteins or cofactor containing proteins at their surface. Some [-barrel
outer membrane proteins have long loops extending outside the surface of the bacteria.
However, except the protease OmpT which has its active site on the extracellular loops, the
active site of all the B-barrel proteins that have a catalytic activity (Pagl, PagP, LpxR) is
located on the outer face of the barrel (i.e. in the bilayer) (Bishop, 2008). T1SS release
proteins in the outer medium. T3SS, T4SS, T6SS are contact dependent secretion systems that
deliver proteins into other cells (Hayes et al., 2010). Only T2SS and T5SS can address

proteins to the bacterial surface. However, proteins secreted by TS5SS cross the outer
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membrane in an unfolded state since they have to go through the pore of a $-barrel porin. It is
assumed that they fold spontaneously once at the surface of the bacteria. Most of the time
they have a B-helix fold, although EstA has a globular fold consisting primarily of a-helices
(Junker et al., 2006) (van den Berg, 2010). Most of the T5SS substrates are adhesines and
only a few of them have enzymatic activity, like the esterase EstA. In any case, no
preassembled multimeric proteins or proteins with a cofactor can be secreted by a T5SS.
Therefore, the examples of surface exposed enzymes presented above can be secreted only by
a T2SS: MtrA and OmcA contain 10 haem groups that are inserted in the proteins while
crossing the periplasm, PnlH is a Tat substrate and it is folded in the cytoplasm, DmsA is a
Tat substrate that contains a cofactor and it carries DmsB, the heat labile toxin LT is a
multimeric protein and PulA is a large protein that does not fold in B-helix. Thus, T2SS
appear as the most versatile of the secretion systems, allowing secretion of proteins that could

not be secreted otherwise.

6. How can T2SS handle membrane anchored proteins?

T2SS substrates are mostly soluble proteins. According to the current model
(Korotkov et al., 2012), the protein once folded in the periplasm interacts with the T2SS inner
membrane component GspC, the secretin GspD and is pushed through the pore formed by the
secretins to be released into the outer medium. This model cannot explain how proteins
tethered to the outer or the inner membrane can be secreted and remain anchored at the
surface of the bacteria. The localization of some of the proteins described above in the
absence of their cognate T2SS has been determined: PnlH is in the outer membrane and PulA

in the inner membrane (Ferrandez and Condemine, 2008) (Pugsley and Kornacker, 1991).
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However, it is not known if this location is by default or if a secretion intermediate really
exists in these membranes.

Two pathways are known to be involved in the targeting of proteins to the OM: the
Lol pathway for lipoproteins (Okuda and Tokuda, 2011) and the SurA/DegP/Skp-Bam
pathway for B-barrel proteins (Ricci and Silhavy, 2012). Whether these pathways are required
for the secretion of OM-anchored T2SS substrates seems to depend on the substrate.
Lipoprotein maturation occurs at the periplasmic side of the inner membrane and anchors the
mature protein in this membrane. Lipoproteins lacking an inner membrane retention signal are
extracted from the inner membrane by the ABC transporter, LolCDE, and are transferred to
LolA, a periplasmic chaperone that protects the lipid moiety of lipoproteins from the
hydrophilic environment of the periplasm. LolA then delivers lipoproteins to the outer
membrane lipoprotein LolB that is required for their insertion into the periplasmic face of the
outer membrane (Okuda and Tokuda, 2011). The role of LolA in the targeting of the secretin
PulD to the outer membrane has been studied but its implication in PulA secretion is
unknown (Collin et al., 2011). PulA and SsIE have an inner membrane retention signal, and
OmcA was detected in the inner membrane when expressed in an E. coli strain lacking a
T2SS (Donald et al., 2008). Thus, these proteins probably do not interact with the Lol
machinery. If this hypothesis is true, how is the lipid anchor extracted from the inner
membrane, an energetically costly process, and how is the lipid moiety shielded during the
course of the periplasmic transit? It is possible that some T2SS components are involved in
these processes but whether other factors are involved is an open question.

In the absence of its cognate T2SS, PnlH is found at the inner face of the OM,
indicating that contrary to what is observed for PulA, PnlH is targeted to the OM before its
secretion (Ferrandez and Condemine, 2008). It has been recently shown that after export by

Tat, PnlH is targeted to the OM by the periplasmic chaperone SurA. Moreover a direct or
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indirect role of the Bam complex for its insertion in the OM has been suggested (Rondelet
and Condemine, 2012). This indicates that for this type of proteins, at least some components
of the B-barrel protein targeting pathway works together with the T2SS to ensure the secretion

of proteins to the outer face of the OM.

How are then these proteins inserted at the surface of the bacteria? For the
lipoproteins, an intermediate with insertion in the periplasmic face of the OM is unlikely since
an OM-anchored PulA mutant has been shown to be poorly secreted (Pugsley and Kornacker,
1991). A direct insertion of the secreted lipoprotein into the outer leaflet of the outer
membrane by the T2SS is a possibility. Alternatively, after secretion, the lipoprotein could be
bound to the bacterial surface in a way similar to that of LT. The fact that PulA, MtrC, OmcA
and SslE are released slowly from the bacterial surface could indicate that their anchoring is
not very strong. In the case of PnlH, it is not known if the anchoring peptide is extracted from
the periplasmic face of the OM and reinserted into the extracellular face after secretion or if
the protein goes through the secretin SttD pore while the anchor stays in the periplasmic face
of the OM (Ferrandez and Condemine, 2008). Further studies are required to answer these

questions.

7. How to identify new surface exposed membrane proteins?

The main reason why examples of surface exposed membrane proteins secreted by a
T2SS are so scarce is that they have not been looked for. Global methods to identify T2SS
substrates analysed culture supernatant, in which this type of proteins is not present (Sikora et
al., 2011, Kazemi-Pour et al., 2004, Coulthurst et al., 2008). However, a careful analysis of

the literature shows that other surface exposed T2SS substrates could exist: a protein involved
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in Mn®" oxidation by Pseudomonas putida is localized at the surface of the bacteria by a
T2SS. However the corresponding protein has not been identified (De Vrind et al., 2003).
Several Geobacter sulfurreducens proteins involved in metal reduction could also be
delivered to the outer membrane by a T2SS (Qian et al., 2007, Mehta et al., 2006). New
global methods for analysis of membrane proteins have been developed and they now can be
used to identify this type of T2SS substrates. A spectrometric analysis of surface membrane
proteins labelled with a membrane-impermeable probe followed by stable '*O labelling was
used to compare wild type S. oneidensis and a T2SS mutant. In addition to the known surface
exposed Gsp substrates MtrC, OmcA, DmsA and DmsB, three additional OM lipoproteins
were identified as T2SS substrates (Zhang et al., 2011). This type of approach seems very

promising to identify new T2SS-dependent surface exposed proteins.

8. Conclusion

T2SS substrates identified up to now are mostly extracellular soluble proteins, which
are virulence factors produced by pathogenic bacteria. We show here that some T2SS
substrates can be surface-bound and involved in various biological processes such as
respiration, biofilm formation, substrate binding or bacterial attachment. T2SS are present in
many non pathogenic bacteria found in various ecosystems (Cianciotto, 2005, Evans et al.,
2008). For several of them, their substrate is not known. Surface bound proteins should not be

forgotten when looking for these substrates.
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Table 1 : Main characteristics of proteins described in the text.

Protein

Organism

Presumed nature of the
association with the OM

Relevant characteristics

Localization in the
absence of the cognate
T2SS

Function

PulA

Klebsiella oxytoca

Lipoprotein, anchored by a
N-terminal acylation

Lipoprotein inner membrane
retention signal

Inner membrane

Starch debranching enzyme

SslE

Escherichia coli (EPEC)

Lipoprotein, anchored by a
N-terminal acylation

Lipoprotein inner membrane
retention signal

Undetermined

Involved in biofilm formation

and pathogenicity

MtrC

Shewanella oneidensis

Lipoprotein, anchored by a
N-terminal acylation

Acquires 10 haems in the periplasm

Undetermined

Extracellular respiration

OmcA

Shewanella oneidensis

Lipoprotein, anchored by a
N-terminal acylation

Acquires 10 haems in the
periplasm, secreted in E. coli

Inner membrane in E. coli

Extracellular respiration

DmsA

Shewanella oneidensis

Lipoprotein, anchored by a
N-terminal acylation

Tat substrate, bound to DmsB

Undetermined

Extracellular respiration

DmsB

Shewanella oneidensis

Bound to DmsA

Exported and secreted bound to
DmsA

Undetermined

Extracellular respiration

PniH

Dickeya dadantii

Uncleaved Tat signal peptide

Tat substrate, targeted to the
periplasmic face of the OM in E. coli

Periplasmic face of the OM

Unknown

LT

Escherichia coli (ETEC)

Interaction with LPS

Constituted of a subunit of LTA and
5 subunits of LTB

Undetermined

Heat Labile Toxin
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