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RESUME EN FRANCAIS :

Streptococcus pneumoniaest un pathogene majeur chez I'homme, responsable
d'otites, de pneumonies, de septicémies et de méningites. Récemment des structures de type
pilus ont été identifiées a la surface Sepneumoniaet jouent un réle important dans les
étapes initiales de colonisatides tissus hotes. Six génes sont impliqués dans la formation de
cette structure. Trois d'entre eux codent pouptegines structurales ou pilines (RrgA, RrgB
et RrgC) et trois autres geneodent pour les enzymes, agpes sortases, qui catalysent
I'association covalente des pilines (SrtC-1, Srt&-5rtC-3). Des modeles de formation du
pilus ont été proposés suite des études de délétion génétique, mais aucune donnée
biochimique permettant d'expliquer précisément la formation du pilus au niveau
biomoléculaire n'est encore disponible.

L'étude individuelle des protéines impliquéemns la formation du pilus a permis la
mise en évidence de ponts intramoléculairesAys-stabilisateurs présents dans chacune des
pilines. De plus, la résolution cristallographique de RrgA et RrgB permet de mieux
comprendre les propriétés adhésives de csfitecture mais également son mécanisme
d'assemblage.

Comme le role de chacune des sortassse imprécis, nous avons développé un
systéme de co-expression permettant de tdetdes les combinaisonde pilines et de
sortases. Celui-ci nous a permis d'identifies spécificités de chacune des sortases, de
générer des complexes covalenimpipiline mais également piline/sortase et ainsi d'obtenir
des éléments clés dans la compréherdéla biogenése dmtte structure.

TITRE EN ANGLAIS: Molecular Mechanisms of the pneumococcal pilus biogenesis

RESUME EN ANGLAIS

Streptococcus pneumonigethe most common cause of otitis, sinusitis, pneumonia,
sepsis and meningitis. Recently, pilineedentified at the surface 8 pneumoniaand were
proposed to play a role in the initial stephoft tissues colonisation. Six genes are involved in
the pilus formation. Three of them encode sturiadt proteins named pilins (RrgA, RrgB and
RrgC), the three others encode specific emzy called sortases, which catalyse the covalent
association of the pilins (SrtC-1, SrtC-2 aBdC-3). Pilus formation models have been
proposed based on genetic studies, but no binicla¢ data explaining precisely the molecular
process of pilus formation is yet available.

The individual study of each pilin led tihe identification ofstabilising Lys-Asn
intramolecular bonds in each protein. Moreowhg cristallographic structure of RrgA and
RrgB provided precious informations regagl the adhesive properties as well as the
mechanism of pilus assembly.

Since the role of each sortase remains unctaaraim was to elucidate, step by step,
the molecular mechanisms involved in the pitisgenesis. Therefore, we have developed a
co-expression plateform allowing the productiorthad pilins subunits together with sortases
in E.coli. This system allowed to dgtier the substrate specificity thfe sortases, to generate
covalent pilin/pilin complexes, as well adlipsortase complexes dnthus provided key
information towards the understandgicomplex macromolecular process.

MOTS-CLES/KEY WORDS
S. pneumoniageilus, pilines, sortasgponts intramoléculairesS. pneumoniaeilus, pilins,
sortases, intramolecular bonds

INTITULE ET ADRESSE DU LABORATOIRE
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41, rue Jules Horowitz 38027 Grenoble Cedex 1
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INTRODUCTION

| Streptococcus pneumoniae
|.1 Présentation générale

[.1.1 Classification

En 1881, deux microbiologistes, Louis PastenrFrance et Georgd. Sternberg aux

Etats-Unis isolent indépendamnienpartir de salive humaine sibactéries qui se présentent

sous forme de diplocoques. Alors que Sternberg utilise sa propre salive, Pasteur se sert de
celle d’'un enfant mort de la rage pour infeaes lapins. Les deux chercheurs démontrent le

réle pathogene de ces bactéret I'identifient comme agemésponsable de pneumonies. En
1926, cette bactérie est nomnig@lococcocus pneumonian raison de ses caractéristiques
morphologiques, puis est renomntgteeptococcus pneumoniaa 1974 (du grec Strepto pour

« chaine » et coccus pour « graine ») car lorsaderoissance en milieu liquide, la bactérie se

présente sous forme de chainettes (Fig.1).

Figure 1: Photo de Microscopie Electronique a Balayage de la soucBepneumoniaélIGR4. (IBS)

La premiere classification complétesdstreptocoques est proposée par Sherman en
1937. Plus récemment, l'analyse des séquencegéiees codant pour les ARNs 16S permet
de classer les streptocoques &R groupes : Anginosus, PyogeniS. (pyogenest S.
agalactiag, Bovis, Salivarus, Mutans #titis, ce dernier comprenast pneumoniges. mitis
et S. oralis(Nobbs 2009). Ces espéces partagent ¢ee89% d’identitade séquence av&
pneumoniaépneumocoque) ce qui fait d’elles d’excalies candidates au transfert horizontal
de génesS. pneumonia@ppartient a la division ddsrmicutes a la classe de€occus a

I'ordre desLactobacillales a la famille de$treptococcaceagt au genr&treptococcus



I.1.2 Caractéristiques biologiques

Difféerentes propriétés métaboliques du pneaogue sont exploitées dans les tests
d’identification bactériologique. Le pnewtoque est une bactérie a métabolisme
principalement anaérobie et, comroutes les bactéries du ge@teeptococcusdépourvue
de catalase, I'enzyme catalyséatdismutation de I'eau oxygénd@'autre part, sur gélose au
sang frais, les colonies de pneumocoque apgsa@i entourées d’uneagke légérement verte
qui résulte non pas de la lyse des hématies dwikm transformation de I'hnémoglobine en
biliverdine ; pour cette raison, le pneumocoast qualifié de bactérie alpha-hémolytique.
L'addition de bile ou de sels biliaires (déokgtate de sodium) a une culture de pneumocoque
active l'une de ses autolysmelLytA, une N-acetylmuramoylAla amidase qui clive le
peptidoglycane et méne a la lyse bactérient@ rapidité de cette lyse induite est
caractéristigue du pneumocoque et donc padfiisée pour différencier le pneumocoque des
autres streptocoques (Euzéby 2007). En8n,pneumoniaeest la seule espéce du genre
Streptocococcud étre sensible a un sel de cujviéthyl-hydrocupréineou I'optochine, ce

qui en fait un excellent & de typage bactérien.

Le pneumocoque présente une propriété de étanpe naturelle, ifgant intervenir une
centaine de genes sur les quelques 2000 genetfiéderet qui joue un réle tres important
dans I'adaptation de la bactédeson environnent. C’est d’ailleice phénomene qui est a la
base du mécanisme de transformation bactésieme en évidence par F. Griffith en 1928 qui
a décrit les souches R et S et compamd lpouvoir pathogéne. En effet, lorsque le
pneumocoque est cultivé sur une gélose suppli&aeam sang, les colonies apparaissent sous
deux formes : une forme transparente, lisse&s(B8ooth) pour les bactéries encapsulées et une
forme rugueuse (R, Rough) pour les bactérigoodésues de capsule. Chez la souris, seules
les colonies S sont létales. Griffith obserque linjection debactéries de type S
préalablement tuées par la chaleur perdens|puvpriétés virulentes. En revanche, lorsque
ces bactéries S préalablement chauffées, isgatttées conjointement avec des bactéries R
vivantes, les souris meurent de septicénhies bactéries R, au contact de bactéries S
inactivées, ont donc acquis un caractére pathogatelles ne possédaient pas précédemment.
Ce phénomene a été appelé transformation bawbériet il a été par la suite reproduit chez
plusieurs autres especes bactériennes. itBriéin déduit également qu’il doit exister un
« facteur transformant » probablement libéré lpachaleur et susceptible d’étre intégré par

d’autres bactéries, leur camant ainsi de nouveBepropriétés génétiques. Ce n’est qu’en
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1944 que la nature biochimique du « facteansformant » est mis en évidence par Avery,
McLeod et McCarthy : I’'ADN.

Ce phénoméne de compétence, tres i€tuthez le pneumocoque depuis cette
découverte, peut étre divisé @tusieurs phases: (i) l'inductn de la compétence, (i) la
liaison de 'ADN double brin exogene a la ag¢ cellulaire, (iii) la digestion de I'ADN
double brin, (iv) I'import d’ADN linéaire simplérin et (v) la recombinaison de I'ADN
homologue dans le chromosome (Nobbs 2008cks 2004). L'induction du processus de
« compétence » est initiée par des pepti@&P (Competence-Stimulating Peptide) qui
servent de signal dans un mécanisme dectiétedu quorum par lequel les bactéries d’'une
méme population peuvent communiquer et estiteur nombre. En effet, lorsque la
concentration en CSP extrdoéire atteint 1-10 ng/mlde qui correspond a une densité
cellulaire de 10 cellules/ml) la compétence esiti@e (Yother 2004, Tomasz 1964, Pozzi
1996, Steinmoen 2002). Ainsi, ce mécanisme reatprésente un avantage physiologique
pour la bactérie puisqule lui permet de s’adapter a senvironnement par échange de gene
et recombinaison homologue. C’est dailts ce phénomeéne quest observé dans

I'acquisition de résistances aux antibiotiques.

|.2 La paroi bactérienne

En 1884, Christian Gram montre, grace a tewhnique de coloration qui porte son
nom, que les bactéries se divisent en deundggroupes: les bactéries dites Gram-positif qui
fixent le colorant et apparaisgede couleur violette et les ¢té@ries dites Gram-négatif qui ne
le fixe pas et gardent une coloration ro§€& n’'est que grace au développement de la
microscopie électronique dans les années 38 @escription des morphologies bactériennes
gue les difféerences observées lors dégrations Gram se trouvent expliquées.

Les bactéries Gram-positif, dor8. pneumoniadfait partie, possedent une paroi
bactérienne qui se compose d’'une coucheaj#idoglycane d’'une @psseur approximative
de 20 a 80 nm dans laquelle sont enchasséescides teichoiqueso{(pmeres contenant du
ribitol, du glycérol phosphatet des sucres) et des acidgmteichoiques ancrés dans la
membrane par leur partie lipidique. Cette paseilpn la bactérie congidée, peut étre elle-
méme surmontée d’'une capsule polysaccharidilpme I'épaisseur varientre 200 et 400 nm.
Chez les bactéries Gram-négatif, la couche de peptidoglycane, plus fine (10-20 nm), est
recouverte par une membrane externe dagaelie sont présentes des protéines et des

lipopolysaccharides, qualifiésatidotoxines pour leurs propriétéaflammatoires (Fig. 2).



Figure 2: Représentation schématique de la parales bactéries a Gram positif et a Gram négatif

[.2.1 La paroi de S. pneumoniae

Chez le pneumocoque, la paroi a une épaisseur de 20 nm et se compose de trois
eléments : un maillage de peptidoglycane ésentant une plateforme d’ancrage pour de

nombreuses protéines de surface, des atédidsiques et des acides lipoteichoiques.

[.2.1.1 Le peptidoglycane

Le peptidoglycane est formé par des chaiiglycanes, composées par l'alternance de
résidusN-Acetyl-Glucosamine (NAG) eN-Acetyl-Muramique (NAM) et reliées entre elles
par des liaisons osidiqued-4. Ces polymeres saccharidiques sont réticulés, au niveau des
groupements D-lactyl du résidu NAM, par desntapeptides dont la séquence contient des

acides-aminés de série L et DAla-p- 3Glu- -Lysp-Ala-p-Ala) (Fig.3).

Figure 3: Représentation schématique dkEunité de base du peptidoglycane
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Le lipide Il est le précurseur du peptidoglyeast se compose d’'une chaine aliphatique
undecaprenyl couplée, via un pyrophosphate, au NAM-pentapeptide, lui-méme associé a un
groupement NAG. Le lipide Il est produit dafes cytoplasme puis est exporté du coté
extracellulaire par un mécanismecere inconnu. Le lipide Il estlors pris en charge par des
glycosyltransferases membranaires qui cataiiyd’élongation de la chaine glycane. Des
transpeptidases interviennent ensuite pour fordesr liaisons peptidiques entre le résidu L-
Lys d’'une premiére chaine et le premiesidé D-Ala d’'une autre chaine. Ces réactions
conduisent a la réticulation tridimensionnetle peptidoglycane, lui conférant ainsi des
propriétés de résistance et d’élasticité qui mgremt & la bactérie de résister aux fortes
variations de pressions osmotiques internesxtgrnes auxquelles elle est soumise. Afin de
maintenir I'intégrité des cellules filles lors de la division bactérienne, la synthése du
peptidoglycane doit étre coordonnée aux pssas d’invagination de la membrane et de
ségrégation de 'ADN (Den Blaauwen 2008).

Les protéines qui catalysent les réactionsgbyeosyltransfert etle transpeptidation
permettant d’obtenir le maillage tridimensionnel du peptidoglycane sont appelées PBPs pour
« Penicillin Binding Proteins ». Ces enzymes enteffet été identifiées comme cibles de la
pénicilline, antibiotique de la classe dedactamines, avant méme que leur fonction
physiologique dans la synthése peptidoglycane ne soit congp(Tipper et Strominger1965,
Blumberg 1972). L'intégrité du péidoglycane est un élémenssentiel a la survie de la
bactérie : I'inhibition de sa synthése est donalé& expliquant le succes des antibiotiques de
la familles des -lactamines. Ces molécules se lientfagon covalente & la sérine active du
site catalytique des domaines transpeptida des PBP et inhibent la réaction de
transpeptidation. Découvert pluécemment, la vancomycine, tdmotique de la classe des
glycopeptides, inhibe également la réaction dagpeptidation mais en se liant a la Lysine du

pentapeptide du lipide II, blogogla reconnaissance detizyme pour son substrat.

1.2.1.2 Les acides teichoiques et lipoteichoiques

En 1930, les acides teichoiques (TA) lgtoteichoiques (LTA) étaient qualifiés
respectivement de polysaccharide C et lipocarbatgdfou antigene F) et leur relation
structurale déja décrite (Tillet 1930, Goebel 1943)ntrairement a d’autres bactéries Gram-
positif et Gram-négatif, les TAs et LTAs chéz pneumocoque sont formés de chaines
composeées d’éléments de répétitions identigloes le motif est : D-Glucose, 2-acetamido-4-
amino-2,4,6-trideoxy-D-Galactose (2x), Neétyl-D-Galactosaminyl (2x), ribitol-5-
phosphate. Ces séquences sont liées les ameswutres par un pont phosphodiester entre



l'oxygéne 5 du ribitol et I'oxygéne 6 du résiduasyl de la répétition adjacente. Les TAs
sont liés a 15 - 30% des NAMs du peptidaegiye via des liaisons phosphodiester alors que
les LTAs sont liés a la membrane plasmique les tétes polaires des lipides (Fisher 2000).
Une particularité des TA et LTA du pneumocoque, mais également retrouvég. ahveiis

ou encoreH. influenzae est la présence de résidus phaspleholines li& par une liaison
phosphodiester a I'oxygene 6 désidu N-Acetyl-D-galactosamyl (Tomasz 1967, Briles
1973). Par ailleurs, le nombde résidus phosphocholines par répétition est souche dépendant.
A titre d’exemple chez la souche R6, la majorité des répétitions porte deux résidus
phosphocholines alors que chez la souche Bedl, un résidu phosphocholine est présent par

répétition (Tomasz 2000).

[.2.2 La capsule de&S. pneumoniae

Des 1880, Pasteur note la présem'une fine couche d'womposant de nature non
identifiée localisée a la surface de la bactéyig, sera plus tard défini comme la capsule
polysaccharidique. Dochez et Avery parvienn@ntisoler ce matériel biologique qu'ils
supposent protéiqgue, comme tous les comppe&sentant un pouvoir antigénique identifiés
jusqu'alors. Finalement, en 1925 Avery démonuie la capsule est en réalité constituée de
polysaccharides dont I'épaisseur varie e20@ et 400 nm selon les souches (Avery 1925,
Sorensen 1988, Kamerling 2000). Bien que ne&canismes de liaisons de la capsule au
peptidoglycane ne soient pas encore totalerékmides, il semble que ces deux composants
soient liés covalement I'un a l'autre. La sulp est un polymére composé par la répétition
d’unités mono- ou oligo-saccharidiques plus ou moins complexes (polyméres branchés,
chaines latérales additionnelles). Dix-huit saddear différents et groupement associés sont
retrouvés dans les différentgpes de capsule. Le role de la capsule dans les processus
physiopathologiques est trés importans&ta décrit au chapitre 11.1.

A I'heure actuelle, 91 sérotypes de capsulétintdentifiés. Ceux-différent selon leur
composition en polysaccharides et les liaisgmisles unissent (Lynch 2010). Deux systemes
de nomenclature des sérotypes ont été dévedopf systeme américain basé sur l'ordre
chronologique d’isolement des souches cliniqeiele systeme danois, définitivement adopté,
qui tient compte de la composition en ys@ccharides et dondes caractéristiques
antigéniques et structurales safaires. Les 91 sérotypes sanisi classés en 46 sérogroupes
(1 a 46 avec seuls les sérogroupes 26 et 30 muésentés) associés a une lettre A, B ou C
qui est fonction de la spécificité antigéniqianfin dans un méme sérogroupe les lettres F

(First désignant le premier sérotype d'sarogroupe), L (Lederle), N (Neufeld) et V
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(Valdemar) peuvent désigner le sérotypensidéré (Brisou 2004). Malgré la diversité
capsulaire, tous les génes impligwans la synthese sont orgas de facon similaire dans un
locus génétiquepslocalisé entre les deux gendsxBet AliA. Les quatre premiers genes du
locus cps (cpsA-D sont communs a tous les sérotypedexception des sérotypes 3 et 37.
Les protéines codées par ces genes ont tétedéfinies comme desotéines de régulation
de la synthese capsulaire (Mord2200). La région centrale du locgigscomprend des genes
qui codent pour des glycosyltransférases gserblent les unités oligosaccharidiques sur le
lipide accepteur. Cette région centrale contierlagdgent le géne codant pour une flippase
(Wzx) qui transfere les unitésligosaccharidiques vers la face externe de la membrane
plasmique ainsi que le géne codant pdar polymérase (Wzy) qui lie les unités
polysaccharidiques les unes aux autres (Fidg#fin, les génes codant pour les enzymes
indispensables a la synthésd’attivation des précurseurs glisaccharidiques sont localisés

a la fin du locusps

Figure 4: Les étapes de la biosynthése de la capsule cl®ezpneumoniaelLa biosynthése de la capsule est
régulée par le locusps (i) Les glycosyltransférases assemblent les unités oligosaccharidiques au niveau de la
face interne de la membrane plasmique, dans le ego@. (i) La Flippase Wzx transporte les répétitions
d'oligosaccharides au niveau de #cé externe de la membrane plasmidii¢.Wzy polymérise les répétitions
d'oligosaccharides pour former les psdigcharides capsulaires qui sont tésalement au peptidoglycane par

un mécanisme encore inconnu.



1.3 Données épidémiologiques

Le pneumocoque est une bactérie comniengas voies aériees supérieures et
notamment de la sphére opharyngée qu’il colonise deagon asymptomatique des le
troisieme mois de vie du nourrisson. Néanmoioisque les défenses immunitaires de I'héte
sont affaiblies, chez les jeunes enfarless personnes agées ou encore les individus
immunodéprimés, la migration de la bactéxiers des régions stériles peut mener a
I'établissement d’infections non invasives comhag sinusites, lestites, les bronchites ou
encore les pneumonies. La migration baetére peut conduire au développement de
maladies dites invasives tellggie les méningites et les siepmies lorsque des barrieres
tissulaires sont traversées par la bactériestla noter que I'épidémiologie des infections
invasives a pneumocoque (lIP)rieaselon les régions géographiguees jeunes enfants sont
principalement affectés danslpays en développement, reflétant la pauvreté, la malnutrition,
la co-morbidité et bien entendu l'acces restreint aux soins médicaux (Lynch 2010). Dans les
pays développés, les personnes &agéesimanhunodéprimées sont les populations
essentiellement touchées par les 1IP. Un cemambre de facteurs désques associés aux
IIP ont été déterminés : les abus d'alcods, ilefections grippales récentes, l'insuffisance
cardiaque, le diabéte, I'asthme ou encore I'expasitila fumée de cigarett sont des facteurs
augmentant l'incidence des IIPs (Lynch 2009). Ainsi, selon I'OMS, le pneumocoque serait
responsable de prés de 1,6 million de mort par an dans le monde, dont 1 million ne
concernerait que des enfants de moins des5Em France, en 2008, 6679 cas d’lIPs ont été
répertoriés dont 611 méningites et 6068 @aemies. Entre 2007 et 2008, tout age confondu,
l'incidence des IIPs a augmenté de 14% (odé2010). En revanche, @i s'intéresse a la
tranche d'age de 0 a 23 mois, l'incidence Itles est en forte baisse (32,5%), conséquence
probable de la grande couvertwegecinale du Prevnar® (ORP 2010).

Sur les 91 sérotypes identifiés a ce jour, s2Qlsont responsables de 80% des IIPs. Il
s’agit principalement des sérotypes 14, 46A, 6B, 3, 8, 7F, 23F, 18C, 19F et 9V. Chez les
jeunes enfants, ce nombre est moins importamséeotypes prédominants sont : 6, 14, 18, 19
et 23F. La représentativité dedrotypes infectieux varie seltas régions géographiques mais
également au cours du temps. Des phénom@dmesmplacement sont mis en évidence avec
I'’émergence de sérotypes peu représentésnon-vaccinaux, par paort aux Ssérotypes
majeurs et vaccinaux. Le rapport émis patémtre National de RéEnce des Pneumocoques
permet de suivre 'évolution, entre 2001 et 2@@8|a distribution des sérotypes des souches

isolées d'hémocultures et de liquide céphalbtichen (Fig.5) : tout age confondu, ce sont les
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sérotypes 19A, 7F, 1 et 3, non inclus danPrhevenar®, qui sont dorénavant prédominants
(Fig.5).

Figure 5: Analyse de la distribution des sérotypedes souches invasives de pneumocoque (Hémocultures,
LCR) tout 4ge confonduentre 2001 et 2008En 2001-2002 (n=2719), en 2003 (n=1390), 2005 (n=1236), 2007
(n=1489) et en 2008 (n=1176) (Source : Rapport cnpr 2009).

[.3.1 Prophylaxie

La prophylaxie correspond a I'ensemble dessures (vaccins, tests de dépistage,
hygiene) destinées a prévenir I'apparition maladies. A I'heure actuelle dans les pays
développés, la vaccination est la principale mesnise en place pour prévenir les infections
a pneumocoque. Le premier vaccin anti-pneumocoque mis sur le marché en 1983 est le
Pneumovax®. Ce vaccin commercialisé par Merck est composé d'un mélange de 23 antigénes
capsulaires correspondants aux sérotypes lesgpuésentés et/ou les plus infectieux : 1, 2, 3,
4,5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A2F, 14, 15B, 17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F et 33F. |l
est destiné aux personnes agées de plus desGhiresn qu'aux individus a risques agés entre 2
et 64 ans. Ce vaccin a prouvé son efficacitéz les jeunes adultes et les personnes agées
chez lesquels il confere uneopection de 60-80% contresldIPs. En revanche, chez les
individus immunodéprimés cette efficacité eswbindre. Ce vaccin 23-valent est peu
immunogénique chez I'enfant de moins de deux ans. En effet, les antigenes capsulaires
polysaccharidiques qui le composent activent uniegre les lymphocytes B, dont I'efficacité
est limitée chez les jeunes enfants dont le systéeme immunitaire est immature. C'est la raison

pour lagquelle en 2000 le Prevenar® (Wyeth), destiné aux enfants de moins de deux ans, est



mis sur le marché aux Etats-Unis. Les premiéres recommandations pour la vaccination par le
Prevenar® en France débutent en 2003 maismepeu suivies, la seconde en 2006 est plus
efficace et s’accompagne d'une augmentatiion nombre de vaccination : la couverture
vaccinale passe de 44% des enfants de naimsan vaccinés en 2004 a 80% en 2007 (ORP
2010). Le Prevenar® est un vaccin conjugué hegeat comportant leg sérotypes les plus
infectieux chez l'enfant: 4, 6B, 9V, 14, 18C, 16fFle 23F. Initialement destiné aux seuls
jeunes enfants susceptibles de développer des infections invasives, son utilisation s'est
étendue et s’adresse dorénavant a tougnémnts de moins de 2 ans. Depuis mai 2010, un
nouveau vaccin anti-pneumococcique polyosidique conjugué 13-valent (Prevenar 13®) est
commercialisé en France par Pfizer. Celucamporte les mémes séypes que la version

précédente mais complétée par les sixtgpes émergents: 1, 3, 5, 6A, 7F et 19A.

[.3.2 Moyens curatifs

En 1928, Alexander Fleming décoavpar hasard qu'un champignoRenicillium
notatum a le pouvoir d’inhiber la prolifération de bades. Avec l'aide de chimistes, il isole
la substance antibactérienne qu'il nomme piini et teste I'efficacité de cette molécule
dans le traitement d'infections bactérienn€s. n'est que plusieurs années plus tard qu'un
groupe de chimistes de l'université d’Oxforaguit la pénicilline en grande quantité, qui est
alors administrée a grande élih et avec succés chez les soldats américains pendant la
seconde guerre mondiale (Sulek 1968, €hB993, Ligon 2004). Des lors, et jusqu’aux
années 80, on parle de I' «édd’or » des antibiotiques.

Le pneumocoque est sensible a la plupart des antibiotiques actifs sur les bactéries Gram-
positif, a savoir les -lactamines (pénicilline, céphalosporine, amoxicilline, etc...), les
macrolides, les tétracyclines, le chloramphéhi¢a rifampicine, le cotrimoxazole et les
glycopeptides (Brisou 2004). Chacun de cesbantiques cible un processus essentiel au
développement ou a la survie de la bactérie. Lésctamines et les glycopeptides par
exemple inhibent la synthése de la pab@ctérienne tandis quéa tétracycline, le
chloramphénicol et les macrolides ont un efetctériostatique ennhibant la synthese
protéique. Le choix duraitement antibiotique dépend essentiellement de la pathologie
considérée et des recommandatiates autorités nationales de santé. Dans les cas de
pneumopathies et d'otites moyennes @égjua pneumocoque, c'est la prescription
d’amoxicilline en monothérapie qui est privilégi; dans le cas de méningites, I'association
de deux antibiotiques ciblant la paroi est préséai: le céfotaxime associé a la vancomycine

ou a 'amoxicilline (Brisou 2004).
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1.3.3 Difficultés rencontrées dans le traitenent et la prévention des infections a
pneumocoque

1.3.3.1 Résistance aux antibiotiques

En 1970, les premiéres souches de pneumocaugensibles a Igénicilline sont
identifiees en Afrique du Sud, en Austrabé en Espagne. La dissémination des souches
résistantes s’est étendue jusyatteindre dans les annéd&@ un taux supérieur a 50% des
souches cliniques isolées, comme tel estde en France (Fig.6) (Decousser 2004, Lynch
2009). Ces phénomenes de diminution de seit8ikal la pénicilline s'expliquent par un
remodelage des protéines interagissant avetibiaique, qui se produit par recombinaison
génétique (Laible 1991, Laible 1987).

Figure 6: Evolution des PSDPs en France pour la période 1984-20@8nnées extraites du rapport 2009 du
CNRP (Centre National de Référence du Pneumocodtp)violet: données recueillies par P. Geslin pour la
période 2001-2007. En turquoise: données recueillies par E. Varon et L. GuiRlanmational pour préserver
l'efficacité des antibiotiques, nov 2001 http://www.sante.gouv.fr/htm/actu/34 OZIntnoduction du vaccin
anti-pneumococcique conjugué heptavalent Prevena@® TP (PSDP : Pneumocoque de Sensibilité Diminuée
a la Pénicilline)

Dans le cas de la résistance adactamines, les bactéries expriment des PBPs mutées,
qui conservent leur faction de transpeptidation du peptidggne, mais dont I'affinité pour
les -lactamines est diminuée pampert a la souche de type sauvage. Ces mutations sont
acquises par transfert horizahtet recombinaison d’ADN issde souches génétiquement

proches du pneumoque telles qué&. mitis La compétence naturelle du pneumocoque est

capitale dans ce processus et la forte consommation d’antibiotique favorise I'émergence de

souches de sensibilité diminuée aux antibi@gyu.e phénomene desrgtance est observé

pour chaque famille d’antibiotique et il é&é récemment montré que la résistance aux



macrolides augmente conjointement avec agdle pénicillines (Lyrit 2009). Des profils de
multi-résistances ont également été décrits. Il s’agit de la perte de sensibilité d'une méme
souche vis-a-vis d’au moins trois familles différentes d'antibiotiques. Une étude menée dans
15 pays d’Europe entre 2004 et 2005 a méomjue 15,8% des isolats de pneumocoques
étaient multi-résistants (Brandilee 2006). Quatre ans plus tét, en Asie ce taux était de 26,8%
(Hsieh 2009). La flambée des résistances antibiotiques serait dua la dissémination
mondiale d'un faible nombre de clones. Aelire actuelle, seuls six sérotypes sont
responsables de plus 88% des résistances awtactamines ou aux maalides: 6A, 6B, 9V,

14, 19F, 23F (Lynch 2009).

En France, les autorités nationales prennensaence de l'urgence de la situation et
mettent en place en 2001 le « plan antibiotiques ». Celui-ci a pour but notamment d'améliorer
la surveillance des isolats cliniques résistattsnulti-résistants, en renforcant l'action des
centres régionaux d’observation de plusieurdédées pathogenes, dont le pneumocoque. La
mise en place d'actions générales d'inforomathon seulement des professionnels par le biais
de I'Afssaps, mais également de la populativec des spots télévisés diffusant le célebre
slogan « Les antibiotiques, c'est pas autajoatk» marquent les esprits. Alors qu'en 2001,
51% des pneumocoques montrent une seiéikdiminuée a la pénicilline, en 2008 ce
pourcentage chute a 32% (Fig.Blalgré ces efforts, le taux désistance global envers tout

type d’antibiotique restélevé (Varon 2009).

1.3.3.2 Les limites de la protection vaccinale

Depuis lintroduction du vaccin heptavalefitncidence mondia des [IPs et des
pneumonies causes par les sérotypes vaccinaimiaué chez les enfants et les adultes, ce
qui est probablement lié a une diminution duta@ge nasopharyngé chez les enfants vaccinés,
réduisant ainsi la transmission aux enfants veaecinés et aux adultes (Lynch 2009, Tyrrell
2006, Greenberg 2009). Cependant, angmentation notable de sérotypes de remplacement,
non vaccinaux, est apparu (Carvalho 2009, M@®@8). En France, chez les enfants vaccinés
de moins de 2 ans, l'augmentation de l'inctdedes IIPs dues aggrotypes non vaccinaux a
été moins importante que la diminution decidlence des IIPs dues»asérotypes vaccinaux,
conduisant ainsi a un bilan positif, bien que e#¢t favorable ait tendance a s’affaiblir en
2007-2008. En revanche, dans les esutranches d'ages, I'effetlirect de la vaccination n'a
pas suffi a compenser l'effet de remplacensgmotypique par les sérotypes non vaccinaux
(Dorléans 2010).
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Bien que le nouveau vaccin anti-pneumocgeei 13-valent couvre les sérotypes 1, 3, 5,
6A, 7F et 19A, il apparait évidegue l'utilisation de ce typée vaccination engendrera a
terme I'émergence de nouveaux sérotypes nooivaux. Seule la production d’un vaccin 91-
valent pourrait empécher définitivement I'égpence des phénomenes de remplacement. Or,
les colts associés a ce type de produitsergnsh production non envisageable. De plus, les
conséquences de I'éradication de cettedsacicommensale chez 'homme pourrait a terme
favoriser la colonisation d€organisme hote par d’autrgsathogenes. Par conséquent, il
demeure nécessaire de dépger de nouvelles méthodes peévention des infections a
pneumocoque. Les vaccins a base de prot&pes une piste intéssante car elles sont
communes a un grand nombre de seérotypesewts séquencesolst conservees, deux
caractéristiqgues qui devraietimiter 'émergence des phém&nes de remplacement. Les
principaux candidats pour ces vaccins sontegéines exposées a la surface de la cellule
bactérienne et impliquées dans leulénce du pneumocoque (Cao 2007, Seib 2009).
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Il. La pathogénicité du pneumocoque

S. pneumoniaest une bactérie commensale de I'nm@nmais qui dans certains cas, est
a lorigine de pathologies de gravité \abie. Les processus physiopathologiques du
pneumocoque, qu’il s’agisse des mécanismes mialiéesi et cellulaires mis en place au cours
de I'étape de colonisation eeux développés lors des étapesasives sont encore peu
connus.

En 1999, Casadevall et Pirkjsdécrivent la pathogénicittomme la capacité de la
bactérie a causer des dommages chez son hoted@adl et Pirofski 1999). La pathogénicité
est associée a des facteurs dits de vioglegui sont définis comme les composants du
microorganisme qui endommagent I'h6te mais inclut aussi les composants essentiels a la
viabilité du pathogene au sein de I'héteertt . En 2007, Medzhitov guose que les acteurs
bactériens de virulence correspondent afdeteurs d’adaptatiodu microorganisme a des
environnements spécifiques (Medplr 2007). Ainsi, selon la nicheolonisée, les facteurs de
virulence peuvent présenter plusieurs type td/dé : (i) la pénétration des épithélia, (ii)
I'attachement a la swa€e des cellules ou a la matricetragellulaire, (i) I'invasion de
compartiments intracellulaires, (iv) I'évasides mécanisme de défense de I'h6te (Medzhitov
2007).

La composition des facteurs de virubendes bactéries, et notamment ceux du
pneumocoque, est variée. Il peut s’agir detgines, de polysaccharides, de lipides ou de
petites molécules qui vont étressentielles dans les irdetions avec I'h6te. Che3.
pneumoniagla plupart de ces facteurs sont sécrététocalisés en surface de la bactérie afin

de faciliter leur contact avdes composants de I'héte.

Le chapitre suivant n'a pas pour but deefaine présentation exhaustive de tous les
facteurs de virulence du pneunogeie identifiés a ce jour. Selds fonctions de la capsule et
de la pneumolysine y seront développés, refldanble essentiel de ces composants dans la
virulence du pneumocoque. Quant aux nombrepsa®ines de surfadepliquées dans les
interactions deS. pneumoniaeavec I'héte, chaque famille de protéines de surface sera
illustrée au travers d’exemples, qui sont, ou qui ont été des sujets de recherche traités au

laboratoire.



II.1 La capsule

Comme décrit précédemment, 91 types de capsule structurellement et sérologiquement
distincts ont été identifiés a ce jour (Lyn2B10). La plupart des sérotypes présentent des
polysaccharides capsulaires chargés négativement au pH physiologique, qui forment une

couche plus ou moins épaisse isolant letdrde du milieu environnant (Lee 1991).

Etant la couche la plus externe de la bactérie, elle représente la premiére barriere a
entrer en contact avec les cinmnts de I'hote et joue dona réle important dans I'évasion
du pneumocoque face aux mécanismes de défdmdmrganisme. L’activation des voies
classique et alternative du complément patticulierement mobilisée par le systeme
immunitaire inné pour lutter otre la prolifération du pneumsoque. Une fonction essentielle
de la capsule est d’'empécher I'opsonisation deérie par le fragment C3b, issu du clivage
de C3 produit lors de I'actation du complément, inhibantnai la phagocytas bactérienne
par les neutrophiles (Hyan2910, Hyams 2010, Kim 1999, Magee 2001).

La modulation de I'épaisseur de la capsulalde jouer un réle dansnteraction de la
bactérie avec les tissus épithax, ce qui est particuliereme important lors de la
colonisation des tissus g@ratoires (MacLeod 1953, Ywer 2004, Bootsma 2007, Nelson
2007). Des études montrent que des souctmsencapsulées présentent une meilleure
adhérence aux cellideépithéliales A549n vitro que des dérivés isogéniques exprimant les
capsules des sérotypes 3 ou 19F qui elles-mé&aukrgsent la quantitéle polysaccharides
capsulaires lorsqu'elles entrent en acohtavec les cellulegHammerschmidt 2005).
L’adhésion accrue des bactéries aux cellulesdines, observée lorsque la capsule est moins
épaisse ou absente, est probablement a mettre en relation avec une meilleure accessibilité des
adhésines protéigues sous-jacentes.

Ces données suggerent par ailleurs queylghese de la capsule doit pouvoir étre
régulée et ceci en réponsauae modification de I'environneme dans lequel se trouve la
bactérie. Ces questions sont complexes eteute actuelle peu d’éléments de réponse sont
connus. La biosynthése de la capsule sembmoins régulée par trois protéines: CpsB,
CpsC et CpsD. CpsB est une phosphotyrosinsgitaiase (dépendante du manganese). CpsC
est une protéine membranaire qui interagit aagmlymérase des polysaccharides capsulaires
(Wzy). Enfin, CpsD est une tyrosine kinase darfonction d’autophosphorylation est activée
via l'interaction avec CpsC. Mona et ses collaborateurs saggnt que la phosphorylation de

CpsD regulerait négativement la producttencapsule (Morona 2000, Morona 2002, Morona
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2003). Au contraire, selon les travaux de Berglede ses collegues la phosphorylation de
CpsD menerait a une augmentation de la bitb&ge de la capsule (Bender 2003). Bien que
ces résultats soient coatlictoires il n’en demeure pas m® que la phosphorylation de CpsD
est I'élément central de la régutatide I'expression de la capsule.

En conclusion, la capsule pohecharidique présente dembreuses fonctionnalités, (i)
de protection et d'échappement facesystéme immunitaire, (e diversité poula bactérie,
gui nécessite d'étre hautement régulée en famcke I'environnement dans lequel se trouve la

bactérie.

II.2 La pneumolysine

La pneumolysine est une protéine de 52 k&eouvée chez tous lésolats cliniques de
pneumocoque. Cette protéine appartient a la famille des Cytolysines Dépendantes du
Cholestérol car elle est capalile lyser toutes les celldanammiféres qui contiennent du
cholestérol dans leur membrane. L'activité lytique de cette protéine se traduit par la formation
de larges pores (260 angstroms de diametre) ldanembrane de la cellule cible, générés par
I'oligomérisation de plus de 44 monomeres de pneumolysine (Morgan 1995, Tilley 2005).
Durant sa conversion du stade monomé&mwuble en oligomere membranaire, la
pneumolysine subit des changements de conformation importants (Tilley 2005). Selon une
étude menée sur des tissus neuronaux, la fammdes pores par la pneumolysine induit une
augmentation intracellulaire de calcium dangddule cible et le relargage du « Apoptosis-
Inducing Factor » conduisant a la marellulaire (Braun 2002Stringaris 2002). La
pneumolysine peut également activer la voi@ssiqgue du complémenia sa liaison au
fragment Fc des immunoglobudis engendrant ainsi une répopse-inflammatoire (Mitchell
1991, Paton 1984). Mais la pneumolysine est aussi capable de diminuer les réponses
immunitaires et inflammatoires de I'héte par ses effets cytotoxiques directs sur les cellules
phagocytaires (Jedrzejas, 2007)

Des études ont montré que des souchegnéemocoque mutantes n'exprimant pas la
pneumolysine sont moins virulentes que la seude type sauvage, @lles soient inoculées
chez la souris par voie nasale systémique (Bey 1989). Dans des modéles d’infection
pulmonaire, les souches mutantes induisentinfi@mmation moindre que celle générée par
la souche parentale (Canvin 1995, Kadioglu 200@) fagon intéressante, une souche ou la
pneumolysine est mutée pour segivités lytiques et'activation du complément, apparait

plus virulente qu’'une souche dans laguelexgression de la pneumolysine est totalement



abolie, suggérant que la pneumolysine présaittene activité addibinnelle, non identifiée a
ce jour (Kadioglu 2008).

I1.3 Les protéines de surface efeur réle dans la virulence

Depuis le début des années 2000, soit desitiéication de la séquence du génome des
souches R6 et TIGR4, de nombreux cribles tignés ont été réalisés afin d’identifier les
protéines du pneumocoque potentiellement imgkgudans les interaati® avec I'hote (Zysk
2000, Hava 2002, Polissi 1998, Wizemann 200gdBn 2003, Tettelin 2001, Hoskins 2001).
Un grand nombre de candidats ainsi caracteregrespondent a des p#iotes localisées en
surface de la bactérie, qu’elles soient sécré&édges a la paroi, et pour un certain nombre
d’entre elles, un r6le dans larulence a été établi. Les péntes de surface peuvent étre
classées en 4 grands groupes. Le prenagpigue, correspond a slgrotéines qui ne
présentent pas de peptide signal, ni aucutif epécifique d'ancraget qui sont en outre
connues pour une fonction enzymatique démsmétabolisme bactérien, notamment la
glycolyse. La double fonction rerig par ces protéines selorutelocalisation (virulence en
surface et métabolisme dans le cytoplasme)igu leur qualification de « moonlighting ».
Les trois autres groupes réunidsdas protéines qui présentent un peptide signal permettant
leur exportation a trars la membrane plasmique et un motif d'ancrage spécifique dont la
séquence est tres conservée: les Cholinetigngroteins (CBPs), $elipoprotéines et les
protéines LPXTG (Fig.7)

Figure 7: Représentation schématique de licalisation des protéines de surface d8. pneumoniaePour
les protéines Moonlighting : I'énolase (PDB 1W6T; Ehingeral. 2004). Pour les Choline-Binding Protein:
CBPE (PDB 2BIB; Hermoset al. 2005). Pour les protéines a LPxT@ hyaluronate lyase (PDB 1EGU; &f
al. 2000). Pour les lipoprotéines : AdcAll (PDB 3CX3; Loisehl 2008)
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Huit génomes de souches de pneumocoquesétinttotalement séquencés et sont
actuellement disponibles : R6, D39, TIGRHungary 19A-6, JJA, 70585, P1031 et Taiwan
19F-14. De part la conservatiales motifs de liaison a la paroi des CBPs, lipoprotéines et
protéines LPXTG, et grace a l'utilisation d'dsitbioinformatiques pour définir les peptides
signaux, il est possible d’identifier 'ensemlules protéines présentes en surface de chacune
de ces souches de pneumocoque. Par exemgiéguencage de la souche de référence R6 en
2001 indiquait que 471 protéines sont potentiell@rtwalisées en surface de la bactérie (tout
mode de fixation a la paroi confondu) car préant dans leur séquence un signal peptide
(Hoskins 2001). Il est importamte noter que ce nombre nentiggas compte des protéines
membranaires ni de celles exportées snface par des meécanismes inconnus (ex:
moonlighting). En conclusion, le profil d’expresside protéines en surface de cette bactérie
Gram-positif est extrémement riche, ce qui renthplexe I'étude des interactions entre le
pneumocoque et I'hdte. Méme sirfide de chacune de ces pro&s peut étre étlié de fagon
indépendante, de nombreuses questions restengote en suspens : dans quelles conditions
physico-chimiques, dans quels tissus humains, a quelle étape du processus infectieux ces
protéines sont-elles exprimées ? Dans quelesure une intervention coordonnée de ces

protéines est-elle nécessaire ?

Dans le but d’appréhender de facon un pdus globale les interactions entre le
pneumocoque et son hote, un travail de cribkageoyen débit a été effectué au laboratoire.
L’ensemble du répertoire des CBPs et desémets LPXTG des souches R6 et TIGR4 a été
produit, purifié et exploité dans un tedtinteraction avec des ogposants de I'héte,
permettant ainsi d’identifier de nouvalateractions (Fiet 2010) (Tableau 1).a pertinence

et la fonction physiologique de cesrthées sont en cours de réalisation.



Tableau 1: Récapitulatif des interactions des protéireede surface du pneumocoque avec les protéines de
I'hdte identifiées par tests ELISA.Les protéines de surface utilisées sdas protéines recombinantes. En
saumon les CPBs, en turquoise les protéines a LPxTG (Adapté deeFeil@010)

Collagénes Collagéne IV Fibrinogene Lame  Elastne @ CRP  FacteurH  Plasminogéne

CbpA +
Cbpl + +

CbpM +

CbpJ +

CbpL + + +

CbpF + +
CbpE + + + +
SpuA +

Eng +
PrtA + +
ZmpB +

NanA + + +
Spri806 +

[1.3.1 La GAPDH : un exemple de protéine « moonligthing »

La glycéraldéhyde 3-phosphate déslygdnase (GAPDH) est une enzyme
cytoplasmique qui joue un rélegs important dans la glycolysen catalysant la conversion
du glycéraldéhyde 3-phosphate en D-Glycéda® bisphosphate. Or, de nombreux travaux
rapportent la présence de cettezyme, ainsi que plusieurs adrprotéines dé&a glycolyse
comme l'énolase, a la surfacetemxe de différents types cellikss, bactéries, parasites,
levures, cellules mammiféeres. Dans tous das, le mécanisme d’export de ces enzymes
glycolytigues n’est pas élucidé. Des 1971, Tanee Gray identifient la présence de la
GAPDH en surface de cellules mammiferes etl885, Glaser et Gross montrent que cette
enzyme est impliquée dans les phénomadedusion membranaire (Tanner 1971, Glaser
1995).

Ces dernieres années, l'exposition en surfade @APDH a été mise en évidence chez
de nombreux microorganismes pathogenes eiraplication dans la virulence a été décrite.

ChezS. pyogenepar exemple, la GAPDH localisée aslarface cellulaire est impliquée dans
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l'adhérence de la bactérie aux cellules hotgwédente des propriét@ntiphagocytaires (Jin
2005, Boél 2005, Madureira 2007). Ch&z pneumonigela GAPDH a également été
identifiée a la surface bactérienne et intervants le recrutement du systeme plasminogene-
plasmine, facilitant par ce biais l'invasion sdéissus épithéliaux et endothéliaux par le
pneumocoque (Ling 2004, Bergmann 2004)

Une des premiéres lignes de défense dépganse innée contre tout agent du non-soi,
gu’il s'agisse de microorganismes ou de cellapsptotiques, fait intervenir la voie classique
du complément. Des facteurs présents en surfata cidlule a détruirsont reconnus par le
complexe C1 (formé de Clq, d'un dimere de €tld'un dimére de C1s), ce qui, par une
activation en cascade de protéases, conduipeolduction de fragmestC4b et C3b dont le
dépbt a la surface de I'agent « étranger » cibralda lyse de la cellule ainsi ciblée. Une
guestion importante concernddeéntification des moléculeseconnues par Clq en tant
gu’étiquette du non-soi. L'équipdirigée par Philippe-rachet a I'IBS s'intéresse a cette
problématique dans un modele de cellulespaotiques humaines et a montré que la GAPDH
humaine, présente a la surface de cellulesaHendues apoptotiques, est un ligand de Clq
(Frachet non publi€). Un projet de recherest donc en cours aublaratoire pour étudier
I'interaction de la GAPDH présente a la sagfalu pneumocoque avec C1q et le réle de cette

reconnaissance dans I'échappement du pneumocoque face au systeme immunitaire.

[1.3.2 CBPE : un exemple de Choline-Binding Protein

Les CBPs sont des protéines exportées duedtacellulaire via la machinerie Sec.
Toutes les CBPs sont associées de fagom covalente aux résidus choline des acides
teichoiques et lipoteichoiqueda les Choline-binthg Domains (CBDs), formés par la
répétition de motifs dont la ségquence consensusG¥8VKDNGTWYY LNSSGAMAT
(Fernandez-Tornero 2001). Par analyse dewmés des souches R6 et TIGR4, il a été
identifié respectivement 10 et 15 génes obslpour des CBPs (Tetin 2001, Hoskins 2001,
Frolet 2010). Ces protéines sd&$ mieux caractérisées au nivesiructural et fonctionnel et
pour leurs propriétés antigéniques. Parmi eleegrotéine CBPE a fait I'objet du travail de
thése de Cécile Attatiu laboratoire (2004-2007).



[1.3.2.1 Structure de la protéine

CBPE est une protéine de 627 acides amipggprésente une organisation modulaire
composée par : un peptide signal, un domairedytajue phosphorylcHmestérase (Pce), une
région linker puis le domaine CBD formé parrépétition de dix motifs consensus (Garau
2005). L’activité enzymatique Pce permaitr de libérer 20% a 30% des résidus
phosphorylcholine provenant des TAs et LTAs la paroi bactérienne, mais bien que
mesurée, le réle physiologique dette activité Pce ast pas encore claiment comprise (de
las Rivas 2001, Vollmer 2001, Hermoso 2005)s Lstructures crisiiagraphiques de la
protéine entiére et de lawde partie catalytique Pce colapée avec une phosphorylcholine,
ont permis, (i) de classer CBPE parmi la superfamille des meidlotamases bien que ses
propriétés catalytiques la rapproche plus lalefamille des metallo-phosphatases, (i) de
déterminer les résidus impliqués dans lastim du substrat et dans la catalyse, (i)
d’expliquer pourquoi la quantité de résidus ptesphorylcholine libérés est limitée (Garau
2005, Hermoso 2005). Ce dernier point s'explique grace a la modélisation de reconnaissance
des TAs par CBPE indiquant que seuls lesdiésde phosphorylcholingtués a I'extrémité

des TAs seraient accessibles au adf de I'enzyme (Garau 2005).

[1.3.2.2 Role de la protéine dans la virulence

En 2000, Gosink et ses collaborateurs détrent que les bactéries mutantespE
présentent un défaut de colonisation duopharynx et que cette anomalie résulte d’'une
diminution de l'adhérence des bactériex &ellules humaines due a I'absence de CBPE
(Gosink 2000). Une autre fonction de CBRENns la virulencedu pneumocoque a été
démontrée au laboratoire par Gédhttali qui a mis en évidence la capacité de CBPE a lier le
plasminogéne et a 'activer eragmine (Attali 2008). En plus d®n réle dans la fibrinolyse,
le systeme protéolytique plasminogene-plasnmirtervient dans la migration des cellules
humaines en dégradant la matrice extracelllaitourant les cellulesnsi que les jonctions
intercellulaires favorisant le passage de cellules a travers les tissus {@@lz Dans son
étude, Cécile Attali montre que la plasmuh&tournée par le pnewroque via sa liaison a
CBPE permet la dégradation de la matriceamellulaire (Attali 2008)De plus, lorsque les
bactéries, encapsulées ou non (D39 ou R6)@m@micubées avec la plasmine, elles dégradent
les jonctions intercellulaires deellules endothéliales EaHy @pithéliales A49 (Fig.8). Cette

démonstration est un élément clé de la compréhension des mécanismes de détournement du
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systeme plasminogéne-plasmine mis en placelgdactérie pour filiter son invasion a

travers les tissus humains, et leerde CBPE dans ce processus.

Figure 8: Immunofluorescence de monocouches deellules A549 et EaHy ifectées par la souches.
pneumoniaeD39. En vert, les bactéries marquées au FITC. En rouge, le réseau VE-Cadhérine des cellules et en
bleu le noyau des cellules marqué au DAPI. La fleche blanche représente les «fissures » des jonctions
intercellulaires (Attaliet al. 2008)

[1.3.3 AdcAll : un exemple de lipoprotéines

Toutes les protéines appartenant a la cldesdipoprotéines présentent a leur extrémité
N-terminale un motif Lxx;C ou Lipobox qui constitue un site d'attachement covalent aux
tétes polaires des phospholipideembranaires. Ce motif a ainsi permis de prédire la
présence de 42 lipoprotéines poteldis codées dans le génodela souche R6 (Hutchings
2009). La Lipobox est reconnue papleptidase de type Il qui ckva la fois le peptide signal
et le motif d'ancrage, entre le résiduex la cystéine, générantnai la lipoprotéine mature



(Fig.9). La liaison covalente se forme alors erte résidu cystéine & diacylglycérol des

lipides membranaires (Jedrzejas, 2007).

7
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Figure 9: Peptide signal de AdcAll.(Q97R34 ou locus SP_1002 dans génome TIGR4). Le motif Lipobox est
surligné en jaune.

La protéase de type Il ou pgpour Lipoprotein signal peptide) n'a été identifiee que
tres récemment che&. pneumoniagar analogie de séquence avec celle Edecoli
(Khandavilli 2008). Cette étude montre que lesgi essentielle a la fonction d'un certain
nombre de lipoprotéines dont les transportelersype ABC (pour AP-Binding Casette). La
superfamille des transporteurs ABC a été identifiée dans les années 80 chez les eucaryotes, les
procaryotes et les archaebactgrat intervient dans l'import et I'export de substrats variés
(Chen 1986, Gros 1986). Ces transporteurscemposent de plusieurs protéines qui
s'organisent selon une topologie conserneux domaines transmembranaires (TMD pour
TransMembrane Domain) générant un canal dans la membrane plasmique et deux domaines
cytoplasmiques (NBD pour Nucleotide BindiBgpmain) qui sont impliqués dans I'hydrolyse
de I'ATP, source d'énergie du transport. Cheb#estéries, dans le cas des systemes d'import,
une troisieme protéine extracellulaire estlispensable, le SBRpgur Substrate Binding
receptor). Celui-ci a pour role de fixer lebstrat (ex: vitamines, ions...) présent dans
I'environnement bactérien afube le présenter au TMD du systeme ABC. Neuf classes de
SBR ont été identifiées a caur dont la derni@ nommée MBR pour Metal-binding Receptor
et qui regroupe des protéinagant un role présumé dansfieation des ions manganése et
zinc (Tam et Saier 1993, Dilitac 1997). Au laboratoire, Cl@ Durmort et sa doctorante
Elodie Loisel se sont intéressées a uneémet nommee AdcAIll qui présente une forte

identité de séquence avec des MBBBnus, notamment PsaA et AdcA clsezpneumoniae.

[1.3.3.1 Structure de la protéine

AdcAll est une protéine de 305 acides amigéisprésente a son extrémité N-terminale,
en plus de son peptide signal, le motipdlbox spécifique des lipoprobés (Fig.9). Grace a la
résolution de la structurecristallographique de AdcAll,Elodie Loisel a confirmé
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I'appartenance d’AdcAll au groupe des MBRpmetuvé que cette protéirest capable de lier
le zinc (Loisel 2008). En revanche, contrairetmaumx autres transporteurs de type ABC qui
présentent une organisation génétique errcmpécomprenant les genes codants pour les

TMD, NBD et MBR, l'analyse du locudcAll révéle une organisation atypique.

11.3.3.2 AdcAll est une adhésine

La séquence primaire d’AdcAll présente une similarité se séquence de plus de 60%
avec des protéines référencéasb (pour laminin binding mtein). Ces protéines, ch&
agalactiae et S. pyogenesont impliquées dans l'adhécenaux cellules endothéliales et
epithéliales humaines et cela via la lamininege protéine de la rrace extracellulaire
(Spellerberg 1999, Elsner 2002). Lors de testtefaction par ELISA, Elodie Loisel a montré
que S. pneumoniaest capable de lier la lamininEn revanche, la souche mutaricAll
présente un défaut d’adhérence (environ 26%iquant ainsi (i) que AdcAll est impliquée
dans l'interaction de la bactérie avec cettetgine, (i) qu'il existed’autres composants du
pneumocoque qui interviennent darette interaction. Par ailleurstilisation de la protéine
recombinante AdcAll, toujours dans des tesiatdraction par ELISA, permet de valider la
capacité de cette protéine a lier la laminingis aussi que cette liaison est inhibée en
présence de Zinc. Des étsd®MN complémentaires expliquent ce phénomene ; lorsque
AdcAll est sous sa forme apo (sans zinc) ebe capable de lier laminine, en revanche
lorsqu’elle est sous sa forme holo (liée au kiohes changements conformationnels au sein de
la strucure s’operent menant a une diminutiofixdgion a la laminine d’un facteur 20 (Loisel

en soumission).

[1.3.4 les protéines LPxXTG

En 1972, Sjoquist montre que la protéine AStaphylococcus aurewst covalemment
liée a la paroi bactériennej@§uist 1972) et en 1988, Pancheli Fischetti font le méme
constat pour la protéine M & pyogene@ancholi et Fischetti 1988 et 1989). Le mécanisme
d’ancrage de ces protéines est partiellemeatitdde motif LPXxTG (L pour Leucine ; P pour
Proline ; x pour acide aminé indifférent ; pour Thréonine ; G pour Glycine) présent a
I'extrémité C-terminale de la protéine est I'élément clé d’ancrage de la protéine au
peptidoglycane et cette liaison de type transpeptidation est catalysée par une enzyme
membranaire (Pancholi et Fis¢thd 988 et 1989). En 1999, le ciebgénétique de mutants de

S. aureusprésentant une virulence diminuée efigients dans l'ancrage de protéines



« reporters » mene a l'identifiion du gene respondatde la fixationdes protéines LPxTG

au peptidoglycane, il s’agit du geseA codant pour la sortase A (Mazmanian 1999)

[1.3.4.1 Topologie des protéines LPxTG

Chez les bactéries Gram-positif, les protéines LPXTG, ou plus précisement leurs
précurseurs, présentent une orgation similaire, a savoir : un peptide signal a leur extrémité
N-terminale qui leur permet d’étre exportéeda membrane via la machinerie Sec et un
CWSS (pour « Cell Wall Sorting Signal ») a leaxtrémité C-terminale qui se compose du
pentapeptide LPXTG, suivi d’'une région hydrophghbesert d’ancragemembranaire et d'une
gueue cytoplasmique chargée positivemenhig8ewind 1992) (Fig.10). Il est a noter qu’un
motif additionnel peut étre retrouvé au nivedw peptide signal chez certaines protéines de
surface, le motif YSIRK-G/S o5 absence n’empéche pas I'aneraga paroi mais le diminue
(Rosenstein 2000, Tettelin 2001, Bae 2003). CBezaureus l'utilisation de différentes
constructions de l'enterotoxine B, protéim@ermalement sécrétée dans le milieu, fusionnée
aux differents éléments du CWSS a permis ddrenen évidence que le motif LPXTG est le
site de coupure protéolytique de I'enzyme asgtalors que la régioratrsmembranaire et la
gueue cytoplasmique servent de signaux detiétede la protéine a la membrane durant son
export via la machinerie Sec (Schneewind 1993).

Figure 10: Représentation schématique du « Cell Wall Sorting Signal ». Représentation schématique de la
topologie du CWSS d'une protéine X a LPXTG. Le CWS®ealise a I'extrémité C-terminale de la protéine. Il
contient le motif LPXTG, suivi d’'une région hydrophobe qui correspond au domaine transmembranaire de la
protéine, et de plusieurs résidus chargés positiverBeReprésentation schématique du réle du CWSS dans la
localisation membranaire de la protéine. Le motifxI8 se trouve du codté extracellulaire. La région
hydrophobe est enchassée dans la membrane plasmiqugueue cytoplasmique contient les résidus chargés
positivement.
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Sur les quelques 500 protéines ptilement présentes a la sacé de la bactérie, seules
une vingtaine ont été caractées de facon détaillée pour ldonction dans la virulence

en tant que ligands de composés humalwmur d’autres, leur implication dans ces
meécanismes a été décrite mais leur nabeléonctionnement demeure encore inconnu.

Un certain nombre de ces protéines defase impliquées dans la virulence ont été
gualifiées de candidats vaccins. Ces compossoris probablement les plus intéressantes
cibles de futurs vaccins caontrairement aux polysaccharides capsulaires, elles sont plus

largement conservées parmi les diffésesérotypes (Giafg 2008, Seib 2009).

1.4 Les sortases
[1.4.1 La sortase A deS. aureus

11.4.1.1 Identification

Comme décrit précédemmentidiéntification du géne resnsable de I'ancrage des
protéines LPXTG provient de I'étude de mutantsSdewureusdéficients pour cette fonction
(Mazmanian 1999, Mazmanian 2002). Le géné code pour 'enzyme nommeée sortase A
qui présente des orthologues chez tode=ss bactéries Gram-positif (Mazmanian 1999,
llangovan 2001, Pallen 2001). L’alignement des sége® des différentes sortases révele la
présence d’'un peptide signal associé a un dwmmdancrage membranaire, d’'une région
linker peu conservée (résis 26-59 pour SrtA d&. aureus et du domaine catalytique
(résidus 60-206) (llangovan 2001).

[1.4.1.2 Le mécanisme de transpeptidation

En 1995, Schneewind et ses collaborateursidarle systéme d’ancrage des protéines
LPXTG chezS. aureusen fusionnant la Maltose-binding protein Be coli au CWSS de la
protéine A. La protéine fusion est ancrée a la par@.deureuscar son extraction nécessite
I'utilisation d’'une muramidase (la lysostaphirendopeptidase glycineygiine). La protéine
ainsi purifiée est ensuite digdr par la trypsine et les peptides générés sont analysés par
dégradation d’Edman couplé a la spectromélgemasse. Les séquences obtenues révelent

gue le CWSS de la protéinedst clivé entre lahréonine et la glycm et que le groupement



carboxylique de la thréonine et covalemméat & une amine de lahaine latérale du
pentaglycine du peptidbgane (Schneewind 1995).

En 2002, Perry met en évidence plusieurssérdermédiaires lorslu processus de
liaison covalente des protéines au peptidoglycane (Fig.11). La premiere espéce P1 correspond
au précurseur de la protéineépentant son peptidggnal en N-terminal. Le clivage de ce
peptide et I'export via la machene Sec mene a I'espéce P2, lpgialisée dans la membrane,
est prise en charge par la sortase A. Laneaissance du motif LPXTEt le clivage de la
liaison peptidique entre les résidus T et Gidwit a la formation de lintermédiaire acyl-
enzyme. Celui-ci subit une attaque nucléophile e amine de la chaine latérale du lipide
II. Ce complexe covalent protéine-lipide llroespond a I'espéce P3 qui est pris en charge par
les enzymes de synthese du peptidoglycdese, Penicillin-Binding Proteins, pour étre
incorporé au réseau de peptidoglycaner?2002, Ton-That 2002, Ruzin 2002). Ce modele
se base essentiellement sur I'étude de la Srt8. drireusmais reste néanmoins tout a fait

acceptable pour les autres bactéries Gram-positif.

Figure 11: Représentation schématique du mécanismée transpeptidation médié par la sortase A
permettant 'ancrage des protéines a LPxTG aa paroi des bactéries a Gram positiveEtape 1. La protéine

de surface est cytoplasmique : précurseur P1. Elle ieaeson extrémité C-terminale son CWSS et sa queue
chargée positivement. A son extrémité N-terminale squtigee signal va lui permettre d'étre exporté a la
membrane. Etape 2. Le précurseur P1 va transitelavinachinerie Sec ol sonpiigle signal est clivé. La
protéine se retrouve alors enchassée dans la mengyéa@ea son CWSS : Précurseur P2. Etape 3 : La sortase A
membranaire prend en charge le LPXTG du précurseur P2, clive la liaison Thr-Gly menant ainsi a I'obtention
d’'un intermédiaire acyl-enzyme. Etape 4 : l'intermédiaubit une attaque nucléadlghd’'un grougment amine

du lipide II. Cette réaction mene a la liaison covalente émtiipidell et la protéinele surface : Précurseur P3.
Etape 5. Le précurseur P3 est pris en charge pour étre incorporé a la synthese du PG.
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11.4.1.3 Structure tridimensionnelle

La sortase A des. aureusest une protéine de 206ides aminés qui adopte une
topologie de protéine membranaire de typeuhe hélice transmembraine a I'extrémité N-
terminale et un domaine catalytique exposécdté extracellulaireDifférentes études ont
montré le role catalytique dyroupement thiol de la cystéidi84 comme site nucléophile de
clivage du motif LPxTG. La substitution dedgstéine 184 en alanine empéche I'activité de
la sortasan vivo et in vitro (Ton-That 2000). De plus, le trament de la sortase avec de
I’'nydroxylamine (NHOH) dissocie I'intermédiaire acyl-enzyme ce qui méne au relargage des
protéines de surface présentant des thrésnhlydroxamates a leur extrémité C-terminale
(Ton-That 1999). Enfin, le méthyle méthadmesulfonate, un réactif qui forme des ponts
disulfures avec les groupements thiols, empéehclivage du motif LPXxTG par la sortase
(Ton-That 1999).

La structure tridimensionnelle de la protéine a été initialement déterminée par RMN
révélant une organisation en feuilletsparalleles et antiparalleles, incluant deux petites
hélices et de nombreuses boucles (llangovan 2(€if)12). La struatre de la sortase A
permet de mieux comprendre son mécanisme enzaymeatin effet, le sitactif de laprotéine
est formé d’'une triade catalytique compreniantystéine 184, I'histide 120 et I'arginine
197 et l'efficacité catalytique de I'enzymepbihd de lintégrité de chacun de ces résidus
(langovan 2001, Marraffini 2004). En effet, substitution des résidus H120 ou R197 en
alanine cause une forte dimirari de I'activité de I'enzyméMarraffini 2004).La structure
révéle également la présence d'un site de liaonalcium localisé a proximité du site actif
qui stabilise la boucle située entre les feuilleds 7 (llangovan 2001). En 2009, I'étude par
RMN de la SrtA complexée a un peptide LPAT (dont le groupement carboxylique de la
thréonine a été remplacé par un groupemeit fhermettant de mimer artificiellement
I'intermédiaire acyl-enzymepropose que la reconnaissandu peptide LPxTG induit la

fermeture et 'immobilisation de la bouclé/ 7du site actif (Suree 2009) (Fig.12).



Figure 12: Structure RMN de la sortase AIN59 de Staphyloccocus aureus complexée au peptide modifié
LPAT*. A. Représentation en ruban de la structure de Qufavec en rouge le peptide LPAT* dont la
thréonine est modifiée (le groupement carboxylique de la thréonine est substitué par un groupement thiol
générant ainsi un pont disulfure entre la thréonine modifiée et la cystéine 184 du site actif de SrtA). Surligné en
jaune la cystéine catalytiquB. Zoom sur le site actif de la sortase A. Surlignés en jaune les résidus de la triade
catalytique. (Sureet al.2009)

[1.4.1.4 Parametres enzymatiques

En 2001, Ton-That et ses collaborateurs étudesnparametres cinétiques de la sortase
A de S. aureugn mesurant I'hydrolyse de la liaison pdjgijue entre la thignine et la glycine
du peptide LPXTG. La sortase A est incubée avec un pentapeptide madfETG-d ou .
est un fluorophore et d est un « quenchete» fluorescence. Un signal FRET (Forster
Resonance Energy Transfer) s'opére au aniveu pentapeptide du a la proximité du
fluorophore et de son « quencher ». En revanichsgue la sortase A clive le pentapeptide
entre les résidus Thr et Gly, le fluorophore esigélé de son quencher, il N’y a plus de signal
FRET. Cette réaction d'hydrolyse peut éseivie au cours du temps, en mesurant
l'augmentation de la fluorescence émise par le compo$ET a la longueur d'onde de 420
nm. Ces expériences ont permis de détermierconstantes cinétiques d'hydrolyse de la
sortase A: Km = 116 pM ; Vmax = 0,48 pNts Kcat 0,57 & et Kcat/Km = 4,91 x 16 pM"
! s*(Ton-That 2002)

Comme indiqué précédemment, l'activité enzymatique de la sortase A se fait en deux

étapes : une premiére correspond a I'hydrolyssutbstrat qui porte le motif LPXTG et a la
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formation du complexe acyl-enzyme (acylation), la seconde est l'attaque nucléophile de cet
intermédiaire par lI'acceptetinal (ex: le pentaglycinelu peptidoglycane cheéz. aureul En

2003, Huang réalise les mémes aigces d’hydrolyse du pggde mais ajoute au mélange
réactionnel de laiglycine, composé qui avaété identifié dans désavaux antérieurs comme
pouvant jouer le réle d’accepteur dans les réactions de transpeptidatiiro (Ton-That

2000). Contrairement aux données obtenues peéwdéent, Huang rapporte une valeur du

Km d'hydrolyse de 20uM, soit une affinité digron 5 fois plus élege. Par ailleurs, un Km

de 117 +/- 17 uM correspondant uniquement a l&tiacylation peut étre mesuré et explique

les données obtenues par Ton-That trois anaégaravant. Enfin la derniere phase de
transpeptidation (Km = 41 uMhécessite que l'acyl-enzyme soit déja formée pour que la

triglycine lie I'enzyme (Huang 2003).

A I'heure actuelle, la sortase A & aureusdemeure la seule sage pour laquelle les

études structurales ainsi que les caractiisaenzymatiques sont les plus avancées.

I1.4.2 La classification des sortaseshez les bactéries Gram-positif

L’identification de la sortase A che2. aureusa permis de mettre en évidence la
présence d’orthologues chies autres bactéries Grapositif (langovan 2001, Pallen 2001).
En 2005, Shaynoor Dramsi et coll. proposentsyatéme de classification qui permet de
regrouper les sortases en 4 classes en tonciotamment de leurspologies et de leurs
substrats respectifs (Dramsi 2005)étuide réalisée portir 61 sortasagentifiéesa partir de
génomes bactériens totalement séquent&salyse phylogénétique des alignements de
séquences de ces sortases met en évidencelkesa@drtA, SrtB, SrtC et SrtD qui présentent
un certain nombre de caractéristiques commifiableau 2). En effet, toutes les sortases
présentent un peptide signal a leur extrémiitierminale et un site catalytique TLXTC. En
outre, trois domaines conserves peuvent étrdifes les domaines D1, D2 et D3 dont deux
contiennent les résidus de la triade catalytiqusavoir I'histidine dans le domaine D2, la
cystéine et I'argininglans le domaine D3.

Les sortases de classe A (SrtA), denprototype est la sortase A 8eaureusregroupe
toutes les sortases dites « mggr@s » dont le rble est deerlia la paroi bactérienne les
protéines présentant un motif LPXTG et impégs dans I'adhésion et I'invasion des cellules
hétes et dans I'évasion au systeme immumait@atterson 2005, Kharat 2003). A I'exception
de deux espeéeces bactériennEsterococcus faecali¥583 et Streptococcus thermophilus



LMG18311, une seule copie de ce gene est retrpavgénome et celai est toujours isolé
génétiqguement (Dramsi 2005).

Les sortases de classe B (SrtB), dentrototype est la sortase B 8eaureusregroupe
les enzymes qui ont pour suladsr des protéines impliguéeans l'acquisition de fer.
Contrairement a la sortase A, elle ne recass®it pas les protéines a LPxTG au sens large
mais présente une spécificité de reconnamssapour des pentapeptides spécifiques (ex:
NPQTN pour la sortase B & aureuk

Les sortases de classe C (SrtC) sont lesmqusbreuses et ont pour rble de participer a
l'assemblage de sous-unités protéiques (dnep) qui forment les pili. En outre, elles
possedent la caractéristique d'étre codéas tes mémes opérons que leurs substrats. Chez
certaines bactéries, le nombre $i¢C et de pilines est le mértex: Les sortases C-1, C-2 et
C-3 deS. pneumoniaet les trois pilines RrgA, RrgB et ). Cette classe faisant I'objet de
notre étude, les sortases qui damposent seront t#llées dans la derniere partie de
I'introduction.

Enfin, la classe D (SrtD) regroupe des sortagessont impliquées dans des cycles de
différentiation de la bactérielle que la sporulation. Ch& anthracisJa SrtD (appelée SrtC
avant la classification propos@ar S. Dramsi) est présend@ans un locus codant pour un
systeme de régulation a deux composanteo@t pne protéine Basl qui présente un motif
LPNTA. Un genebasH localisé ailleurs dans le génomede pour la protéine BasH qui
présente également ce motif LPNTA. Ces dewtgines BasH et Bagint été identifiées
comme étant les substrats de la SrtD. Toes genes sont exprimés durant la phase de
sporulation, Basl et BasH sont ancrés apéaoi de la cellule mére et de la pré-spore
(Marrafini 2006).
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Tableau 2: Récapitulatif desdifférentes classes de sortasesles et caractéristiquesEn jaune, les sortases
de la classe C qui vont faire I'objet de la derniére partie de I'introduction. (DraaisR005, Marraffiniet al
2006, Maresso et Schneewind 2008, Draghsil 2008, Clancyet al. 2010)

Sortases| Exemple Réle Description
(nombre)
- Adhésion . . _
Classe A SrtA - Evasion au Sl - Site catalytigue TLXTC (X= Val, lle ou Thr)

(16) (S. aureuy | - Internalisation i Pgntapethde reconnu. LPXTG
- Géne isolé dans le génome

- Reconnaissance par les phages

- Segments B1, B2 et B3
- Site catalytiqgue TLXTC (X généralement Ser

Claz%:e B (S iﬁ?eu); - Acquisition du fer - Pentapeptides reconnus: nombresxNPQTN
' - Géne souvent en opéron avec les genes deg
protéines cibles
- Site catalytique TLXTC (résidus proline
Classe C SrtC-1 N conservé en aval de ce motif)
(24) (S. - Assemblage des pili - Pentapeptides reconnus: nombresx1£QTQ
pneumoniag - Géne en opéron avec les genes des protéings
cibles
Classe D SrtD - Cycleg de différe(lt.iation - Site cataly.tique TLXTC
(14) (B. (formation de mycélium, - Pentapeptides reconnus: nombresx1(PNTA)

anthraci§ | sporulation...)

[1.4.3 Les enzymes sortases ché& pneumoniae

Forts de la connaissance des élémepitsservés des protéinddPxTG, Tettelin et
Hoskins ont identifié 19 et 13 gés codant potentiellement pag type de protéines dans les
souches de pneumocoque TIGR4 et RGt€lie 2001, Hoskins 2001). Certains genes sont
communs aux deux souches, telle que dagalactosidase, ou PsaA (Kharat 2003, Frolet
2010). Certains génes sont en revancheifspées a chacune des souches (ex : NanA ou
encore PclA uniqguement identifiés chez R®I&r 2010). Trois génes ne sont présents que
dans la souche TIGR4 et posséden motif LPXTG non conformerrgA, rrgB et rrgC
présentant respectivement les motifs YPRT®TB et VPDTG. La présentation de ces trois
genes sera plus largement développée [@aderniére partie de l'introduction.

Chez le pneumocoque, un géne haygak a celui de la SrtA d& aureusest identifié
chez la souche R6 (SPR1098) ainsi que cheolehe TIGR4 (SP12)1&t présentent 99%
d'identité entre eux contre 18% d'identité avec la sortase & dares. Chez TIGR4, trois
genes supplémentaires sont annat@®mme des sortas potentiellesrtC-1, srtC-2 et srtC-3
et seront décrits dans la déme partie de lintroduction @ttelin 2001, Kharat 2003). En
2003, Kharat cherche a identifier le rble ldeSrtA chez le pneumocoque et notamment a
savoir si comme che3. aureusglle est responsable de l'ancrage des protéines LPxTG. Il
construit donc des souches mutantegtA chez R6 et s'intéresse a la localisation de deux
protéines LPXTG, la-Galactosidase et la neuraminidase A (NanA). Cette étude montre que



60 a 90% de la-Galactosidase est relarguée dansnlbeu de culture chez les bactéries
délétées desrtA alors que chez les bactéries sauvageprédéine est associée a la paroi
bactérienne, des résultats identiques sont abteour la protéine NanA (Kharat 2003). Les
mémes auteurs montrent que la souGtA présente globalement défaut dans I'adhérence

et I'invasion du pneumocoque damsmodéle de cellules pharyngées, ce qui est probablement
du a I'absence de toutes les protéines LPxT&sairface de la souche mutante (Kharat 2003).

En 2005, Patterson et Mitdh@oursuivent I'étude et prouveqtie I'absence de la sortase A

chez une souche de pneumocoque diminue sa virulence dans des modéles de pneumonie et de
bactérémie. De plus, cetteopgine contribue égalementla colonisation nasopharyngée

vivo et son réle dans l'adhérence des bactéries aux cellules hunmwig® est prouvee
comme étant dépendante de la présence chpkule (Patterson 2006). Chez le pneumocoque,

il n'existe pas de chaine latérale de pentaglycine, et de ce fait il semblerait que se soit I'amine
libre de la L-Lysine du lipide Il qui interungrait dans I'ancrage des protéines LPXTG au
peptidoglycane (Kharat 2003).
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[ll. Structure et fonction des pili

Les pili (du latin pilus qui signifie « poil »), également appelés fimbriae (terme dérivée
du latin pour « frange ») sont des structuresifiires présentes a la surface de cellules. Au
début des années 1950, I'observation par microsaégctronique de bactéries Gram-négatif
met en évidence de fines structures allonggtefiexibles qui s’étendent depuis la surface
bactérienne vers le milieu environngiitouwink 1950, Duguid 1955). En raison de leur
apparence, I'équipe de Brinton les qualifie gié, alors que cellede Duguid préfére les
nommer fimbriae. Les deux termes étant synonywgiest celui de pili qui sera utilisé dans ce
manuscrit. Des lors, et jusqu'a aujourd’hui, I'étude des pili bactériens est un domaine
d’investigation tres dynamiqueuestionnant leur structure, leur mode d'assemblage, les
modifications post-traductionnellegrils subissent, la régulatiae leur expression et bien
entendu leur réle dans les inteians avec I'organisme hotgu’il s’agissed’une relation
commensale ou pathogene.

La grande variété des pili exprimés pas bmactéries Gram-néiifaa rendu nécessaire
leur classification qui tient compte notamment de leur mécanisme d’assemblage. Quatre
groupes ont été défini : les pili de type I, de tigeles « curli-pili » et la famille des pili CS1
(Proft and Baker 2009, Telford 2006) (TableaulB)iépendamment desrpaularités propres
a chacun de ces groupes, une caractéristigmencme et spécifique auyili des bactéries

Gram-négatif est la liaison non covalentéard les sous-unités protéiques ou pilines.

Tableau 3 : Les différents types deili des bactéries Gram-négatif.

Pili Type | Pili Type IV « Curli pili » Pili CS1
. E. coli, Neisseriaet E.coli (certaines .
Exemples E. coli (EPEC) Pseudomonas souches) E.coli (ETEC)

Microscopie
electronique

Telford et al. 2006 Telford et al. 2006 Telford et al.2006 Sakellariset al.1999
1-2 ym ; 7 nm (sur

Longueur et

diamétre la longueur) 2-3 nm) 12 ym ; 5-6 nm 1-2 um; 1-2 nm 1-2 ym ; 5-7 nm
(a I'extrémite)
Biogenése du Voie Systéme de Voie alternative

pilus Chaperone/Usher| sécrétion de type Il Extracellulaire Chaperone/Usher




L’identification des pili en surface des ba@ér Gram-positif date des années 70 et

leur analyse a nécessité d’adapter le patoautilisé pour les bactéries Gram-négatif
(Yanagawa et Honda 197@)ans ce cas, I'extraction des pilines est réalisée par traitement a
la chaleur et leur identification individuellpar analyse sur gel SEPAGE. Ce protocole
appliqué aux bactéries Gram-fidan’étant que tres peu efficagc des méthodes alternatives
ont été développées. L'une utilise une enzymeamidase qui clive la paroi cellulaire de la
bactérie et une seconde fait appel a la solubdisale I'extrait bactérie par I'acide formique.
Dans le premier cas, I'analyse par immuno-bla éehantillons traités permet l'identification
de bandes individuelles formant une échelle dg paids moléculaires, dans le second cas,
seule une «trainée » est visible. Ces obsematsont a I'origine de la proposition selon
laquelle les pili des bactéries Gram-positif sont composés de sous-unités liées covalement les
unes aux autres (expliquant letgsistance au SDS) et que la fibre elle-méme est liée
covalement & la paroi cellulaire.

Les bactéries Gram-positif ont ainsi développésystéme unique assurant I'expression
a leur surface d’'une structure fibrillaire ext&ment résistante. Ces pili sont-ils représentés
chez toutes les bactéries Gram-positif etllgaesont leur composdn ? Comment sont-ils
régulés ? Quels sont les réles des pilichez ces bactéries ? Quels sont les mécanismes
d’'assemblage de ces structures ? Des r@&somds ces questions sont proposées ici, en
établissant un parallele entre les découvateesnajeure importanceaksées chez certaines

bactéries Gram-positif et notre sujet d’étude, le pneumocoque.

l1l.1 Identification des pili ch ez les bactéries Gram-positif

Comme indiqué précédemment, les premiérestiftttions de structures fibrillaires a
la surface de bactéries Gram-positif datees années 1970. L'observation par microscopie
électronique de souches @orynebacterium diphtheriaenet en évidence des structures
flexibles et trés fines, de alnétre compris entre 2.5-3.5 nmdet longueur variant entre 0.2-
1.6 um (Yanagawa et Honda 1976). Dans lesasrl980, des pili sonbservés a la surface
de spores déacillus cereusmais ce n'est qu'au début des années 2000 que ce champ
d’activité prend de I'ampleur et que les préras études génétiques et moléculaires sont
réalisées che€. diphtheriag Actinomyces naeslundis. agalactiaeS. pyogene<. faecalis
et B. cereuqTon That 2003, Wu 2001, Lauer 2008pra 2005, Nallaparedy 2006, Budzik
2007).
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[11.1.1 Identification des pili chez le pneumocoque

En 2002, I'equipe de Camilli effectue un crildlénsertion de 6149 transposons dans la
souche TIGR4 et identifie des éléments déterminants pour la virulence de la bactérie dans des
modeéles murins de pneumonie (Hava 2002). Parmiamésurs de virulence, un opéron de 12
kb flanqué de séquences d'insetiattire leur attention cardesept genes composant cet flot
génétique présentent des similarités de séopseavec des élémemtgja connus. Cet ilot est
nommeérlrA, pour Rof-like régulateur car le gerdeA, codé de facon divergente par rapport
aux autres genes, est un hlamague du régulateur RofA che&x pyogenesCet opéron est
qualifié a posterioriPI-1 (Pathogenicity Islet-1), car uncead pilus PI-2 a été identifié en
2008 (Bagnoli 2008). Par souci de clarté, noussetibns dans ce manuscrit la dénomination
PI-1.

Les trois genes en aval deA présentent une similarité de séquences avec la famille
des MSCRAMMSs (Microbial Surface Componentsd@gnizing Adhesive Matrix Molecules)
et codent pour des protéines atinbPxTG. Ceux-ci sont nommésgA, rrgB etrrgC (pour
RIrA-Regulated gene). Les teoderniers genes de I'opérondent pour des sortases. Etant
donné la présence de la sortase ménagéere, $d4# trois sortases supplémentaires sont
dénomméesrtB, srtC etsrtD lors de leur identi€ation (Barocchi 2006).a classification des
sortases proposeée par S. Draemsi2005 permet de classer cesstismrtases dara classe C,
c’est la raison pour laquelle nousiliserons cette nomenclaturesrtB, srtC et srtD sont
dorénavant dénommés respectivensetiC-1, srtC-2 etsrtC-3 Le rble de cet opéron dans la
formation des pili chez le pneumocoque est démdoet 2006 par obsetron en microscopie
électronique de souches TIGKBarocchi 2006) (Fig.13 et 14).

Figure 13: Pili du PI-1 de S. pneumoniaeA. Coloration négative de la souche TIGB4.Coloration négative
de la souche TIGR@mgrAqui exprime une quantité plus importante de pili (Baroethl PNAS 2006)



Comme déja mentionné, un oparcodant pour un second pilus, PI-2, a été identifié
dans la souche cliniqué&lVV104 (Bagnoli 2008) (Fig.14). Cinq gés sont présents dans cet
élément génétique de 6575 pb et certains déeatrx présentent une similarité de séquence
avec les éléments du pilus FCT-3 identifié cBepyogeneéMora 2005, Telford 2006). Le
premier gene code pour la protéineAP similaire a I'adhésine de FCT-RitA est suivi par
deux éléments génétiques fonctionnellement dépend#mset pitB. Il est proposé que SipA
soit une signal peptidase s’associant a la@ithajeure PitB. Enfin, les deux derniers genes
identifiés codent pour deux sortss SrtG1 et SrtG2 (Bagnoli 2008).

PI-1 n’est présent que dans 30 % des saideegpneumocoque et dans 50% des souches
résistantes aux antilliiques (Aguiar 2008, Moschioni 2008). peesence du PI-2 est associée
aux seérotypes non vaccinaux émergeants awex distribution d’eviron 16% dans une

collection de 305 isolats cliniques (Bagnoli 2008).

[11.1.2 Organisation génétique de pili chez les Gram-positifs

Le nombre croissant de génomes baetér séquencés permet de comparer
I'organisation génétique des opgsocodant pour les pili ele tenter d’en extraire des
informations concernant les mécanismes d’assemblage et/ou la fonction de certaines pilines et
sortases (Fig.14). L’expression « piline majeut®signe la sous-unité constituant la fibre du
pilus et « piline accessoire » une autre protéegsmeée au pilus. Ces notions seront décrites
de facon plus détaillée dans la suite du manuscrit.

Un géne codant pour la piline accessoire faoetr la piline majeure sont présents dans
toutes les especes bactériennes étudiées, ce qui n'est pas le cas de la piline accessoire 2,
suggérant une fonction essentielle uniguement pour les deux premieres pilines (Fig.14). Le
nombre de sortases est variable, une ou dmuwtases sont communément retrouvées par
opéron. Le cas du pneumocoque, qui présente dostases dans le PI-1 reste actuellement
unigue. Cette observation résume a elle sanke question importante concernant le mode
d’action des sortases et legpécificité de substrat: conemt une seule sortase peut-elle
catalysée I'association covalente de deux, vdedrois pilines Réciproquement, pourquoi
trois sortases sont-elles nésaires a 'assemblage du piklsez le pneumocoque ? Un géne
codant pour un régulateur de I'opéron de tygfd (M1 deS. pyogendsest identifié ches.
pneumoniae (rlrA)B. cereus (araG)E. faecalis (ebpRgt S. agalactiae (araG)suggérant

gu’une régulation de I'expssion des genes pilinessetrtases doit avoir liem vivo.
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Figure 14: Organisation génétique des ilots de pathogé&iteé codant pour des pili chez les bactéries Gram-
positif. (Wu et al. 2001 ; Budziket al. 2007 ; Ton-That et Schneewind 2004 ; Nallapartdgl 2006 ; Moraet
al. 2005 ; Laueet al.2005 ; Havaet al.2002 ; Bagnolet al. 2008)

l11.2 La fonction des pili

[11.2.1 Chez le pneumocoque

Comme décrit dans le chapitre 11, le precoque a développé un grand nombre de
facteurs lui permettant de survivre dans elegronnements de nature variée, d'augmenter sa
capacité a envahir I'organisme héte ou enadiérhapper au systéeme immunitaire. Etant
donnée sa localisation en surface et les similarités de séquences des pilines accessoires 1 avec
les MSCRAMMSs, le pilus peut potentiellement jower réle dans la virulence de la bactérie.
L'utilisation de souches TIGR4 de type sauvagemutante pour la tiion de IMlot de
pathogénécité PI-1 indique que la souche metast moins virulente que la souche sauvage
dans des modeles murins de colonisationpdeumonie et de bactériémie. Ce défaut de

virulence est restauré lorsque I'expressiofiitte Pl-1 est complémenté (Barocchi 2006). Par



ailleurs, l'infection intra-pétonéale de souris par lawthe TIGR4 conduit a une réponse
inflammatoire TNF élevée dans laquelle iup PI-1 parait jouer un réle (Barocchi 2006).
Dans un modele cellulaiiie vitro, I'introduction de PI-1 dans des souches encapsulées D39
(souches de pneumocoque naturellement déposirdeePl-1) augmentéa capacité de la
bactérie a adhérer aux cellsilépithéliales dmonaires humaines A548arocchi 2006). Ces
données indiquent que le pilus pétite qualifié dedcteur de virulence car impliqué dans la
colonisation des tissus épithéliaux par le pnecmgue mais également dans les processus
pathologiques.

Les premiers éléments de réponse concerffidentification des composants du pilus
directement impliqués dans ces fonctions diatéons avec I'hdte proviennent des cribles
STM (Signature Tagged Mutagenesis) gl par Hava en 2002. Dans cette étude,
I'utilisation d’un mutant TIGR4rIrA conduit a un défaut de virulence localisée dans le
nasopharynx. Or, ce régulateur adig I'expression de tous legnes du PI-1 (voir chapitre
suivant) ce qui suggere qu’au moins l'un dfeneux est impliqué dan§nteraction de la
bactérie avec les muqueuses de I'appareilinasire. L’analyse dsimple et double mutants
indique que seules les souches presgndes transposons insérés damA ou srtC-3
montrent des défauts de virulence dans un modéle murin de compétition au niveau des
poumons, alors que des défauts de coltinisaont observés chez les doubles mutengts
etsrtC-1(Hava 2002).

Ces travaux préliminaires identifiant g& comme un élément important dans la
fonction d’adhésion du pneumocoque ont éeénfirmés ultérieurement. La souche
TIGR4 rrgA présente un taux d’adhéce aux cellules épithéles A549 huit fois moins
elevé que la souche sauvage ou la souche TIBBBC, qui par ailleurs présentent toutes
deux des niveaux d’adhérence comparableslsgy 2007). Par contre, dans une souche
TIGR4 exprimant une copie supplémentairargd\,, 'adhérence est plus élevée d'un facteur
1,6 par rapport a la souche pasdat(Nelson 2007). D’autre pals forme recombinante de la
protéine RrgA adhére directement aux cellules respiratoires et peut entrer en compétition avec
la bactérie piliée pour ihteraction avec les réceptsu cellulaires (Nelson 2007).
Hilleringmann et ses collaborateurs montrentgbeurs par des tests d’interaction en phase
solide que la protéine recombinante RrgAconnait des composants de la matrice
extracellulaire dont la fibronéoe, le collagéne | et la hainine (Hilleringman 2008). En
conclusion, RrgA porte les fonctions adiwési du pilus envers les tissus humains, en

reconnaissant des récepteurs dailas dont la nature reste encore méconnue. RrgA semble
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€galement interagir avec des composants de la bactérie car son r6le dans la formation de

biofilms a aussi été montré (Munoz-Elias 2008).

[11.2.2 Chez d’autres bactéries Gram-positives

Comme décrit pour le pneumocoque, la mtgodes pili exprimés a la surface des
bactéries Gram-positif interviennent dans les étapes d’adhérence aux cellules de I'organisme
hote. ChezC. diphteriae les pilines SpaB et SpaC du pilsgaABCsont impliquées dans
I'adhérence de la bactérie acellules épithéliales humaines évoquant un réle lors de I'étape
de colonisation (Mandlik 2007). D’autre pak, taux d’adhérence est dépendant du type
cellulaire employé indiquant urfenction possible du pilus de. diphteriaedans le tropisme
cellulaire (Mandlik 2007). Les pili exprimés en surface de la souche M3. gg/ogenes
permettent 'adhésion des bactéries a des cslipihéliales issues d’amygdales mais aussi a
des kératinocytes, ces deux tissus représefganteux principauxites d’infections deS.
pyogeneshez I'homme (Abbot 2007). Le réle du pilus dans la formation de biofilms a été
egalement décrit che3. pyogenegManetti 2007). Bien que léonction des pili demeure
encore imprécise et étudiée principalement dans des modeéles cellidavidé® ou des
modeéles murins d’infection, les pili sont exprimaésvivo dans I'organisme héte comme le
montre I'exemple de patiendéyant déclarés une pharyngit& apyogenest chez lesquels des

anticorps anti-piline ont étdétectés (Manetti 2007).

I11.3 Régulation transcriptionnelle du PI-1 chezS. pneumoniae
[11.3.1 rlrA : I'activateur

Des lidentification de Iibt de pathogénécité PI-1a fonction de régulateur
transcriptionnel positif du germdrA est proposé (Hava 2002). Effeg lorsquece gene est
muté ou délété, le niveau des ARNm dexain des 6 génes du PI-1 est drastiquement
diminué (Hava 2002). De plus, chez uneuche contenant une seconde copierldé&
inductible au maltose, la méme équipe a méopar des expériences de « RNAse Protection
Assay » qu’en présence de maltose, les quantités d’ARNm du rg@naatif sont plus
importantes, indiquant que RIrA a aussi wagacité d’autodivation (Hava 2003). Il n'est
cependant toujours pas connu qusast les facteurs qui agient sur I'expression akA lui-
méme.

La transcription du PI-1 est initiée au eau de quatre sites promoteurs différents,

placés en amont de chacun des geéhés rrgA, rrgB etsrtC-1 Ces informations suggerent



gue les autres genes de l'opéromC, srtC-2 et srtC-3 sont probablement co-transcrits a
partir d’'un promoteur distal. Trois des quatressiie fixation de RIrA (riches en AT) ont été
identifiés et ont permis de déterramla séquence consensus SUiVam&NTTTTTATCAA

(Hava 2002). Cette séquence consensus dedixai RIrA a été retrouvée dans 153 autres
sites du génome de TIGR4 : 29 sont présents desmiségions promotrices et 14 sont localisés

a 70 pb en amont d’un site diiation de transcription (Ha/2002). Cette étude suggere que
I'expression d’'un grand nombre denes, autres que ceux du locus PI-1, est également sous la

dépendance de RIrA.

[11.3.2 mgrA : le répresseur

En 2003, Camilli et son équipe identifient par criblage STM de la souche TIGR4 un
régulateur transcriptiomh codé par le locusp1800(Hemsley 2003). Ce géne est appelé
mgrA (pour Mga-like repressor A) en raison de de similarité et 25% d’identité qu'il
présente avec le régulataugAprésent chez les streptocoques de groupe A. Contrairement a
son orthologue, le régulateur MgrA n’affecaucunement les génes de son environnement
proche. En revanche, des genes éloignés dagéentleme sont surexprimés chez un mutant de
délétionmgrA il s’agit de I'opéron R1 (Hemsley 2003). Les auteurs proposent que MgrA
pourrait agir soit sur clygue site promoteur ddlbt soit uniquement suirA ce qui affecterait
indirectement les autres genes du PI-1. Laesgion de I'expression du PI-1 par MgrA a été
validée par Barrochi et ses collaborateurs éd62tar I'analyse par FACS et par microscopie
électronique a transmissi de la souche TIGR#ngrA montre que cé-ci produit une

guantité plus importante de pili quedauche sauvage (Barrochi 2006) (Fig.13).

[11.3.3 Les autres régulateursdu PI-1 chez lepneumocoque

Chez toutes les bactéries, I'homéostasie des divalents est esseile a leur survie
et/ou a leur croissance. Seltes différents compartiments de I'héte, les concentrations
locales en ions peuvent étre extrémement vimsaba titre d’exemple, la concentration en
Mn2" dans la salive est de 36puM contre 20nM dans le sérum et le plasma. C’est la raison pour
laquelle les microorganismes possédent deisyest de transport finement régulés de ces
solutés.

ChezS. pneumoniadg transport de Mri2est réalisé par une perméase de type ABC
codée par les géngsaBCA Le Mn? est critique pour de nomdux processus métaboliques
de la bactérie ce qui pkque que l'inactivation déun des genes de I'opér@saBCAmene a

d’'importants défauts de virulence et a unedthtion de la croissance bactérienne (McAllister
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2004). Cet opéron est régulé pane protéine PsaR, qui agit uniguement lorsque la
concentration en Mh2est importante. De fagon intéressg PsaR présente également un
effet au niveau des génes du PI-1 qui seuitapgar une répressionamscriptionnelle du
régulateurrlrA conduisant donc a une diminution de I'expression des pili (Johnston 2006).
PsaR agit comme un senseur du Mdé I'environnement bactérien, il est possible de
proposer les mécanismes suivants de régulakolexpression des géenes du pilus : dans des
compartiments comme le nasophraryou la concentration en Mnést supposée importante,
PsaR aurait un effet négatif sur la transariptdes génes du PI-1, a linverse, dans des
compartiments pauvres en Mrdomme les poumons ou la citation sanguine, PsaR serait
inactif permettant alors Bgression des génes du PI-1.

D’autres éléments, également connus pour étre des senseurs de I'environnement
bactérien et contrdlant I'exgssion des genes, sont propasailer les genes de l'illokrA :
les systemes a deux composantes TCSAESN9 (Song 2009, Hendriksen 2007). De fagon
générale, les TCS sont compogés une protéine membranaik Histidine Kinase qui est
le senseur de I'environnement et une prot&Recytoplasmique, régulatrice de la réponse. En
réponse a la stimulation de la protéine HK pltatéine RR est phosplybée et se lie aux
promoteurs des genes cibles. Le génom@miumocoque contient 13 TCS complets et un
régulateur orphelin (Lange 1999, Tettelin 2001)s D@vaux ont montré que le systéme a
deux composants TCS08 est un élément essentigllés processus de croissance et de survie
du pneumocoque vivo (Throup 2000) En 2009, I'équipe deddg constate que la double
délétion des geneg08 ethk08ou la simple délétion de la composante régulatrié® induit
la surexpression des génes du pitle deux a sept fois supgrie a celle observée chez la
souche sauvage, ce qui suggere que ce sgsI&B808 régule négativement les genes du PI-1.
Par ailleurs, cette régulation la particularité détre plus marquée durant la phase de
croissance logarithmigutardive (Song 2009).

Le systéme TCS09 a également pour cibRl#& (Hendrinsken 2007). L'étude, réalisée
avec un mutant de délétiorD9, a permis de comparerslgrofils d’eypressions dergA et
rirA en fonction du milieu dans lequel les bae®rsont cultivées (répression en THY et
surexpression BHI) mais également en fonctienla phase de croissance considérée (une
forte répression a des densités optiques faikkeune surexpressionrsodes phases plus
tardives). Dans un model murin d@ction comparant TIGR4 et TIGRA09, les niveaux
d’expression dergA s’averent 10 a 90 fois plus élevé démsouche sauvage, ce qui suggere

bien que RR0O9 présente un effietivateur de I'expression dl-1.



Enfin en 2008, Rosch démontre quéllel, qui est un élément probablement acquis par
recombinaison homologue, s’est intégréix aréseaux de réguian transcriptionnel
préexistants dans la bactérie qui controleexgression des facteurs de virulence importants

dans I'adhésion etitivasion (Rosch 2008).

l11.4 Les pilines

Les pilines sont les sous unig@®otéigques structurales composant le pilus. Il s’agit dans
tous les cas de protéines appartenant a ldléades protéines LPXTG, décrites au chapitre
1.4 : elles sont exportées vdimspace extracellulairéa un peptide signal mais retenues dans
la membrane plasmique au niveau du segrransmembranaire présent en C-terminal. Le
motif de type LPXTG est localisé du coté exwllulaire, juste en amont de I'ancrage
membranaire. La conservation de la séquende ¢ topologie du CWSS, contenant le motif
LPXTG, le segment hydrophobe et une régioargée positivement, fdite I'identification
des genes codant pour les pilines dansiles de pathogéniciféqui, selon I'espéece
bactérienne considérée, sont présem nombre de deux ou trois.

L’identification génétique deflots de pathogéni®@ regroupant empéron des genes
codant pour des protéines exposées en surfatérienne via le motifPxXTG et les enzymes
sortases catalysant $sociation covalente desprotéines par transgéation, a suggéreé trées
fortement la présence de pili en surfages bactéries Gram-positif. Ceux-ci ont été
effectivement observés en microscopie éledtyom a transmission pamloration négative
(Fig.13). L’étape successive dans la caras#$ion des pili a consisté en leur détection
immunologique. Les pilines ont été produites fdgon recombinante et des anticorps
polyclonaux ont été générés contre chacuige ces sous-unités afin de les marquer
spécifiguement. Deux techniques sont employsms détecter la présence des pilines. La
premiere consiste en I'extraction par la mutanolysine, ou autre muramidase, de la paroi
bactérienne contenant les polymeéres de pili. Ces extraits sont analysés par électrophorese sur
gel de polyacrylamide et apres transfert desémets sur une membrade nitrocellulose, les
pilines sont détectées par immunomarquage. b#él pie détection des pilines consiste en une
échelle de haut poids moléculaire, traduidadsociation covalente des pilines au sein du
pilus. La seconde technique de détection diésegi consiste en un immunomarquage des pili
en surface des bactéries coupékobservation par microscapiélectronique. Ces méthodes

d’investigation par immunomarquage des pilifisaassociées a la génétique microbienne, ont
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permis de proposer des modeles d’assemblagmalisant les pilines majeures et accessoires
et de définir le réle des Hases dans ces processus.

Pour illustrer ces propos, le pilus SpaABC cBeziphtheriaeest pris en exemple car il
a fait I'objet de la tow premiere étude publiée rda ce domaine (Ton-That 2003).
L'immunomarquage des pilines SpaA, SpaBSgaC montre qu’elles sont distribuées de
facon distincte au sein du pilFig.15). SpaA est n@itairement représentée tout au long de
la fibre alors que SpaB et 8P sont localisées de manigrenctuelle (Ton-That 2003). Les
mémes expériences effectuées sur des seuthgantes indiquent que la délétion @A
abolit la formation du pilus contrairement aux délétionspBou spaC(Ton-That 2003). En
conclusion, Ton-That et son équipe propospre la structure filifaire du pilus SpaABC
chez C. diphtheriaeest formé par la polymérisation dk piline majeure SpaA et que les
pilines accessoires SpaB et SpaC décorant la fibre, ne sont pas essentielles a 'assemblage du
polymére SpaA.

Figure 15: Immunolocalisation des trois pilires qui composent lepilus SpaABC deC. diphtheriae A.
Immuno-localisation de la piline SpaB. Immuno-localisation de la piline SpaB. Immunolocalisation de la

piline SpaC. Chacun des échantillons est observé par MET aprés avoir été marqué par les antisera spécifiques
eux-méme couplés a des billes d'or de 12nm. L'échalj@ésente une distancke 0.2um. (Ton-That et
Schneewind 2003)

[11.4.1 Pilines majeures

Le role du motif LPXTG dans 'associati@ovalente des pilines majeures pour former
la fibre a été attestée pour la premiere fois chediphtheriae la mutation du motif LPXTG
de SpaA abolit la polymérisation de SpaA (Ton-That 2003).

L’étude exhaustive des différents pili exprimés cBezliphtheriag SpaABC, SpaDEF
et SpaGHI permet d’identifier SpaD etdp comme les homologsede SpaA (Ton-That
2003). La comparaison des séquendesces trois pilines majeag révele en plus du motif
LPXTG, la présence d’'un motif conserve, YIR qualifié par Ton-That de « motif piline »

dont la lysine est capitale dans la formationlaléibre SpaA, sa nation en alanine ou en



arginine inhibe toute polymérisatiofTon-That 2003). Lorsque les séquences ¥Pet
LPXTG sont intégrées dans la séqgeeed’'une protéine sécrétée Sleaureusexprimée che.
diphtheriae,la polymérisation de cette protéine auliendiquant ainsi la fonction essentielle
de ces éléments conservés dans la polymiénisabvalente catalysée par les sortases pili-
spécifiques (Ton-That 2003). Le motif piline n'étpas retrouvé dans la séquence des pilines
accessoires d€. diphtheriae celui-ci devient un élémemtidentification non ambigi des
pilines majeures.

En 2004, des travaux effectués par la mé&ugeipe permettentitientification d’'un
second motif conservé retrouve dangllagpart des pilines majeures : Yxi XxAPxGY (Ton-
That 2004). Du fait du haut niveau de conseovedu glutamate dans cette séquence, ce motif
est appelé E-Box. De facon itésante, la mutation de caigimate n’a aucun effet sur la
polymérisation de SpaA. En revanche ce rés@vere indispensable a l'incorporation de
SpaB dans le polymére de SpaA et edigllement nécessaire a I'ancrage de SpaC.

En conclusion, l'identification de ces motié®nservés permet de qualifier les pilines

majeures (Fig.16).

Figure 16 : Alignements locaux présntant les motifs conservés trouvés dans les séquences des pilines
majeures utilisées pour cette étude Alignements réalisés avec le logiciel Kalign (2.0) disponible sur le site
EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk/Tools/kalign/index.htjnlLes résidus hautementrgervés sont surlignés en
turquoise. Les résidus essentiels sont indiquéseger Les numéros d’accessioniffot des pilines majeures
sont les suivants : SpaA (Q6NF81) SpaD (Q6NKO05) SpaH (Q6NEPEL) déhtheriaeNCTC13129 ; FimP
(ANA_2510) FimA (ANA_0024) déA. naeslundiiMG-1 ; BcpA (Q81D71) dé. cereusATCC14579 ; EpbC
(Q836L8) deE. faecalisV538 ; Gbs80 (QBEOS9) d& agalactiae2603V/R ; RrgB (Q97SC2) d&. pneumoniae
TIGRA.

A l'exception de I'opéron dé&. pyogenesu ni le motif pilineet ni le motif E-Box
n‘ont été identifiés par alignemede séquence, ces élémestmit présents chez toutes les
autres bactéries. Dans PitB, piline majeure du PI-2 d&. pneumonigeces motifs sont

divergents de la séquence conserdel référence (Fig.16) (Bagnoli 2008).
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Dans les alignements de séquences initialement réalisés par Ton-That, il est proposé que
EbpC soit la seule piline majeure chiezfaecalis(Ton-That 2004). Or, €tude ultérieure des
trois pilines EbpA, EbpB et EbpC met enidance que chacune d’elles présente les motifs
spécifigues des pilines majeures (Nallsplaly 2006). Etant donné le manque d’études
biochimiques supplémentaires, il est impossibletrdacher sur la véable identité de la

piline majeure dans I'opérabp

I11.4.2 Pilines accessoires

Comme indiqué précédemment les pilinesgditéneures ou accessoires ne présentent
pas de motif piline dans leur séquence (sauf exception faecaliy et leur délétion
n'empéche pas la formation de la fidfeon-That 2003, Budzik 200 Mora 2005, Mishra
2007, Dramsi 2006, LeMieux 2006, Bagnoli 2008). La localisation des pilines accessoires
n'est pas aussi clairement définie que celle des pilines majeures, on les retrouve soit décorant
le pilus sur toute sahgueur, soit présentes a chacuneadsmités. Certaines d’entre elles
ont pour fonction d'ancrer le pilus a lsurface du peptidoglycane ou de signaler la
terminaison de I'élongation. La fonction d’adhésine associée a une des pilines accessoires est
par contre assez bien décrite chez plusieurs especes bactériennes.

Dans la souche NEM316 d& agalactiagla piline accessoire PilA (I'orthologue de
Gbs104 dans la souche 2603V/R) est responsibladhésion de ladutérie a des cellules
epithéliales alvéolaires humainiesvitro et cela indépendamment eformation de la fibre
(Dramsi 2006). L'analyse bioinformatique dedéquence de PIilA indique I'existence d’un
domaine adhésif von Willebrarde type A (VWA) (Konto-Ghioghi 2009). Il est bien établi
gue les domaines VWA dans le®gines eucaryotes jouent uerémportant et tres répandu
dans les interactions protéipeotéine via un site d’adhésion ion-dépendant (MIDAS pour
metal ion-dependant adhesion sitep sont notamment des ions Met Mg? qui stabilisent
le domaine | de l'intégrine.2 1 (Gotwals 1999). Cette fonoti est retrouvée lorsque le
domaine VWA est présent dans des prot®ibactériennes : une souche mutante BMWA
montre une diminution d’adhérence a dedlules épithélialespulmonaires (A549) ou
intestinales (TC7) en comparaison aleesouche sauvag&onto-Ghiorghi 2009).

Chez la souch&. agalactiae2603V/R, les deux pilines accessoires, Gbs104 et Gbs52
(orthologues respectifs deilA et PilC dans la souchdEM316) possedent des fonctions
d’adhésine car des souches mutanigiss104ou (gbs52présentent une adhérence réduite a
des cellules pulmonaires épithédis par rapport a la souchaugage (Krishnan 2007). Le site

de liaison aux cellules eucaryotes dans Gbs52 adéntifié et se localise dans le domaine



N2. Cette analyse moléculaire a pu étrenége grace a la résolution de sa structure
cristallographique (Krishnan 2007). Gbs52 cgenpose de deux domaines, N1 et N2, qui
présentent tout deux une stture de type immunoglobulineviersé (Fig.17). Bien que leur
topologie en sandwich soit proche, il existe quelques diffééices structurales. En effet, les
feuillets du domaine N1 sont plus courts quedcelu domaine N2 et sont décorés de deux
hélices AB et BC. De plus, le domaine NZggnte une longue queue C-terminale riche en
proline absente dans le domaiN1 (Fig. 17, A). Outre cesftirences, les domaines N1 et
N2 se composent de 7 brinantiparalléles organisés en ddaxillets dont I'organisation est
similaire a la topologie des domas de répétition CnaB, présents dans plusieurs pilines de
bactérie Gram-positif et identifiés initialentetians I'adhésine Cna (pour collagen-binding
protein) deS. aureugDeivanayagam 2000) (Fig.17, B et Ca protéine Cna est responsable
de I'adhérence d8. aureusau collagene, elle se compabane région A qui lie le collagéne
et de régions B, répétées, ages CnaB, dont le role est geesenter la région A de facon

optimale pour favoriser 'adhésion atigsus hétes (Deivanayagam 2000).

Figure 17: Le domaine N2 de la piline accessoire Gbs52 8eagalactiagrésente une topologie de CnaB.

A. Structure cristallographique compléte de Gh&2Structure et topologie du domaine CnaB de la protéine
Cna deS. aureusLe code couleur utilisé pour la structure (a gauche) permet de visualiser I'organisation
schématique des feuillets(a droite).C. Structure et topologie du domaine N2 de la protéine Gbs52. Le code
couleur est identique a celui utilisé pour le CnaBsdmireus(Krishnanet al. 2007)

Chez C. diphtheriag les pilines mineures semblent également impliquées dans
'adhérence des bactéries aux cellules humaibBeseffet, dans le cas du pilus spaABC, la
délétion individuelle des pilines mineuresaBpet SpaC, ainsi qukeur double délétion,
diminue jusqu’a 90% la fixation des bactéréesles cellules pharyngées humaines (Mandlik
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2007). Le r6le de SpaB da le contr6le de la longueur du polymére SpaA et dans I'ancrage
de celui-ci a la paroi bacténee a été proposé sur la bawss phénotypes observés dans la
souche(spaB: les fibres de pili sont plus longues qlans la souche parentale et sont libérés

dans le milieu de culture (Mandlik 2008).

[11.4.3 Des ponts intramoléculaires covalents au sein des pilines

La résolution de la structure cribtgraphique de lgiline majeure deS. pyogenes
Spyl128, a mis en évidence une modification pa@stttctionnelle particuli@ : la formation

d’une liaison covalente entreslehaines latérales de résidlys et Asn (Kang 2007) (Fig.18).

Figure 18: Les ponts intramoléculaires de la piline majeure Spy128 d& pyogenesA. Structure compléte et

topologie de Spy128 présentant les ponts intramoléculaires. La structure de Spy128 est représentée en ruban et
les résidus impligués dans les deux ponts intramoléculaires sont représentés par des sphéres. La Lysine
équivalente a celle trouvée dans les motifs pilinesneliguée en rouge ainsi que le motif de type LPxBG.

Zoom sur le pont intramoléculaire du N-domaine, a gauche chez Spy128, & droite chez le mutant Spy128 E117A
(PDB 3B2M et 3GLD respectivement). Les résidus impliqués dans les ponts sont représentés en baton et boules.
C. Réaction chimique permettant la formation du pont intramoléculaire (&aalg2007, Kanget al 2009).

La piline Spy128 est une molécule allongéene longueur de 98A formée par deux
domaines, N et C qui présentent des strestale type immunoglobuline inversé (Fig.18, A).
Au sein de chacun de ces domaines est iifentn pont covalent dre les résidus Lys36-
Asnl168 et Lys179-Asn303 (Fig.18) (Kang 2007). @&sidus sont entourés par des acides

aminés aromatiques ce qui modifierait pKa local et perntgait a ces ponts de



s’autocatalyser (Wikoff 2000). Les glutamates 117 et 258 stabilisent chacune de ces liaison en
établissant des ponts hydrogeénes avec les gmoenqis NH et C=0 (Fig.18, C). La formation
du pont covalent Lys-Asn conduit a la perte dom ammonium, soit 17 Da. La mesure de la
masse de Spyl28 par spectrométrie de mastecohérente avec leerte de deux ions
ammonium, confirmant la présence des deoxts intramoléculaires dans la protéine en
solution. Le réle de chacun des résidus impkgd@ns la formation des ponts a été vérifié par
mutation des résidus Lys, Asn et Glu en Ala masse des protéines mutées démontre
I'absence de formation des ponts intramolécetamu sein de chawel d’elles (Kang 2007).

De plus, la résolution de la structure @ikgraphique de la fime mutée Spyl28 E117A
confirme que la mutation du résidu glutamaiboli la liaison Lys-Asn et méne a un
changement conformationnel des résidus de peoche environnemé (Kang 2007) (Fig.18,

B). Ces ponts intramoléculaires covalents jouentdle essentiel dans la stabilisation de la
piline Spy128. En effet, une diminution de staéjlimesurée par dichroisme circulaire et par
sensibilité a la digestion tryigie est observée pour les @ioes mutées E117A et E258A
(Kang 2007, Kang 2009). En 1946, Rebecca C. Larldefidrait et caractérise des antigenes,
dits antigenes T, d&. pyogenegarticulierement résistant la digestion protéolytique
(Lancefield 1946). Il faut attendre pres @6 ans pour comprendre la raison d'une telle
stabilité : les antigenes T sont les pili, polyegdont les sous-unités sont associées de fagon
covalente, et dont chaque sous-unité el-méme stabilisée par une liaison interne
covalente.

Des liaisons intramoléculaires covalentds méme type sonprésentes dans les
structures cristallographiques d’autres pilines, I'adhésine Créa dareuset le domaine N2
de la piline Gbs52 d8. agalactiaeOr les auteurs respectifs de ces travaux ne les ont pas eux-
mémes identifiés, c’est Kang et ses collabanatequi, ayant observés présence des ponts
dans Spy128 ont recherché desdtres analogues dans les lsade données (PDB : Protein
Data Bank) (Kang 2007, Deivanayagam 2000, Krishnan 2Q0&al)gnement des séquences
de pilines majeures met en évidence une forte conservation des résidus Lys, Asn et Glu
impligués dans les ponts covalents, gai conduit Kang a pposer que ces ponts
intramoléculaires sont caractéristiques des pilines de bactéries Gram-positif et peuvent étre
comparés a la fonction de silédation des ponts disulfures.

Derniérement, deux structures cristallograpleis de pilines majeures SpaA et BcpA
trouvées respectivement ch€z diphtheriaeNCTC13129 eB. cereusATCC14579 ont été
résolues (Kang 2009, Budzik 2009) (Fig.19). p#ine majeure SpaA est une molécule
allongée formée de trois domaines, représentédoed vert et bleu sur la figure 19A. Le
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domaine central présente un pont intramolécailanpliquant les résidus Lys199 et Asn 321,
alors que le domaine C-terminal (en blptgsente un pont intrastéculaire (Lys363-Asn482)
ainsi qu’un autre élément stabilisateur : umtpdisulfure (Fig.19A) (Kang 2009). Pour la
piline BcpA, seule la structure cristallograghé d’une forme tronquée de la protéine a été
obtenue (Fig.19B). Celle-ci présente sralomaines nommés CNA2, XNA et CNA3 qui
présente chacun un pont intramoléculaire. fagon intéressante, I'étude d'une forme
recombinante de BcpA compléete, ne permet d’identifier que les trois ponts intramoléculaires
présents dans les domaines CNA2, XNA @WA3. En revanche, lorsque BcpA est
polymérisée un dernier pont intraléculaire est identifiable dans le domaine CNAL, en plus
du pont intermoléculaire impliquant la Thréonihe motif LPVT d’'un monomeére de BcpA et

la Lysine du motif piline, YPKN d’'un secormtonomere. Ces résultats suggerent donc que
contrairement aux trois ponts intramoléculanles domaines CNA2, XNA et CNAS3, celui du
domaine CNAL1 n’est formé que lorsque la pilies polymérisée, augmentant ainsi d’autant
la stabilité de la fibre générée (Budzik 2009).

Figure 19: Identification de ponts intramoléculares chez les pilines majeures SpaA et BcpA. Structure
cristallographique de SpaA, la piline majeure du pilus SpaABCCdeliphtheriae Le pont disulfure est
représenté en jaune (Kaagal.2009).B. Topologie globale et structure cristallographique partielle de BcpA, la
piline majeure dd. cereus(Budziket al.2009). Dans les deux cas, les ponts intramoléculaires sont indiqués en
rouge.



[11.4.4 Organisation structurale des pili

Le nombre de pilines accessoires présentes dans les ilots de pathogénécité chez chaque
espéece bactérienne est variable. Cette donnéeno#ygar conséquent la structure du pilus et
son mode d’assemblage.

Chez les bactéries qui ne présentent qu’une seule piline accessoire, comme par exemple
chez B. cereuset A. naeslundii un modele unique d’organisation du pilus est propose.
L’'analyse par microscopie élegnique a transmission couplad’immunomarquage indique
gue la polymérisation de la piline majeure ferme squelette du pilus, alors que la piline
accessoire semble localisée a I'extrémité distde cette structure (Budzik 2009, Mishra
2007) (Fig.20, Modele a deux pilines). Chigzcereusla fibre résulte déa polymérisation de
BcpA et la piline accessoire BepB y est aséecies motifs piline et LPVTG de BcpA sont
indispensables a I'étape de polymérisationdBk 2007, Budzik 2008) et le motif IPNTG de
BcpB permet son incorporation a la fibre BcpA (Budzik 2009). CAexaeslundii le
squelette du pilus est comgosle FimA pour le pilus | eFimP pour le pilus Il avec
respectivement a leur extréénles adhésines FimB et FimQ (Mishra 2007, Chen 2007).

Chez les bactéries qui présentent deux@dli accessoires, les modéles d’assemblage
sont plus complexes et different selon I'espemetdrienne. Le modeéle le plus simple est celui
proposé ches. pyogenesu la piline majeure Spy128 forme le squelette du pilus et les deux
pilines accessoires Spyl30 etaCpont localisées respectivamea la base du pilus et a
I'extrémité distale, ce qui est en accorce@ava fonction d’adhésine de Cpa (Linke 2010)
(Fig.20, Modéles a trois pilines - Mod€élg. Dans le cas du pilus SpaABC @ediphtheriae
un modele de I'organisation des pilines ag#posé en 2008 (Fig.20, Modeles a trois pilines
- Modele2). La polymérisation de SpaA construitdgquelette du pilud;adhésine SpaC est
localisée uniqguement a I'extrémité distale, alors que la seconde piline accessoire SpaB peut
étre incorporée dans la fibre de SpaA et la base du pilus: dans ce cas, SpaB
interviendrait comme signal de fin d’élongationdéincrage de la filer & la paroi (Mandlik
2008). Le dernier modele a trois pilines est celui proposé chez la souche NEMS16 de
agalactiaeFig.20, Modeles a trois pilines - Modele B)adhésine PilA, outre sa localisation
a I'extrémité distale du pilus, serait également incorporée dans la fibre de PilB alors que PilC
est essentiellement positionné a la hseilus (Nobbs 2008, Konto-Ghiorghi 2009).
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Figure 20: Modéeles de I'organisation généraleles pili chez les betéries Gram-positif. Le modéle a deux
pilines est issu des données recueillies dezereugBudzik et al. 2009) et cheZA. naeslundiiMishraet al.
2007). Les modeles a trois pilines proviennent des études menées sur le pilus Spa@BG@ipltheriae

(Mandlik et al. 2008), les pili de&s. pyogenef.inke et al. 2010) et les pili d&. agalactiagNobbset al. 2008 ;
Konto-Ghiorghiet al. 2009).

l11.5 Structure et assemblage du pilus ches. pneumoniae
[11.5.1 Les pilines du PI-1

Trois pilines sont présentes dans I'opéron PI-1Sd@neumoniad|IGR4 : une piline
majeure RrgB et deux pilines accessoires, RrgA et RrgC. Contrairement a la plupart des
pilines identifiees jusqu’'a lors, les miés du pneumocoque présentent toutes des
pentapeptides non conventionnels, a savoRYB pour RrgA, IPQTG pour RrgB et VPDTG
pour RrgC (Fig.21).

RrgB est la piline majeure. C’est une protéine de 665 résidus qui possede un motif
piline YP N (Lys183) et une E-Box, YYLITKPAGY (Glu577). Une analyse
bioinformatique prédit la présence d’'un don@iCnaB a I'extrémité C-terminale (Fig.21).
L'observation des pili par microscapi €lectronique a dnsmission, couplée a
'immunomarquage avec des antipsranti-RrgB, permet de ldcser cette protéine tout au

long de la fibre ce qui valide sa fonction de piline majeure (Fig.22) (LeMieux 2006).



Figure 21: Représentation schématiquée la topologie des protéines Rrg d&. pneumoniaeLes domaines

PFAM (CnaB et VonWillebrandt) correspondemix prédictions obtenues a partir du gitep:/smart.embl-
heidelberg.de Le CWSS prend en compte le motif LPXTG, le domaine transmembranaire ainsi que la queue
chargée positivement.

Les pilines RrgA et RrgC sont les pilinascessoires. RrgA porte essentiellement la
fonction adhésive du pilus (Nels@007). Une souche mutante TIGRGBC, qui n’exprime
donc que RrgA, présente la méme efficacigdtierence a des cellal&549 que la souche
sauvage et la protéine recombinante péeifRrgA démontre également des propriétés
d’adhésion aux cellules humain@éelson 2007). L’analyse de &équence de RrgA indique
la présence d'un domaine de type VWA, déécrit comme imptiué dans la fonction
d’adhésion de PilA che3. agalactiaget de deux domaines CnaB (Fig.21). La fonction de
RrgC chez le pneumocoque n’est pas étabhbtte protéine se compose de deux domaines

CnaB consécutifs (Fig.21).

Figure 22: Immuno-localisation de la piline majeure RrgB du PI-1 de5. pneumoniaeCliché de MET d’une

bactérieS. pneumonia&lGR4 immuno-marquée par des anticorps polyclonaux de sodigB visualisés par

des anticorps secondaires anti-souris couplés a des particules d’or de 18 nm. L’échelle représente une distance de
1pm (LeMieuxet al.2006)
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[11.5.2 Modéles d’assemblage du pilus che3. pneumoniae

Chez le pneumocoque, l'organisation géleemdu pilus reste controversée puisque
guatre modeles ont été proposés depuis 2006,d#ata premiere puisation décrivant le
pilus (Barocchi 2006). Les deux premiers modelasété congus a partir de I'observation des

pili en surface de la bactérie. Les deux suivantt issus de I'analyse de pili natifs purifiés.

En 2006, Barocchi et ses collaborateurs progdsgoremier modeéle de cette structure
a partir de clichés de microscopie électqua a transmission couplée a I'immunomarquage
de chacune des pilines (Barocchi 2006). Rrgérait localisée a la surface bactérienne
suggérant que cette piline accessoire a une fonction d’ancrage du pilus. Les anticorps anti-
RrgB décorent toute la longueur Idefibre, ce qui est en accoagtec le role de piline majeure
de la protéine. La piline mineure RrgC &stalisée a I'extrémité distale du pilus (Fig.es
Fig.27 modelel).

Figure 23: Immuno-localisation des pilines du PI-1 dé&. pneumoniaeE. Cliché de MET d’une bactéri.
pneumoniaeTIGR4 immunomarquée par des anticorp®RrgA visualisés a l'aide d'anticorps secondaires
couplés a des particules d'étr. Cliché de MET d’'une bactéri®. pneumoniag@|GR4 immunomarquée par des
anticorps .-RrgB (5 nm) et.-RrgC (10 nm).G. Plus fort grossissement d’'une bact&iepneumoniad@lGR4
immunomarquée par des anticorp®rgB (5 nm) et.-RrgC (10 nm) (Les fleches indiquent le marquage anti-
RrgC). L'échelle représente une distance de 200 nm (Barecah2006)

La méme année, le groupe de Camilli réalise des expériences tres similaires, mais
présente des résultats divergesnismodéle 1, notamment en ce goincerne la localisation de
RrgA (Fig.24et Fig.27 modele 2) (LeMieux 2006). Daces cas en effet, plusieurs molécules
de RrgA sont regroupées, et ces organisatsoms$ distribuées périodiquement le long de la
fibore RrgB. De plus, sa localisation a la mimane n’est visualisée que chez un mutant

TIGR4(rgBC, n'exprimant ni RrgB et ni RrgGLeMieux 2006). Dans ce travail, la



localisation de RrgC n’a pas étéudiée et n'est donc pas inaudans le modele 2 présenté

Figure 27.

Figure 24: Immuno-localisation des fines RrgA et RrgB du PI-1 deS. pneumonia. Cliché de MET d’'une
bactérieS. pneumoniag@lGR4 immunomarquée par des anticorpRrgB révélés par des anticorps secondaires
couplés a des billes d'or de 18 nm et par des anticoRigA révélés par des anticorps secondaires couplés a
des billes d’or de 12 nm. Les fleches indiquent lequage RrgA. L'échelle représente une distance de 0.5um
(LeMieux et al.2006)

En 2008, Hilleringmann et ses collaboratearslysent 'assemblage des pilines a
partir de pili extraits epurifiés (Hilleringmann 2008). L'obseation de ces structures par
microscopie électronique #&ansmission couplé a un triple immunomarquage montre
I'association des fibres RrgBn protofilament de 3.5 nm de diametre, sur lesquels sont
associés des groupements RegA (Fig. 25 et Fig. 27modele 3). RrgC est également
distribuée le long des fibres RrgB, associée ouawux clusters de RrgA. Ce troisieme modele

est en accord avec le modeéle 2.

Figure 25: Immuno-localisation des pilines RrgA, RrgBet RrgC sur des pili purifiés provenant de la
soucheS. pneumonia€lIGR4. Les pili purifiés ont été incubés avec des anti-sera dirigés contre RrgA, RrgB et
RrgC conjugés respectivement a des particules d'or derl% nm et 10 nm. L'échelle représente une distance
de 100 nm (Hilleringmanret al.2008)

L’intérét de cette approche sile dans la purification depili et leur observation en
microscopie électronique. L'anede structurale de ces macmlécules montrent une super-

organisation en « coiled-coil » des polymes RrgB générant defibres de diametre
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compris entre 7 et 9.5 nm, en accord avec legsailes pili mesurés a la surface des bactéries
(Barocchi 2006, LeMieux 2006, Hilleringmann 2008) (Fig. @odele 3).

Enfin en 2009, la méme équipe révise son neoda se basant sur une analyse des pili
purifiés, et des sous-unités isolées, pEEM (Scanning Transmission Electron Microscopy)
(Hilleringmann 2009) (Fig.26t Fig.27, modele 3).

Figure 26: Immunolocalisation des pilines mineures RrgAet RrgC a partir de pili natifs purifiés de la
souche TIGR4. A Analyse par ME en coloration négative des pilines recombinantes produit&.cbézlLa
barre d'échelle représente une longueur de 10Bwnimmuno-localisation des pilines mineures RrgA (1) et
RrgC (2). Les fleches noires permattele visualiser la polarité des fds grace a la protrusion latérale des
pilines RrgB. La fleche blanche indigles groupements d’anticorps margtiées pilines accessoires. La barre
d’échelle représente une longueur de 20 nm (Hilleringneaaih 2009).

L’association en super hélickes protofilaments observés lats I'étude précédente est
interprétée comme un artefact de la préton, non homogene, des fibres de pili.
L’'optimisation des protocoles de préparatios @ehantillons bactériens, de purification des
pili, et des méthodes de coloration négataiesi que I'amélioration de la résolution en
microscopie €électronique perttent d’observer et d’analyseles pili individuels, non plus
associés en « coiled-coil », aussi bien a téase du pneumocoque qu’a partir de préparations
de pili purifiés (Hilleringmann 2009). Des exmces d'immunomarquage avec des anticorps
dirigés contre chacune des pilines sont réalisées sur ces fibres individuelles. La technique de
microscopie électronique employée (STEM) peratiebserver directement les Ig : la haute
résolution ainsi atteinte perme¢ montrer de fagcon non ambiggée RrgB forme la fibre du
pilus et que RrgA et RrgC sont chacunes pri&sea une extrémité de la fibre (Hilleringmann

2009) (Fig. 26, B). L'orientation di fibre native est définie da ces travaux par I'analyse



structurale des sous-unités recombinantes purifiées, en employant le méme outil de
microscopie électronique (Hilleringmann 20q®)g. 26, A). RrgA est formé d’'un chapelet
flexible de quatre petits donmes d’'une longueur totale appimative de 18 nm. La protéine
recombinante RrgB a la forme d’'un haricot 2 nm de long et présente une protrusion
latérale. Enfin, RrgC la plus petite des trois pilines semble étre composé de 2-3 domaines et
présente une longueur approximative de 10 nign @6, A). Ainsi, basé sur ces informations

et sur I'analyse des pili natifs purifiés, Hiilegmann et ses collaborateurs proposent que la
fibore du pilus est composéd’approximativement 150 monweres de RrgB qui se
chevauchent lIégérement et dont 'orientationdeéginie grace a la pmtsion latérale de la

piline majeure. Cette observation permet égal@nde montrer qu’'un monomere de RrgA est
localisé a l'extrémité distalele la fibore et un monomérde RrgC du cété proximal
(Hilleringmann 2009) (Fig. 26B). Ce quatrieme modele eglus en adéquation avec les
données recueillies concernant les pilines accessdRrgA est I'adhésine du pilus, il parait
donc important qu’elle soit présente a I'extréndistale de la fibre pour faciliter 'adhésion

du pilus aux cellules hotes, bien que sa localisation le long de la fibre puisse augmenter
I'avidité d’'une telle interaction. La position &¥gC a la base du pilus permet d’envisager une
fonction dans I'ancrage du pildsla paroi bactérienne, commesleggére le phénotype de la
souche mutante TIGR#rgC, dans laquelle les pili se détachent plus facilement de la surface
bactérienne et sont retrouvés en quantitas pimportante dans le milieu de culture
(Hilleringmann 2009).

Figure 27: Modeéles de I'organisation générale des pili du pneumocoquees modeéles 1 et 2 sont basés sur

des analyses par MET couplé a de I'immunomarquage des pili en surface de laSomckemoniad@lGRA4.

Dans le modéle 2 la localisation de RrgC n’a pas été investigué ce qui explique son absence. Les modeéles 3 et 4
sont proposé a partir de I'analyse des pili natifs ggifioit par MET couplé a de I'immunomarquage (modéle 3)

soit par MET a balayage couplé a de 'immunomarquage (modéle 4).
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I11.6 Réle des sortases
[1.6.1 C. diphtheriae: les premiers éléments de réponse

Les travaux pionniers de Ton-That 2803 sur I'assemblage du pilus SpaABCGle
diphtheriaeindiquent que les pili desactéries Gram-positif songks a la paroi bactérienne
et sont le résultat de I'assemblage covalernditférentes pilines. Les protocoles d’extraction
de ces pili nécessitent l'usage d'agerdégradant le peptidoglycane, des enzymes
(muramidase ou lysozyme) ou de l'acide faue. Ces extraits solubilisés de paroi
bactérienne sont analysés par immunodétectmRs séparation sur SDS-PAGE et transfert
sur membrane. Dans le cas du pilus SpaABQeliies expériences réstes avec un anticorps
anti-SpaA permet de visualiser deux espefliférentes. Une premiere bande apparait a une
masse apparente proche de celle du monoa@r8paA. En revanche, une échelle de haut
poids moléculaire (ou HMW pour High Moldem Weigth) immunoréactive est également
visible soit sous forme de barsddiscretes, dans le cas du traitement a la muramidase soit
sous la forme d’une trainée apres traitendeldcide formique, montrant que les pili chez
diphtheriaerésultent de I'assemblag®valent de pilines Spake polymere étant lui-méme

associé de facon covalente @&oi (Fig.28) (Ton-That 2003).

Figure 28: Analyse du pilus SpaABC deC. diphterize. Western Blot.-SpaA des pili SpaABC traités (-) par
simple chauffage en présence d’agent réducteur, (M) parrdaramidase, (F) par de I'acide formique (F) (Ton-
Thatet al. 2003).

Les enzymes sortases, a l'origine de s=®eaiations covalentes, reconnaissent comme
substrats les motifs LPXTG des pilines ettlamsferent sur un groupement amine accepteur,
catalysant ainsi une réamti de transpeptidation. Ch€z diphtheriae les pilines SpaA, SpaB
et SpaC sont codées en opéron avec la softgs@i est en réalité une sortase de classe C

mais dont la nomenclature n'a pas été médifi La délétion de cette sortase conduit a



I'abolition des formes Spafww suggérant le réle de la sortase A dans la polymérisation de
SpaA (Ton-That 2004). De plugomme mentionné précadment, la mutation du motif
LPXTG de SpaA ou la mutation de la lyside motif piline empéche la polymérisation de
SpaA. Ainsi, basé sur le mécanisme de trapg8gation médié par lesortases ménageres,
Ton-That propose que (i), la sortase recontamitPxTG d’'un monomeére SpaA et clive la
liaison Thr-Gly (ii), I'acyl-enzyme ainsi génés@bit une attaque nucléafe par la lysine du

motif piline d’une nouvelle sous-unité, ces étapes aboutissent a la formation d’'une liaison
peptidique entre deux pilines SpaA (Ton-TB&04). Cette hypothese est validée en 2009 par
I'équipe de Kang qui montre a partir de pili purifiés, digérés a la trypsine et analysé par
spectrométrie de masse, que la liaison intermoléculaire entre deux pilines SpaA fait bien
intervenir le résidu Thr du motifPxTG et la lysine du motipiline (Kang 2009). Dans la
souche NCTC13129 de. diphtheriae en plus du gensrtA, il existe 4 génes codant pour des
sortases de classe C et un geodant pour la sortase ménagéert-SAfin de vérifier le réle

de chacun d’eux dans la polymérisation de Spaa génes ont été individuellement délétés et
les souches mutantes analyspaswestern blot anti-SpaA. Auge des délétions de sortases
n'a d'effet sur la polymérisation de SpaA. Dans le cas du muianE, la présence de
SpaAwmw dans un échantillon simplement boudih présence de SDS traduit un défaut
d’ancrage du polymére SpaA a la paroi. En conclusion, €hediphtheriae la sortase
ménagere SrtF semble jouer un réle dans lagedu pilus a la parajors que la sortase A

est nécessaire a I'assemblage du pilus. Desgtutiérieures montrent que les sortases de
classe C, trouvées dans les opérons SpaAR@DEF et SpaGHI n'ont d’'effet que sur les
protéines LPXTG codées dans le mémerapgTon-That 2003, Ton-That 2004, Ton-That
2005).

Qu’en est-il des deux pilines accessoires SpaB et SpaC ? En 2007, Swaminathan
contruit chezC. diphtheriag une librairie de mutants exprimant qu'une seule des six
sortases a la fois. L'analyse par western ldweec des anticorps anti-SpaB et anti-SpaC, des
pili produits par ces souches mutantes indique que seule la souche exprimant la SrtA permet
la formation de SpabBw et SpaGuw (Swaminathan 2007). L'année suivante, la piline
mineure SpaB est identifiée comme étant le subspetifique de la sortase F, ancrant le pilus
a la paroi (Mandlik 2008). Les données ainsumllies permettent de proposer un mécanisme
d’assemblage du pilus SpaABC @& diphtheriaedans lequel la sortase A joue un role
prépondérant puisqu’elle est capable polymériser SpaA et tler SpaC a la fibre de SpaA.

L'intervention de la sortase F permet a son fauprise en charge de SpaB qui dans ce cas



Introduction

précis peut-étre soit simplement incorporé a la fibre, soit représenter le signal de fin

d’élongation et d’ancrage a pearoi bactérienne (Fig.29).

Figure 29: Modéle de I'assemblage du pilus SpaABC de. diphtheriae A. représentation schématique de la
polymérisation du pilus médié par SrtA (colorée en nbae)résidu Lysine du motif piline et la Thréonine du
LPXTG sont indiquésB. Représentation schématique de I'ancrage du pilus polymérisé médié par la sortase
ménageére SrtF (colorée en bleug).Modele proposant comment SpaB peut se retrouvé incorporé dans la fibre
de SpaA. La piline majeure SpaA estarée en verte, les pilas accessoires SpaB et SpaC sont colorées en
orange (Mandlilet al. 2008)

[11.6.2 Pourquoi trois sortases cheZ.pneumonia€?

La souche TIGR4 d&. pneumoniag@résente dans son géne quatre génes codant
pour des sortases : la sortase ménagere Stidigtsortases de classe C codées par le PI-1.
De facon trés intéressante, cet ilot de pathogéraesi le seul, identifié a ce jour, qui présente
un nombre équivalent de genes codant poursddases et de génes codant pour les pilines.
De cette observation, a émergé la proposition suivante : « une piline-une sortase », qui sous-
entend que chaque sortase présenterait une spécificité stricte pour I'une des pilines. Mais aprés
guelques années d’étude du PI-1, les mécanidfassemblage du pilus et les spécificités de
substrats de chaque sortase paraissent bisncpimplexes que ne laissait supposer cette

hypothese un peu simpliste.

[11.6.2.1 la polymérisation de RrgB

Contrairement aux autres bactéries Graositif, chez le pneumocoque, la sortase A
n'est nécessaire ni a l'assemblage du pilus &tson ancrage a la pabmctérienne. En effet,
apres extraction des pili par un traitement a base de mutanolysine (enzyme clivant les liaisons
1-4 NAM-NAG) et de lysozyme, l'analyse parste&rn blot anti-RrgRles pili d'une souche
(srtA indique que celle-ci estapable de produire RrgBw et que sa capacité a localiser les
pili & la paroi est identique a celle d'une souche sauvage (LeMieux 2008). Les mémes auteurs



montrent que chez une souche TIGR4 n'exprimant aucune sortase de classe C, aucune
polymérisation de la piline majeure ne peitte détectée par western blot anti-RrgB,
suggérant que l'une des sortases, au maisis,nécessaire a la polymérisation de RrgB
(LeMieux 2008). Lorsque chacune des sortassismutée individuellement, chaque souche
mutante demeure capable de produire un palgnie RrgB et les pili produits sont tous
localisés a la paroi bactérienne (LeMieux 2008'est la raison pour laquelle les auteurs
concluent que les sortases C-1, C-2 eB @résentent une fonction redondante pour la
polymérisation de RrgB (LeMieuf008). L’inactivation de la 82-1 dans la souche TIGR4
réduit, dans nos conditions expérimentalies,taux de polymérisation de RrgB, et une
accumulation de RrgB monomeérique est dafglet dans notre échantillon (Manzano 2008)
(Publication 1 Figl.A). Dans la méme étude, 'utiligatide protéines recombinantes solubles
nous a permis de mettre en évidence gueubation a 37°C pendant 16h de RrgB avec la
SrtC-1 dans un ratio 1 :2 coritla la polymérisation de Rrgi vitro. Lorsque la sortase C-3

est utilisée dans les mémes conditions, seul buatdde fibre peut étre visualisé par western
blot anti-RrgB, indiquant que Ifecacité de catalyse de la SHEest moindre que celle de la
SrtC-1. En revanche, aucune polymérisationRdgB n’est détectée en présence de SrtC-2
(Manzano 2008).Ces résultats indiquent que dans nos conditions expérimentales la
polymérisation de RrgB est principalementdié@ par SrtC-1 et SrtC-3 peut en partie

suppléer cette fonction contraireman®rtC-2 qui en est incapable.
[11.6.2.2 I'incorporation des pilines accessoires

Selon les travaux de Falker réalisés 2008, les SrtC-1 et C-2 permettraient
I'association de RrgA au pilus. En effet, pates souches de pneumocegdélétées des trois
sortases de classe C (TIGE2) et chez lesquelles chacune des sortases est individuellement
surexprimée, seules les souches TIGR4srtC-1 et TIGR4(C ’srtC-2 sont capables
d’'incorporer RrgA dans les pili (Falker 2008a méme année, I'équipe de Camilli montre
€galement, mais par une approche de simpleidiéléue RrgA peut étre incorporé au pili par
la SrtC-1 car chez un mutant de délétemC-1, aucune forme Rrgéww n’est observée
(LeMieux 2008). Par corg, ces auteurs indiquent que |1aCSB peut aussi intégrer RrgA
dans le pilus, ce qui va a I'entoe des données obtenues par Falker.

En ce qui concerne l'incorporation da piline accessoire RrgC, les deux groupes
présentent une nouvelle fois des résultats erradiction. Dans un caseule la SrtC-1 est

capable d’incorporer RrgC auxipiFalker 2008), dans l'autre sales deux sortases SrtC-1 et
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C-3 sont capables d’accomptette fonction (LeMieux 2008)ré¢ nouvelle fois la fonction

de chacune des sortases dans I'incorpmmades pilines accessoires reste controversée.

111.6.2.3 les structures dessortases de classe C

En 2008, les structures cristallographiquesSaiC-1 et SrtC-3 ont été résolues par
Clothilde Manzano a I'IBS dans I'eqpe d’Andréa Dessen (Manzano 200Bullication 1).
Bien que les SrtC-1 et C-3 ne présenterd igdentité de séquence que de 26.5%, ces deux
protéines montrent une topologiandaire avec un coeur en tonneauentouré d’hélices
(Fig.30).

Figure 30: Structures cristallographiques des sortases C-1 et C-3 & pneumoniaeA. Structure globale de

la sortase C-1 en bleu et de la sortase C-3 en vertdduex enzymes présenteneunpologie similaire avec un
tonneau central, composé de 8 feuilletsanti-paralléles entouré d’hélices. Les résidus de la triade catalytique
sont représentés en jaune et le couvercle qui md&niege au site catalytique est représenté en ordhge.
Zoom sur le site actif et sur les interactions entredsisius de la triade catéityue et ceux du couvercle.

Ces deux sortases présentent chacune un site@oposé d’'une triade catalytique (en jaune
sur les structures). Pour larsse C-1, les résidus alittiques sont la stéine 193, I'arginine

202 et l'histidine 131 alors que pour la sortas@ (a-triade catalytique est formée par les
résidus cystéine 206, arginine 2d6histidine 144. Contrairemea la sortase ménagére SrtA



de S. aureusl’acces au site actif de cesrtases est masqué par un couvercle (représenté en
orange sur les structures) qui est maintenu etiggo$ermée. En effet, certains acides aminés
du couvercle interagissent soit directemawéc des résidus catalytiques (Asp58 — Arg202
dans SrtC-1; Asp73 — Arg215 dans SrtC-2)t sont positionnés juste en face (Trp60 —
Cys193 dans SrtC-1 ; Phe75 — Cys206 dans SrtC-2) (Fig.30). Ces données suggerent donc que
I'acceés au site actif vdépendre de I'ouverture diouvercle et que ceterniere intervient
probablement suite a la reconnaissaspécifique du substrat.

La structure cristallographiqude la troisieme sortase, SrtC-3 a aussi été résolue
(Neiers 2009). Cette derniére présente umatitt de séquence de 58% avec SrtC-1 et de

27% avec SrtC-3, et une topologieilaire aux deux précédentes.

[11.7 Conclusion

L'adhésion des bactéries aux cellules hétésuasprocessus essentiel dans les étapes
initiales de colonisation des tissus. Ces meécagssnécessitent le concours de facteurs de
virulence divers et variés trouwén surface de la bactérie.

Des structures fibrillaires nommeées pilit @é récemment identifes a la surface des
bactéries Gram-positif et démontrés comme ayant un réle dans les étapes initiales de
colonisation des tissus hét&abord observés par microscepélectronique, 'avenement des
séquencages complets de génomes bactériengermis l'identification des éléments
géneétiques associés a ces structures. De fatéressante, les génes codant pour les sous-
unités structurales des pili satdés dans le méme opéron quedEments néssaires a leur
assemblage: des enzymes appelées sortases. En effet, les premiéres études moléculaires
réalisées sur les pili des bactéries Gram-positif attestent que ces structures sont le résultat d’un
assemblage covalent de différentes pilineslységpar des sortases ce qui expliquerait leur
caractere particulierement résistant.

En fonction de la bactérie considérée le nombre de piline et de sortase est variable.
Néanmoins, les étudesopinieres réalisées ché&z diphtheriaeont permis de déterminer
I'existence de pilines dites majeurs et dont layparisation représente le squelette du pilus et
de pilines dites accessoires qui décorent baefiet qui ont un réle soit d’adhésine soit
d’ancrage. Des éléments conservés ont été identifiés au sein des pilines majeurs : le motif
piline et le motif E-Box. Alors que le @mier élément semble indispensable a la
polymérisation des pilines majeurs, le@ed n’a pas de rble clairement attribué.
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La résolution cristallographique depdine majeure Spy128 de S. pyogenes a mis en
evidence l'existence de ponts intramoléceésirau sein des pilines dont la fonction
stabilisante a été prouvée. Des liaisons covalatdanéme type sont présente chez d’autres
pilines de bactéries Gram-positif ce qui semble en faire une de leur caractéristique commune.

Quant est il des pilines du pneumocoqueésémtent-elles des parintramoléculaires ?

Chez certaines bactéries, telle qDediphtheriae les mécanismes de biogenése du
pilus commencent a étre élucidés et font lhir@té. Chez le pneumocoque plusieurs modeéles
divergents de formation du pilus ont été propaaéte a des études de délétions génétiques.

La résolution cristallographique des trois sortases de classe Gcheeumoniaedique la
présence d’'un couvercle qui bloque l'accéss#e actif de I'enzyme. Ces informations
suggerent donc que lactivité enzymatique ces sortases nécessite l'ouverture de ce
couvercle et est probablementdi@éine spécificité de reconaaance du substrat. Néanmoins,
aucune donnée biochimiqgue permettant d’expliquer précisément ces mécanismes de

reconnaissance au niveau moléoela’est encore disponible.
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MATERIELS & METHODES

|. Souches, vecteurs anilieux de culture

|.1 Les souches

Trois souches bactérienne€dcherichia coliont été utilisées pour cette étude
- E. coliDH5. (supE44,0acU169, (B0 (JacZ M15), hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, r@lA1

- E. coli BL21 (DE3) RIL (F- ompT hsdS(rB- mB-) dcm+ Tetr E. coli ga(DE3) endA Hte [argU ileY
leuw Camr}
- La souchée. coli (DE3) STAR €- ompT hsd$(rs-ms-) gal dcm rne131 (DE3)

|.2 Les vecteurs
Le Vecteur pLIMO1

Le vecteur pLIMOl1 est dérivé du vectedfexpression pLX02 de PX Therapeutics
(Grenoble). Il présente une cassette de e&sist a I'ampicilline et un site de clonage
permettant de fusionner six résiduistidine du coté N-terminale la protéine d’intérét. Le
site de clonage est précédé d’'un promoteurdith) opérateur lactose (non représenté sur la
carte) ainsi que d'un RBS (Ribosome BindiSge). Ce plasmide porte le geflaelq qui
permet de réprimer la transcriptialu géne par fixson du répresseulacl au niveau de
'opérateur lactose. En présence d’'IPTG celldixe le répresseu’ADN polymérase T5

d’E.coli peut alors transcrire lgene d’intérét.

Figure 31: Organisation sclématique du vecteur pLIMO1



Les vecteurs bi-cistronique pETO@e pACYCDuet® et pCDFDuet®

by

Les trois vecteurs présentent respectivement des résistances a I'ampicilline, au

chloramphénicol et a la streptomycine et dsiies de clonage nommés MCS1 et MCS2 (pour
Multiple Cloning Sites). Chacun d’eux est précédé d’'un promoteur T7, d'un opérateur lac et
d’'un rbs. Pour chacun des MCS1, une séqueodart pour une étiquette poly-histidine peut-
étre utilisée en amont du geaeloner. Pour chacun des ®E, une séquence codant pour un

S-Tag peut-étre utilisée eval du gene a cloner, celuiatant suivi d’un codon stop.

Figure 32: Organisation schémtique des vecteurs pETDuet®p ACYCDuet® et pCDFDuet®.
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|.3 Les constructions

Deux types de constructions oné éttilisées lors de cette étude : Les constructions initiales
ont été réalisées dans le vecteur pLIMO1 (pane Marie Di Guilmi) et les constructions
nécessaires au systeme de co-expression éntééatisés dans les vecteurs bi-cistroniques
PETDuet®, pACYCDuet® et pCDFDuet® (Novagen).

[.3.1 Constructions dans le vecteur pLIMO1

Les régions codantes des pilines SPO&RR)A), SP0463 (RrgB) et SP0464 (RrgC)
chezS. pneumonia@lGR4 ont été utilisées pour les clonages dans le plasmide pLIMO1. La
region codant pour le peptide signal a I'extiténN-terminale a été délétée et remplacée par
une étiquette poly-histidine clivable, grace ajdut d’'un site spédifue reconnu par la
protéase Tev. A I'extrémité C-terminale, le G® a également été délété permettant ainsi
d’obtenir des protéines recombinantes sasbINéanmoins, pour chacune des pilines les

motifs LPXTG spécifiques ont étérervés (Fig.33, Tableau 4).

Figure 33: Représentation schématique des protéineatives et des constructions des pilines dans les
vecteurs pLIMO1.



Tableau 4: Informations relatives aux protéines ntives et aux protéines recmbinantes provenant des
constructions réalisées dans le vecteur pLIMO1.

Protéine . . .| Masse théorique (Da)| Masse théorique (Da) / Pi
Nombre acides aminés . P
/ Pi (sans Méthionine)

RrgA native 893 99 730.73/5.84 99 599.54/5.84
His*-RrgA 851 95 302.84 /5.63 95171.65/5.63
RrgA clivée His-Tag 831 92 773.09/5.35

RrgB native 665 71364.09/5.01 71232.90/5.01
His*-RrgB 625 67 584.30/5.25 67 453.11/5.25
RrgB clivée His-Tag 605 65 054.56 / 4.95

RrgC native 393 44 712.00/5.71 44 580.80/5.72
His*-RrgC 368 42 088.40/5.82 41 957.21/5.82
RrgC clivée His-Tag 348 39 558.66 / 5.34

* : Etiquette poly-histidine clivable par la protéase Tev

[.3.2 Constructions dans les vecteursETDuet®, pACYCDuet® et pCDFDuet®

Les régions codantes ded®r (39-868), RrgB (30-633)RrgC (22-368), SrtC-1 (17-
228), SrtC-2 (9-220), &rtC-3 (32-254) ched. pneumonia@IGR4 ont été utilisées pour les

clonages dans les vectebiscistroniques pETDuet®, p8YCDuet® et pCDFDuet®.

Les séquences codantes RegA et RrgB ont été resptivement clonées dans le
MCS1 et le MCS2 du vecteur pETDuet de telle sorte que la protéine RrgA produite a partir de
ce vecteur présente une étittaepoly-Histidine non clivablé son extrémité N-terminale

alors que RrgB présente une étiquette S-Tagnaextrémité C-terminal(Fig.34, tableau 5 et

6).

Figure 34: Carte du vecteur pETDuet RrgA RrgB
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Les séquences codantes de RrgC et Srtttlété respectivement clonées dans le
MCS1 et le MCS2 du vecteytACYCDuet de telle sorte qua protéine RyC produite a
partir de ce vecteur présente une étiquptily-Histidine non clivable a son extrémité N-
terminale alors que SrtC-1 ne porte aucunguétie puisqu’un codon st@pété inséré a la fin

de sa séquence codante (Fig.35, tableau 5 et 6).

Figure 35: Carte du vecteun pACYCDuet RrgC SrtC-1

Enfin, les séquences codantes de SrtCt-3 ont été respectivement clonées dans
le MCS1 et le MCS2 du vecteur pCDFDuettdle sorte que les deux protéines produites a

partir de ce vecteur ne portent anelétiquette (Fig.36, tableau 5 et 6).

Figure 36: Carte du vecteur pCDFDuet SrtC-2 SrtC-3



Tableau 5: Liste des amorces utilisés poudes clonages destinés aux co-expressions.
Amorces Sequence
RrgA_F62Bam| 5' CGC G GAT CCG GAA ACG CCT GAA ACC AGT CCAGCG 3
RrgA_R62Sal | 5 GCG GTC GAC TCA ACC ACC AGT TCG AGG ATATTCTCTC 3
RrgB_F63Eco | 5 CGC G ATATCG GCT GGG ACG ACAACAACATCTGTTACC 3
RrgB_R63Xho | 5° GCG CTC GAG ACCACCCGTTG TGG GATAGT G 3
RrgC_F64Bam| 5 CGC G GAT CCG GTC CAA GCG CAA GAA GAT CAC ACG 3
RrgC_R64Hind| 5° GCG AAG CTT TCATTC TTC CCC TGT ATC TGG CAC &’
SrtB_F66Nde | 5 CGC CAT ATG GAA TCA AAT CAA CAAATT GCT GAC 3
SrtB_R66Xho | 5° GCG CTC GAG TCA ATG ACT G& TTT GTT TGC TGC AAT AAA 3
SrtC_F67Nco | 5° CGC CC ATG GGC GAG TCA AAC GAG GTT ATT AAA GAG3
SrtC_R67Not | 5° GCG GCGGCCGC TCATTG CCC ACG CTC TCT CACCGC TCG ¥
SrtD_F68Nde | 5 CGC CAT ATG CAG TCT CTT GGA CAG GTG AAAGGTC 3
SrtD_R68Xho | 5 GCG CTC GAG TCA AGA GGT TGC AAC ACG CGATACAG 3

Tableau 6: Informations relatives aux protéines recombinantes obtenue a partir des constructions
réalisées dans le vecteur pETDuet (pour RrgA eRrgB) pACYCDuet (pour RrgC et SrtC-1) et
pCDFDuet (pour SrtC-2 et SrtC-3).

Protéine Nombre acides aminés Masse theo_rlque (Da) /| Masse theorlqu.le (_Da) / Pi
Pi (sans Méthionine)
His_RrgA 844 94 328.70 /5.52 94 197.51/5.52
RrgB_STag 636 68 463.32/4.95 68 332.13/4.95
His_RrgC 361 41 114.27 / 5.66 40 983.07 / 5.66
SrtC-1 213 23 857.10/5.06 23725.91/5.06
SrtC-2 214 24 183.51/5.05 24 052.32 /5.05
SrtC-3 224 25088.31/5.09 24 957.11/5.09

[.3.4 Récapitulatif des vecteursconstruits pour cette étude

La totalité des vecteurs consteupour I'étude ainsi que lesignnucléotides utilisés pour les

réalisés sont listés en annexe (Annexes 1 et 2)

1.3.5 Récapitulatif des souches d’ex@ssion réalisées pour cette étude

Les premieres souches utilisées notamment pour I'étude des pilines individuelles ont
eté réalisées dans des souches d'expredsiaroli BL21 (DE3) RIL par Anne Marie Di

Guilmi avant mon arrivée au laboratoire (cf. Annexe 2 A).

Les 32 combinaisons nécessaires au systéenco-expression ont été réalisées dans
des souches d’expressi@coli STAR car contrairement aux souchescoli BL21 (DE3)
RIL, celles-ci ne présentent pas de résistaratarelle au chloramphénicol, résistance portée
par le vecteur pACYCDuécf. Annexe 2B).
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Les 57 soucheB. coliSTAR exprimant des vecteursutés nécessaires a I'analyse

complete des co-expressions sont listées dans I'annexe 3 C.

l.4 Milieux de culture et antibiotiques

[.4.1 Milieux de culture

Les soucheE. colisont cultivées en milieu riche :

Liquide Luria Bertina (LB) : contenaritOg de Bacto-Tryptone, 5g de Bacto-Yeast

extract et 10 g de NacCl par ét{milieu destiné aux précultures)

- Liquide Terrific Broth (TB) : contenarit2g de Bacto-Tryptone, 24g de Bacto-Yeast
Extract et 4 ml de glycérol par litre (milieu destiné aux cultures)

- Liquide SOB : contenant 20g de Bacto-Tiype, 5g de Bacto-Yeast Extract, 0.5g de
NaCl et 2.5 ml de KCI 1M par litre auxquels sont ajoutés 10 ml de MJZI(milieu
destiné a la préparation de cellules compétentes)

- Liguide SOC : contenant du SOB supplémenté de 20 ml de glucose 1M stérile (milieu

utilisé pour les cultures baci&nne fraichement transformées)

- Solide : LB supplémenté de 15g d’agar

[.4.2 Antibiotiques

L'ampicilline (Euromedex), le chloramphiéol (Euromedex) et la streptomycine
(Euromedex) sont ajoutés aux milieux de culture (liquides ou solides) a une concentration

finale de 100ug/ml, 34pg/ml et 50ug/ml respectivement.



lI. Techniques de biologie moléculaire

II.1 Clonage

Amplification de fragment d’ADN par PCR (Polymerase Chain Reaction)

L’ADN polymeérase utilisée est 'enzyme Phusion (Finnzymes)
Mélange réactionnel :
100 ng d’ ADN génomique TIGR4
0.5 uM de chaque oligonucléotide
200 uM de chaque dNTP
10 pl Tampon de réaction 5X
x ul H20 (gsp 50ul)
0.5l Phusion (2U/ul)
La réaction d’amplification PCRébute par un dénaturation initiale a 98°C puis nécessite 35
cycles des étapes suivantes:
- Dénaturation de 'ADN a 98°C durant 10 secondes
- 30 secondes d’hybridatiospécifique des oligonuclédes a une température
fonction de la composition en AT et GC de ces derniers
- Elongation a 72°C avec 'ADN polyméragseraison de 30 secondes par kilobase
d’ADN
La réaction nécessite ugngation terminale d’une durée de 10 minutes a 72°C.
Les produits PCR sont ensuite purifies ad&idu kit NucléospirExtract 1I® (Macherey

Nagel) et élués dans 50 pl d’eau.

Digestion par des endonucléases de restriction
Les réactions sont réalisées comme suit :
15pul de produit PCR (insert) ou 10ug de vecteur
Tampon de restriction approprié 10 X
1ul endonucléase 1
1yl endonucléase 2
Les digestions ont généralement lieu a 3diCant 2 heures. L’ADN digéré est analysé sur
gel d’agarose, extrait et purifig 'aide du kit Nucléospin Hsact [I® (Macherey Nagel) et

élué dans 30ul d’eau.
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Ligation
La ligation des inserts et slevecteurs digérés est réabspar I'ADN ligase du phage T4
(Fermentas). Les réactions sont réaliséesuteha température ambiante avec toujours deux

ratios vecteur/insert :

Ratio vecteur/insert 1/2 1/3
Ligase 1pl 1pl
Tampon ligase 1l 1l
H20 qg.s.p. 10pl 10ul

Les produits de ligation peuvent ensustervir a transformer les bactérigs coli DH5.

compétentes

II.2 Mutagenese

Les mutations ont été introduites dans les difiés vecteurs soit par mutagenése dirigée
basée sur la PCR soit par clonage lorsqu’un veatéermédiaire muté était déja disponible.

Mutageneése dirigée basée sur la PCR

Les mutations ponctuelles ont été réalispas PCR a l'aide du kit QuickChange® Il XL
commercialisé par Stratagene. La polyasérdu kit est I'enzyme Pfu Ultra.
Mélange réactionnel:
10 ng de matrice ADN (vecteur X)
125 ng oligonucléotide D
125ng oligonucléotide R
1 pl ANTP mix
5 pl Tampon de réaction 10X
3 ul Quick solution
34.5 ul HO
+ 1ul Pfu Ultra (2.5U/ul)
La mutagenese nécessite 18 cycles PCR des étapes suivantes:
- Dénaturation de la matrice & 95°C durant 50 secondes
- 50 secondes d’hybridatiospécifique des oligonuclédes a une température
fonction de la composition en AT et GC de ces derniers

- Elongation a 68°C avec I'’ADN polyméraaeaison de 1 min par kilobase d’ADN



Le produit PCR est ensuite digéré 1 h a 37°Cl'pazyme Dpnl qui a pour particularité de
digérer TADN méthylé donc lanatrice ADN. Le produit PCR (1pltraité a la Dpnl peut

ensuite servir a transformer les bactéBesoli DH5 . compétentes.

11.3 Préparation des cellules « Ultra-compétentes >E. coli STAR

Le protocole utilisé est issu de la « métht®mie » pour la préparat et la transformation
de cellulest. coli « Ultra-compétentes » (Inoue, 1990).

Tampons de transformation Inoue

-MnCl,.4H20 55 mM
-CaCh.2H20 15 mM
-KCl 250 mM
-PIPES (0,5M, pH6,7) 10 mM

(PIPES: piperazine-1,2bis¢thanesulfonique acid))

5ml de LB sont inoculés avec un stock congelé de la sductai STAR (DO 0.3) et cultivé
16h a 37°C sous agitation. Cette préculturarestulée dans 250 ml de milieu SOB incubé a
37°C sous agitation jusqu'a atteindre unegfd@e 0,6. La culture est alors arrétée par
centrifugation a 2500g durant 10 minutes. Le suenag est éliminé, puig culot bactérien
est repris dans 80ml de tampon Inoue froide Wouvelle centrifugation estalisée et le culot
bactérien ainsi obtenu est repaigroid dans 20ml d'Inoue. 1Bl de DMSO sont ajouté a la
suspension bactérienne qui repose 10 minutes d& glace avant d'étre utilisable pour
transformation ou pour congélatica I'azote liquide. Les gliots congelés peuvent étre

conserveés 2 a 3 mois sans diminution notable de la compétence.

II.4 Transformation des cellules compétentes

1pul de PCR de mutagenese ou 10 pl de layabu 1pl d’ADN plasmidique sont incubés en
présence de 50ul de cellules compétentes per3fantinutes dans la glace, puis soumis a un
choc thermique a 42°C pendant 45 secondescélides sont ensuite placées dans la glace
durant 2 minutes puis incubées durant 1 @eur37°C sous agitation dans 450ul de milieu
SOC. Les cultures bactériennes sont centrifugess le culot bactérien est repris dans 50l
de SOC pour étre finalement étalé sur boiteékei contenant du LB agar supplémenté du ou
des antibiotiques de sélection. Les boitas smsuite incubées 37°C toute la nuit.
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I1.5 Mini préparation plasmidique et séquencage

Pour chaque vecteur réalisé, deux colonies ont été sélectionnées aléatoirement et cultivées
16h a 37°C dans 4 ml de LB contenant I'antibiotique de sélection.

1 ml de cette culture permet de constituer un stock glycérolé conservé a -80°C et a partir des 3
ml restants, 'ADN plasmidique est extraitl'aide du kit Nucleospin Plasmid QuikPure
(Stratagene). Chacun des vecteurs réalisé dergette étude a été vérifié par séquencage

(Beckman Coulter).



lll. Techniques biochimiques

l1l.1 Production des protéines recombinantes en grand volume

50 ml de LB contenant I'antibiotique approprié sonculés a partir des stocks glycérolés de
E. coliBL21(DE3)RIL ou STAR et cultivés 16h a 37din de servir de préculture. Celle-ci
est ensuite transférée dans 1L de TB canteiantibiotique approprié et incubée a 37°C
jusqu'a une D&onm approximative de 0,5. La surexpressitas protéines d'intérét est induite
par lI'ajout d'IPTG 0.5 mM pendant 3 heures a@7es cultures sont ensuite centrifugées 10
minutes a 4000 rpm. Les culots bactérienst sepris dans 50mL de tampon A (50 mM
HEPES pH 7,5/ 200 mM NaCl / 20 mM Imidazotentenant 1 pastille de Complete EDTA-
free (Roche) et lysés par soaiion. Les lysats sont erigucentrifugés 20 minutes a 18000

rpm et le surnageant conserveé pour purification.

l11.2 Production des protéines recombinantes en mini-cultures

Toutes les protéines recombinantes destinges analyses des co-expressions ont éte
purifiées en paralléle sules plaques multi-puits.

4 ml de LB contenant l'antibiofiie approprié sont inoculés arfrades stocks glycérolés de
E. coli STAR et cultivés 16h a 37°C afin de serde précultures. 100ul de chacune des
précultures sont ensuite trangfés toujours en plaque multiifsudans 4ml ddB contenant
I'antibiotique approprié et incubés a 37°Cahir2 heures. La swpression des protéines
d'intérét est induite par I'ajout d’'IPTG 0.5 mpéndant 3 heures. Les cultures sont ensuite
centrifugées 10 minutes & 4000 rdmes culots bacténs sont lysés chimiquement durant 20
minutes par 1 ml de BugBuster® 1X (Novayealilué dans du tampon A (50 mM HEPES
pH7,5 /200 mM NaCl / 20 mM Imidazole) et supplenté de 2ul de r-lyzozyme (Novagen)
et 0.8 pl de benzonase nucléase (Novagen). lyssts bactériens sont clarifiés par une

nouvelle centrifugation puis les surme@mts conservés pour purification.

I11.3 Purification des protéines recombinantes

Les purifications des protéines, pour leétude individuelle, ont été réalisées par
chromatographie d’affinité au nickel sur unéorme HisTrap de 1 ml (Amersham), le lavage
est effectué avec 45ml de Tampon 20(mM HEPES pH7,5 / 200 mM NaCl / 20 mM
Imidazole) . L’élution est réalisée par un gradieroissant d’Imidazole a I'aide d'un Tampon
B (50 mM HEPES pH7,5 / 200 mM NaCl / 500 niMidazole). Les élutions de purification
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sont analysées par électrophorese sur gel polyacrylamide en conditions dénaturantes
(pourcentage du gel polyacrylamide variable7dg% a 15% selon la protéine considérée).

Les fractions contenant les protéines d'intépét sassemblés et dialysées une nuit contre un
Tampon C (50 mM HEPES pH7.5 /50 mM NacCl).

En fonction des analyses réalisées sur les protéines recombinantes I'étiquette poly-histidine
peut-étre clivée par l'utilisain de protéase Tev (Tobacco EYGhus) produite au laboratoire.

Le clivage a lieu durant 2 heures a un ratio @rbtéine :Tev) et les protéines d’intéréts sont
séparées de la Tev par une nouvell@etatographie d’affinité Nickel.

La derniere étape de purification est réaligge chromatographie d’exclusion (Filtration sur

gel préparative S200 Superdex HR de 120 ml).

Cas particuliers : purifications des complegaécessitant des étapes supplémentaires

- Purification du complexe RrgB-RrgC catalysé par SrtC-1
Aprés chromatographie d’affinité au nickel sune colonne HisTrap de 5 ml (Amersham), les
fractions contenant le complexe RrgB-Rrg@htsrassemblées, dialyseeontre un tampon D
(50mM MES pH6.0 / 50 mM NacCl) et soumds une chromatographie sur une colonne
Ressource-Q 6 ml échangeuse d’anions (@BHHcare). L’élution est réalisée par un
gradient de sels (NaCl 50-250 mM). Une dema étape de chromatographie d’exclusion
(S200 Superdex, GE Healthcare) est réaltsges un tampon EEQmM MES pH6.0, 150mM
NaCl). La quantité finale de complexe puritibtenue est de I'ordre de 500 pg par litre de
culture.

- Purification du complexe acyl-enzyme RrgC*SrtC-3
Apres chromatographie d’affinité au nickel sune colonne HisTrap de 5 ml (Amersham), les
fractions contenant le complergC*SrtC-3 sont rassembléesalysées contran tampon F
(50mM HEPES pH7.0 / 50 mM NaCl) et sounasisune chromatographie sur une colonne
Ressource-Q 6 ml échangeuse d’anions (@BHHcare). L’élution est réalisée par un
gradient de sels (NaCl 50-250 mM). Une dera étape de chromatographie d’exclusion
(5200 Superdex, GE Healthcare) estliséa dans un tampon (GO0mM HEPES pH7.0,
150mM NaCl). La quantité finale de complexeifi@robtenue est de I'ordre de 1 mg par litre

de culture.



l11.4 Minipurification des surn ageants de co-expressions

Les surnageants provenant des mini-cultudes co-expressions, sanviron 750ul, sont
purifiés sur le syteme His-MultiTrap® HP-columns (GE Healthcare). Ce systeme en plaque
présente 96 mini-colonnes contenant chacunaésiee Nickel sepharose haute performance,
permettant ainsi de réaliser les mini-purificati@msparallele. Les colonnes sont lavées 2 fois
par du tampon A avant le dépdt des surnageatttiens qui est suivi de trois étapes de
lavage par du tampon A. Les protéines d'intésdnt €luée en une seule étape par ajout de

200 pl de tampon B.

l11.5 Analyses des protéines

[11.5.1 Analyse des protéines par électroph@se en conditions dénaturantes (SDS-
PAGE)

Les échantillons protéiques sont incubés avecamution de bleu Laemmli de concentration
finale 1X (Composition 1X : 62.5mMris pH6.8 / 2% SDS / 650 mM-mercaptoéthanol /

10% glycérol / 0.1% bleu de bromophénplis chauffés & 100°C durant 10 minutes. Les
échantillons sont ensuite chargés sur des delgolyacrylamide dont le pourcentage en
Acrylamide/Bisacrylamide est variable en fton de la protéine atysée : 7.5 a 15% ou sur

des gels commerciaux Criterion XT precast gel (Biorad) qui présentent un gradient Bis-Tris
de 4-12% permettant de conserver une baselution tant pour les complexes de hauts
poids moléculaires que pour les petites protihe@ migration est edisée a 200V soit dans

un tampon d’électrophorése 1X réalisé abotatoire (Tris 25mM SDS 0.1% / Glycine

192mM) soit dans le tampdOPS commercialisé par Biorad.

[11.5.2 Coloration des protéines au bleu de Coomassie

Le gel de protéine est plongdurant 30 minutes dans ursolution de coloration de
composition suivante: éthanol 50%, acide igcet 8%, 0.25% Coomassie R250. Celui-ci est
ensuite rincé a I'eau et décoloré par une smiutie décoloration comp®dgar de I'éthanol 5%

et de l'acide acétique 7.5%.

[11.5.3 Transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose

Les protéines séparées par SDS-PAGE sattro-transférées sur une membrane de
nitrocellulose (BioRad) a un voltage de 10@urant 30 minutes. Le transfert est réalisé a

froid en présence d’'un tampon TransBl&t (Tris-HCI 25 mM / Glycine 190mM)
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[11.5.4 Immunorévélation des protéines sur membrane de nitrocellulose

Les membranes de nitrocellulose sont €8s dans une solution de PBS Tween 0.3%
contenant 5% lait dant une heure.

- Pour une détection His-TagLa membrane de nitrocellulose est incubée durant 1
heure avec des anticorps anti-His-Tagmés a la HRP (Horse Radish Peroxydase
commercialisé par SIGMA) utilisés au 1/50080dans une solution de PBS
Tween 0.3% contenant 5% lait.

- Pour une détection anti-RrgA, anti-RrgB ou anti-RrgCa membrane de
nitrocellulose est incubée durant 1h30 avec des anticorps primaires polyclonaux
anti-RrgA, Anti-RrgB ou anti-RrgC quont été produits chez des souris. Ces
anticorps sont utilisés au 1/5686 dans une solution de PBS Tween 0.3%
contenant 5% lait. Apres 3 lavagesRBS Tween 0.3%, la membrane est incubée
durant 1h avec des anticorps secondairessantiis couplés a la HRP utilisés au
1/120008™ dans une solution de PBS Tween 0.3% contenant 5% lait.

- Pour une détection anti-Srt€C- anti-SrtC-2ou anti-SrtC-3 La membrane de
nitrocellulose est incubée durant 1h30 avec des anticorps primaires polyclonaux
anti-SrtC-1, Anti-SrtC-2 ou anti-SrtC-8ui ont été produits chez des lapins. Ces
anticorps sont utilisés au 1/2686 dans une solution de PBS Tween 0.3%
contenant 5% lait. Apres 3 lavagesRBS Tween 0.3%, la membrane est incubée
durant 1h avec des anticorps secondaireslapiti couplés a la HRP utilisés au
1/10006™ dans une solution de PBS Tween 0.3% contenant 5% lait.

Les membranes de nitrocellulose sont endaitées 3 fois par une solution de PBS Tween

0.3%, puis réveélées par chimioluminescence (ECL, Amersham).

[11.5.7 Tests de stabilité par protéolyse da trypsine et séquencage N-terminal

20ug de chaque protéine puéié est mélangé a 50 ng de Tigps(Sigma) et la digestion
enzymatique a lieu a température ambiantamul6 heures. Les échantillons sont ensuite
chauffés a 100°C durant 10 minutes en présdeceleu laemmli 1x puis analysés par SDS-
PAGE. Les protéines sont soit colorées par swiation de bleu d€oomassie soit électro-
transférés sur une membrane Problott®pl@d Biosystems) puis colorées selon les
instructions du fournisseur. Les bandes a apalgst été excisées des membranes Problott®
et le séquencage N-terminal a été réaliséahoratoire d’enzymologie Moléculaire de I'IBS

par Jean-Pierre Andrieu.



[11.5.8 Tests de stabilité par Thermal Shift Assay (TSA)

Les expériences de TSA sont réalisées a I'dide instrument commeialisé par BioRad qui

se compose d’un module 1Q5 couplé a un thermocyceet instrument permet de suivre en
temps réel I'évolution de fluorescence d’édillms, protéiqgues dans notre cas, dans un
format de plaque 96 puits (le principelddechnique estétrit ci-dessous).

25ng de chacune des protéines purifiées RrghBRat RrgC ainsi quéeurs variants sont
mélangés a 21 de Sypro Orange 100x (sonde molégeladans un volume final de 25pl.
Chaque expérience est réalisée en triplicat. Lkarditlons sont ens@tdénaturés a raison de
1°C par minute (20-95°C) et fauorescence émise par la sonde fluorescente est mesurée tout

au long de I'expérience.
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IV Principes
IV.1 Principe du Thermal Shift Assay

Le thermal Shift Assay (TSA) est une im@de qui permet d'étudier la stabilité
thermique d’'une protéine purifiée. Le pripe de la méthode consiste a mélanger
I’échantillon protéique avec un fluorophore, le Sy@range, qui se fixe et ne fluoresce que
dans un environnement hydrophobe. L’échantilldnceauffé progressivement, a raison de 1
°C / min. A basse température, paotéine est repliée, ne présentant a sa surface que des
résidus hydrophiles. Lorsque la températdee fusion Tm de la protéine (pour melting
temperature) est atteinte, [@otéine se dénature, expos ses résidus hydrophobes sur
lesquels le Sypro Orange se fixe et fluorekeeTm est défini comme le point d’'inflexion de
la courbe schématisée figure 37. Afin d’extraieitement le Tm la dérivée premiere de la
courbe est calculée. Au Tm, la courbe obtgmésente un minimum. Si plusieurs espéces se
trouvent en solution ou si la protéine est mdtimaines, il est possible d’observer plusieurs
Tm différents (Pantoliano 2001, Geerlof 2006).
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Figure 37: Schéma du principe de la méthode TSA (en bg. Calcul mathématique effectué par le logiciel
IQ5 donnant un acces rapide aux Tm (en bas)



IV.2 Principe de la plateforme de co-expression chdz coli

Un systeme de co-expression permettant déettetoutes les combinaisons des protéines
impliguées dans la formation du pilus a éé en place afin de comprendre le role de
chacune des sortases dans l'association deggpidincessoires (RrgA et RrgC) avec la piline
majeure (RrgB). Ce systeme a mené a l'obtention de solichesi STAR exprimant une,

deux ou les trois protéines de surface du pilus associées ou non a une, deux ou les trois
sortases. Dans ce systéme, seules les pret&®rgA et RrgC possedeune étiquette poly-
histidine, en N-terminal, permettant leurs ngiens sur une colonne d’affinité Nickel, la
protéine RrgB posséde un S-tag en C-termindésttrois sortases ne portent pas d’étiquette.
Ainsi, seules les protéines interagissantrdmiére forte avec RrgA ou RrgC sont présentes
dans les fractions d’élution d’'une purifin sur colonne NickelC’est la raison pour

laguelle les fractions d’élution sont analyspas Western Blot anti-RrgB ou anti-sortase.

32 souchef. coli STAR ont été nécessaires pour ideatifie rdle de chacune des sortases.
L'expression des protéines a pade ces souches a été sysafiquement testée avant d’étre
analysée plus avant. 57 souches supplémest@&xrprimant des pilines et ou des sortases
mutée ont été réalisées car nécessaires a @eitle (ponts intramoléataires, délétions et

inversion des motifs LPxTG).
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PRESENTATION DES TRAVAUX

Mes travaux de these s'integrent dansthédmatique « hote-padgene » développée au
laboratoire par Anne Marie Di @mi et qui porte plus particidrement sur les facteurs de
virulence du pneumocoque. Mes travaoncernant I'étude du pilus PI-1 8e pneumoniae
ont porté sur (i) la caractérigan biochimique de chacune dpsotéines impliquées dans la
formation du pilus (ii) la mise en plaaiune plateforme de co-expression ctezcoli

permettant d’élucider, étape par étape, les mg&aces moléculaires de la biogenese du pilus.

Comme décrit précédemment dans l'introduction, le pilus est une structure importante dans la
virulence du pneumocoque puisqu'il intervient dans la colonisation, dans I'établissement de
maladies invasives et dans linduction lderéponse inflammatoire chez I'héte (Barocchi
2006). Plusieurs études menées sur le rdle des trois pilines formant le pilus restent
incomplétes (Hava 2002, Munoz-Elias 2008, Nelson 2007, Hilleringmann 2008). D'autre
part, la biogeneése de la structure méme restererlargement incompriset fait I'objet de
nombreuses controverséBarrocchi 2006, LeMieux 200&lilleringmann 2008, LeMieux

2008, Falker 2008, Hilleringmann 2009).C'est dedut d'apporter des réponses a ces
guestions que nous avons choisi d'utildes approches biochimiques et structurales.

Dans un premier temps, nous avons exprimé de facon soluble chacune des pilines et des
sortases, afin de les étudier widuellement d'un point de vue structural dans le but d'élucider

ou de mieux comprendre leur fonction.

Dans un second temps, nous avons cherchénpreadre le role de chacune des sortases
dans la formation du pilus. Les travaux publidans ce domaine consistent a identifier la
fonction individuelle de chaqusortase en analysant le phémat de la souche mutante dont

le gene de la sortase étudié a été inactes. études ne permettgrats d'apporter de réponse

tres claire quant au réle spécifiqgue de chacune des sortases dans la biogenese du pilus. C'est la
raison pour laquelle, nous avons fait le ehal'une stratégie inverse qui consiste a
reconstruirein vitro le pilus afin d'élucider, pas a pdss mécanismes moléculaires de sa
biogenése. Nous avons dindéveloppé une plateformde co-expression chekg. coli
permettant de produire chacune des trois ¢uliret des trois sortases, dans toutes les
combinaisons possibles. Le postulat de démant lequel un consensus est établi, est que

RrgB, la piline majeure, forme le squelette pilus et que les pilines accessoires RrgA et



RrgC y sont associées. Les questions poséescaatnavail sont: quelle(s) sortase(s) catalyse

la polymérisation de RrgB? Comment les piliaesessoires RrgA et RrgC sont-elles incluses

dans la fibre de RrgB? Quelle(s) sortase(sit $mpliguées dans ce processus? Dans notre
systéme de co-expression, seules les pilines accessoires portent des étiquettes poly-histidines
permettant leur purification sur des colonrtes Nickel. Toutes les combinaisons de co-
expression de pilines et de sm®s ont été réalisées et so@®id une purification sur colonne

Nickel et chaque fraction digilon est analysée pour identifiRrgB par immuno-détection.

Ce systeme permet donc d'identifier la formatde complexes covalents faisant intervenir
chacune des trois pilines. Dans ces travaugguob sortase a été étudiée séparément, par
conséquent, leur réle dans la formatiors d®mmplexes peut étre proposé de fagcon non

ambigué pour chacune d'entre elles.
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RESULTATS

|. Analyse structurale des pilines d&. pneumoniae

Une étape préliminaire a I'étude des méaaeis moléculaires de biogénése du pilus est
I'analyse structurale des protéines formant baefj les pilines, et les enzymes qui catalysent
leur association covalente, les sortases.cAurs de ces travaux de these, nous avons eu
recours a l'utilisation combinéde la cristallographie des rayoXsqui permet d’accéder aux
structures de protéines a rikgmn atomique et a d’outilbiochimiques et biophysiques qui
apportent des informations coneant le repliement et la stiité des protéines. L’ensemble
des données obtenues concernant les pilines ont mis en évidence: (1) l'organisation
modulaire de chacune d’entre sll€2) le role de certains rdsis clés dans $einteractions
inter-pilines et (3) lgorésence d’'une modification post-tuationnelle particuliere interne a
chaque piline.

Les pilines du pneumocoque ont été exprimées dans le systéme hétéEnlamlie
Pour chacune d’elles, la délétion du peptidmal et d’'une partiele la région du CWSS en
aval du motif LPXTG, I'hélice transmembire et la région cytoplasmique chargée
positivement, ont permis de produire les pilisesis forme soluble dans le cytoplasme de
souches . coli. L’étude individuelle des pilines a étfextuée soit a partie constructions
déja disponibles au b@ratoire a mon arrivée (vecteur IMO1) soit par des constructions
effectuées au cours de ma these (vectqEIDuet et pACYCDuet). Les structures
cristallographiques ont été réalisées en cotlimn avec I'équipe d’Andréa Dessen a I'IBS

par Clothilde Manzano, Thierry Iz®et Carlos Gntreras-Martel.



.1 Structure de la pline accessoire RrgA

ChezS. pneumonigda fonction d’adhésion du pilus atissus de I'h6te est portée par
la piline RrgA. La délétion du genmegA dans la souche TIGR4 conduit a des défauts de
virulence et de colonisation d& souche mutante dans des mesdéanurins d’'infection par le
pneumocoque (Hava, 2002). Des résultats siragaint été obtenus dans un modéle cellulaire
in vitro : la souche bactérienneexprimant plus RrgA a upouvoir d’adhésion réduit d’'un
facteur huit sur des cellulegpithéliales pulmonaires A549 ¢i¢on, 2007). Enfin, des tests
d’interaction en phase solide montrent que la forme recombinante de RrgA se lie a la
fibronectine, au collagene de type | &tla laminine (Hillemngman, 2008). Au vu de
I'importance du role de RrgA, I'étude structwale cette piline a été menée dans le but de
comprendre les bases moléculaires de latfoma’adhésion associée a RrgA. La résolution
de la structure cristallographique a été effechageThierry Izoré, Carlos Contreras-Martel et
Andréa Dessen a I'IBS (lzoré, 2009). RrgA eee molécule allongée, composée de quatre
domaines (D1, D2, D3 et D4), associés séinéairement en formant un collier de perle
(Fig.38).

I.1.1. Bases structurales de léonction d’adhésion de RrgA

Le domaine D3, localisé a udes extrémités de la protéine, est formé par un domaine
similaire au domaine A3 du facteur de v@fillebrandt (VWA) humain et au domaine |
présent dans plusieurs familles d’intégrine (en jaune dans la figure 38). Ces protéines
eucaryotes sont tres souvent impliquées diess interactions avec d’autres protéines, via
notamment un site MIDAS (Métal lon DépentleAdhésion Site) également présent dans
RrgA (lzoré, 2009). Il est donc envisageable tpgefonctions de reconnaissance de RrgA
pour les récepteurs cellulaires, ttas protéines de la matriegtracellulaire mentionnées ci-
dessus, puissent étre médiées par un ou phssigites portés pare domaine d’origine
eucaryote. De fagon intéressante, ce domaivlgugdire est décoré par des régions structurées
(en rouge et magenta dansfigure 38), dont les séquences sorgérées dans celle codant

pour le domaine de von Willebrandt.
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Figure 38: Arrangement schématique dda structure tertiaire de RrgA. (En haut) RrgA est composée de

guatre domaines, ou D3 est inséré dans D2, et D2/D3 sont insérés dans D1. (En bas) En représentation
tridimensionnelle, les quatre domaines de RrgA soghé$ semi-linéairement en formant un collier de perle;

D1 est représenté en vert foncé (région N-terminalegetclair (feuillet C-terminal); le domaine D2 de type

Cna-B est formé de résidusopenant de la région N-terminale (bleaic] et de la région C-terminale (bleu

foncé) de la molécule. Le domaine de type intégrineegs€senté en jaune, avec deux bras étendus en rouge et
magenta. L'extrémité C-termate de RrgA est composée du domaine D4 (orange) (@@ié2010).



Sur la base de ces données stmates, une analyse de séqueres adhésines de pili chez

les Gram-positifs montre que ces séquences insérées, dans le domaine de von Willebrandt,
sont exclusivement présentes dans les adgedmeétreptocoques (Fi@)X3 La détermination

de la structure tridimensionnelle de RrgA a doms en évidence la topologie et le repliement

originaux de ce domaine D3 ainsi que soigine composite, eucgste et procaryote.

Figure 39: L'Adhésine du pilus de S. pneumoniaemontre des caractéristiques structurales d’origine

multiple. Alignement de séquence du domag de RrgA avec des domaines analogues d’'adhésines de pili
(homologues de RrgA) de. agalactiagB8RD39) etS. pyogeneB8QYF2) de méme qu’avec le domaine | de
l'intégrine eucaryote.2 1. Les résidus identiques sont indiqués en blancs sur fond rouge. Les résidus impliqués
dans le motif MIDAS sont surlignés en vert. Lar3%i7, qui pourrait potentiellement lier un ion métallique
directement via un ligand induisant un changement de conformation, est surlignée en bleu. Les éléments de
structure secondaire correspondant aux bras d'insertion sont indiqués en magenta et rouge; Notez leur absence
dans la séquence de l'intégring 1. La région du bras d’insertion rouge montre le niveau le plus élevé de
divergence (lzorét al.2010)
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[.1.2. Repliements de type IgG et CNA

Le repliement des domaines D1 et B4t similaire a celui des immunoglobulines
(Fig.40). Le domaine D2 quant a lui est forpa I'association de deux séquences protéiques
codées par des séquences éloighiéas de l'autre (Fig.38) emnontre une grande similarité
de structure avec le domaine N2 de la rediofCna_A) présente dans I'adhésine CnaSde
aureus (Fig.40) (Deivanayagam 2000, Zong 2005)r Bdleurs, ce dernier domaine a été
montré comme liant le collagéne de typel lest donc envisageablgu'une partie de la
fonction de reconnaissance de RrgA pour é&epteurs cellulaires puisé&e médiée par ce

domaine D2.

Figure 40: Repliement de type CNA et IgGSuperposition du domaine D2 de RrgA (en bleu foncé et bleu
clair) avec le domaine N2 de la région Cna_A (en beige$. drireug2F68). Superposition du domaine D4 de
RrgA (en orange) avec le domaine IgG (en beige) de la protéine Gbh&2Aadalactiag2PZ4). Les déviations
standards (RMSD : Root Mean Square deviation) sont indiquées. €Zah@005 ; Deivanayagaset al 2000).
(Izoréet al.2010)

1.1.3. Identification de deux pats intramoléculaires dans RrgA

Deux ponts intramoléculaires covalents ont iégntifiés dans la structure de RrgA
(Fig.41). L'un, présent dans le domaine D4,fesahé par la Lys742 et 'Asn854, cette liaison
covalente étant surmontée du résidu Glu803. L'autre pont est inclus dans le domaine D2 et
fait intervenir des résidus de chacune des deux régions le composant : Lys191, Asn695 et
Asp600.



Figure 41: Les ponts intramoléculaires de RrgA. ALe domaine D2 présente une liaison covalente entre les
chaines latérales des résidus Lys191 (bleu clair) B63% (bleu foncé) qui est stabilisé par 'Asp600 et les
groupements hydroxyles de deux Thréonines environnaBtdse pont intramoléculaire du domaine D4 est
stabilisé par le Glu803 qui surmonte la liaison Lys742-Asn854. (&taat2010)

Le role de ces résidus dans la formatios plents covalents a été vérifié par mutagenese
(Tableau 12). La mesure des masses moléculdggprotéines mutantes par spectrométrie de
masse a validée lI'absence de formation des pdintseffet, la formation de la liaison
covalente entre une lysine et une asparagirteadeit par une masse inférieure de 17Da par
rapport & la masse théorique, lémut de la perte d'un ionnamonium. Nous avons ainsi pu
vérifié I'absence de formation d’'un desudeponts dans chacun des simples mutants et

I'absence des deux ponts dangdeible mutant (Tableau 7).

Tableau 7 : Mesure des masses de RrgA et de sesiants par ESI-MS (ElectroSpray lonization Mass
Spectrometry Time-of-Flight) (Izoréet al. 2010)
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[.1.4. ROle de stabilisation des ponts intramoléculaires

Des mesures de stabilité thermique des preRrgA de type sauvage et des formes
mutantes E803A, D600A et EBO3A/D600A oné dffectuées par Theal Shift Assay ou
TSA (Fig.42).

Figure 42: Les Domaines D2 and D4 sont stabilisés par les ponts intramoléculairesnalyse de la
thermostabilité de RrgA de type sauvage (en orangdgsformes mutantes ES03A (en bleu), D600A (en vert)
et EB03A/D600A (en rouge) par TSA (Izatal.2010).

La technique de TSA permet d’évaluer la 8ibthermique d’'une protéine. La dénaturation
de la chaine polypeptidique par la chaleanduit a I'expositiorde zones hydrophobes sur
lesquelles se fixe une sonde qui devient aflugrescente. La courbe dérivée du niveau de
fluorescence en fonction de la température pedaetéterminer une valeur de température de
fusion (Tm) dont la valeur élevéa partir environ de 50°C) esh gage de la haute stabilité
de la protéine considérée. Cette analyse reugdela protéine RrgA digpe sauvage présente
deux maxima : le premier de 51°C (+ 0.5°C), gsii également trouvé chez tous les mutants
de RrgA, et un second pic, moins prononce, domaleur de Tm est de 64°C (+ 0.2°C). Etant
donné que le pic majeur est présent daneXg®riences avec toutes les formes de RrgA
indépendamment de la présence ou de l'alesdrs ponts intramolécules, celui-ci pourrait
représenter la dénaturation du domaine D3. Rouariant RrgA E803A, qui ne présente plus
de pont dans son domaine D4, la valeur dudinsecond pic est abaissé de 2°C par rapport a
celle de la protéine RrgA sauvage. Cetteeobation suggere que le pic mineur correspond a

la dénaturation des domaines plustits (D1, D2 et D4). Des les cas des variants RrgA



D600A et RrgA D600A/E8BO3A, le second picest pas observé. L'absence de ce second
point de transition suggere que I'absencepdat intramoléculaire du domaine D2 engendre
une déstabilisation de I'axe de la moléc®eyA formé par les domaines D1/D2/D4. Ces
résultats indiquent donc que les ponts intramolaires identifiés @z RrgA ont un réle
important dans la stabilisation de la piline.

[.1.5. Analyse de la protéine recombiante RrgA par microscopie électronique a
transmission

La protéine recombinante RrgA a été analysée par Microscopie Electronique a
Transmission (MET) en coloratiarégative (Fig.43 A). La protéiree présente sous la forme
d’'un chapelet d’'une longueur &nm et d'une épaisseur 8enm (Fig.43 A). Ces mesures
sont en accord avec les données cristaloigiques, soit, 19 nm de longueur et 7 nm
d’épaisseur. Le chapelet visible sur les clichés de MET est formé par I'association de quatre
petites perles correspondaaix quatre domaines composant RrgA (Fig.43 A et B). Enfin,
I'adoption de conformations plus ou moins caeb suggéere une certaine flexibilité inhérente

a la structure modulaire de RrgA (Fig.A3 clichés 2 et 3)

Figure 43: Analyse de la protéine recombinante RrgA. AClichés de microscopieedtronique a transmission
de la protéine RrgA monomérique en coloration négatimebarre d’échelle représente une distance de 20 nm
B. Structure cristallographique de RrgA.
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[.1.6. Production du domaine D4

Des travaux meneés au cours de cette théseleldmg d’étudier I'incorporation de RrgA
dans le pilus ont nécessité la production ddorme minimale de RrgA contenant le motif
YPRTG. C’est la raison pour laquelle le daime D4 a été produit indépendamment du reste
de la protéine RrgA. La construction gégée a été congcue sur la base des données
structurales. Le géne a été cloné dans le ptespiETDuet de telle sorte a ce que la protéine
résultante présente une étiquette poly-histida son extrémité N-terminale (Fig.44). La
protéine recombinante His-Dlexprime de facon soluble. Son analyse par spectrométrie de
masse révele la présence du pont intramoléeukai2-N854. En effesa masse moléculaire
mesurée de 16 992 Da est en accord avec la perte d’'un ion NH3, par rapport a sa masse
théorique (17 009 Da).

Figure 44: Production du domaine D4 recombinant. A.Topologie de la protéine RrgA présentant ses
différents domaines (en haut) ; Représentation schématile construction du domaine D4 dans le vecteur
bi-cistronique pETDuet (en bas). La position de I'étiquptily-histidine ainsi que les résidus impliqués dans la
formation du pont intramoléculaire sont indiquBsStructure du domaine BHD4 recombinantC. Protéine His-

D4 purifiée sur colonne His-Muti Tragprés avoir été surexprimée ctiezcoli (SDS-PAGE, coloration au bleu
de coomassie).



|.2 Etude de la pline accessoire RrgC

[.2.1. Topologie de RrgC

Une analyse bioinformatique de la séquenctageline RrgC basésur la recherche de
séquences similaires (BLAST), d'alignemelg séquences (CLUSTAL) et de recherche de
domaines (Pfam) a révélée la présence d& digions prédites en domaines CnaB (PF05738)
dans la séquence de RrgC (Fig. 45).

REMARQUE : Il est important'indiquer a ce stade du manuscrit que les domaines annotés
CnaB et qui sont prédits par la banqueddenées Pfam présentent des topologies de type
Immunoglobuline. A titre indicatif, nous annoterastens la suite du manuscrit les domaines
CnaB prédits : CnaB (PF05738). La structuistaiographique de RA a montré qu’un pont
intramoléculaire est localisé dalesdomaine D4 de la protéindont la structure est de type

IgG. Or, l'analyse Pfam de RrgA présence domaine IgG comme un domaine CnaB
(PF05738). Conscient de cette incohérence, nous avons néanmoins utilisé les prédictions
Pfam CnaB (PF05738) pour réalidanalyse des alignements déquences présentés dans la
figure 45.

Celle-ci indique la présence de résidus Lysin@latamate hautement conservés, qui dans les
structures cristallographique debs52 et RrgA, sont associés a la formation de liaisons
intramoléculaires. Les résidus Lysine eut@amate sont retrouvés dans des motifs KVD et
GXYXLXEXAPXGY (E-Box) respectivement, alogeie le résidu Asparagg est localisé 25 a

30 résidus en aval du Glutamate. La premiere information importante qui est mise en avant
par cet alignement est I'existence de motifsdBans les séquences de pilines mineures, qui
était jusqu’a lors utilisés comme des éléma@geconnaissance des pilines majeures et dont

la fonction était inconme. La seconde information est geeGlutamate hautement conserve

de ces motifs E-box est associé a la foramtles ponts intramoléculaire comme identifiés
pour RrgA et Gbs52.
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Figure 45: Alignement des séquence€naB (PF05738) des pilines d&. pneumoniae(RrgA, RrgB et

RrgC), S. agalactiag(Gbs52 et Gbs104)B. cereus(BcpB), E. faecalis (EpbB et EpbC) etC. diphtheriae

(SpaG). Les domaines CnaB (PF05738) prédits sont surlignés en vert; les résidus Lysine, Asparagine et
Glutamate impliqués dans les ponts intramoléculaires sont en rouge, et les motifs consensus incluant la Lysine et
le Glutamate sont indiqués en bleu. (El Moré&tjal. 2010)



L'ensemble de ces informations permet de proposer la présence de deux ponts
intramoléculaires dans RrgC, localisés demscun des domaines CnaB (PF05738) : CnaB1 et
CnaB2 (Fig. 46) chacun associé a uneBdx-: E-Box 1 et E-Box 2. Les résidus
potentiellement impliqués dans la fation de ces ponts sont les suivants :

CnaB1 : Lys155, Glu222 et Asn252

CnaB2 : Lys264, Glu322 et Asn354

Figure 46: Les ponts intramoléculaires de RrgCTopologie de la protéine RrgC indiquant la position des
ponts intramoléculaires. (El Mortagt al. 2010)

[.2.2. Mise en évidence des ponts intramoléculaires de RrgC

La prédiction de la présence de deux liaisumslentes dans RrgC et la proposition des
résidus impliqués dans la formation de ces pogtessitait une démonstration expérimentale.
Une forme recombinante de RrgC (résidus 88)3jui présente une étiquette poly-histidine
non clivable a son extrémité N-TerminaleA@YCDuet H6-RrgC) aété produite et son
analyse par ESI-MS a confirmé la présencalel@x ponts intramoléculas (Tableau 8). La
masse moléculaire observée (40948 Da) est en accord avec une perte de deux ions
ammonium (par comparaison avec la masgertque de 40 983 Da). Chacun des résidus
identifiés comme jouant un rdéle dans lanfiation des ponts a été muté en alanine ; les
mutants simples ainsi que le double mutaRRZA/E322A ont été prodluet purifiés de la
méme maniere que la protéimative. Les mesures obtenuear spectrométrie de masse
confirment la perte d’un seul NHbour chacun des mutantydividuels, alors que le double
mutant ne présente plus de différence desmaen comparaison a sa masse théorique. Ces
données confirment que chacun des résidus identifiés, Lys155, Glu222, N252, Lys264,
Glu322 et N354, joue un rble dans la forroatides ponts intramoléculaires de la piline

accessoire RrgC.
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Tableau 8: Analyse par ESI-MS de la protéie recombinante native et de ses mutantéEl Mortaji et al.
2010)

His_RrgC Masse moléculaire moyenne (Da) Nombre de ponts

(Mingo~ Mops ) (Da) intramoléculaires

Théorique Observée par ESI-TOF

native 40 983 40 948 35 2
K155A 40 926 40 908 18 1
E222A 40 925 40 907 18 1
N252A 40 940 40 922 18 1
K264A 40 926 40 908 18 1
E322A 40 925 40 907 18 1
N354A 40 940 40 922 18 1
E222A/E322A 40 867 40 867 0 0

1.2.3. Les deux ponts intranoléculaires stabilisent RrgC

1.2.3.1 Sensibilité a la digestion protéolytique

Les formes natives et mutantes de RrgC obit sles tests de digisn a la trypsine afin
d’analyser leur résistance ageotéolyse (Fig. 47). Ni la forenative, ni le mutant E222A ne
semblent affectés par la digest tryptique, alors que le mutaE322A et le double mutant
E222A/E322A sont dégradés en un produitnd@sse apparente d’environ 30kDa (Fig. 47,
ligne 8 et 11). Il est intéressamhé noter qu’en absence de sy, les trois variants, auxquels
il manque un ou deux ponts iamoléculaires, migrent sur SIMAGE un peu plus lentement
gue la protéine native. Cesiuggéere que les ponts intradollaires peuvent aider a la

formation d’une structure plus coange de la protéine (Fig. 47).

Figure 47: Stabilité protéolytique de RrgC.Produits de digestion tryptique séparés par SDS-PAGE 12,5%. Le
marqueur de poids moléculaire est indiqué a gauche du gel. Les conditions d’ajout ou non de trypsine sont
indiquées au dessus du gel ainsi que les températeimréaction (RT : Températambiante). (EI Mortagt al.

2010)



Une caractérisation plus précise des proddésdigestion de Rrg@ été réalisée par

spectrométrie de masse et séquencage N-terminal (Tableau 9).

Tableau 9: Masses moléculaires ettquences N-terminales des variants BE natif et mutants digérés a la
trypsine. Les masses calculées prennent en compte la prédenceu deux ponts intramoléculaires en fonction
du variant considéré. (El Mortagt al. 2010)

Non digéré Digéré
Masses calculées Massgs Seque_znges Masses mesurées Séquencges N-terminales
mesurées N-terminales
. GSSHHHH
native 40 949 40 948 GSSHHHH 40 010 KELVTVV
GSSHHHH
K155A 40 909 40908 GSSHHHH 39970 KELVTVV
GSSHHHH
KELVTVWV
E222A 40 908 40 907 GSSHHHH 39 969 VEPLAGY
ELVTVVK
GSSHHHH
N252A 40923 40922 GSSHHHH 39984 KELVTVV
28 551 GSSHHHH
K264A 40 909 40908 GSSHHHH 12 893 ND?
12 765 ND?
28 551 GSSHHHH
E322A 40 908 40 907 GSSHHHH 12 893 ND?
12 765 ND?
28 551 GSSHHHH
N354A 40923 40 922 GSSHHHH 12 893 ND?
12 765 ND?

&ND, non déterminé

L’interprétation de ces données est schématidans la figure 48. Pour la protéine
native RrgC et les trois variantsl premier pont inamoléculaire, un clivage par la trypsine a
lieu & l'intérieur du domaine CnaB2, & la posittfKELVT, sans que les deux chaines
polypeptidiques ne soient dissociées (Fig. #R)iquant que le pont iramoléculaire associé
au CnaB2 est capable de maintenir les deagments (Fig. 48). Chez le mutant du second
pont, la protéolyse induit la digestion totale domaine CnaB2 (espece de 25 kDa) et de la
région N-terminale de RrgC (espéce 12 kDa). i€ssltats suggerent donc que le second pont
intramoléculaire joue un réle clé dansdibilisation du domaine CnaB2, mais également
gu’il influence la stabilité gibale de RrgC (Fig. 48)
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Figure 48: Schéma récapitulatif des données obtenuegdades expériences de digestions par la trypsine.
(El Mortaji et al. 2010)

[.2.3.2 Stabilité thermique

Afin de caractériser d’avantage le role gemts intramoléculaires da la stabilité de
RrgC, nous avons procédé a des analysesTharmal Shift Assay (TSA) des différents
variants de RrgC (Fig. 49). larotéine native RrgC préserdeux valeurs de Tm distinctes :
63.7°C (x£0.6) et 77.5°C (x0.5). Eavanche, toutes les formasutantes portant une simple
mutation, et donc dépourvues d’'ursdieux ponts, ne montregti’'une seule valeur de Tm :
K155A (68.3°C ; +0.6), E222A (57.4°C ; +1.3Y252A (61°C ; £1), K246A (66°C ; +2.4),
E322A (65°C ; £0.8), N354A (67°C ; £2.7) (Fig. A®t B). Le double mutant E222A/E322A
qui ne présente plus aucun pont intraécalaire montre une température de fusion
dramatiquement diminuée d’'une valeur 46.9°C (x2.1) (Fig.49 C). En conclusion ces

données indiquent que les ponts intramoléculanfigencent la stabilité thermique de RrgC.



Figure 49: Thermostabilitt de RrgC et de ses variantsLes analyses ont été réalisées par TSA. Les
expériences ont toutes été réalisées au moins trois fois de fagcon indépendante. Les graphiques proviennent d'une
expérience représentative. La coudoerespondant a la protéine nativété incluse dans chacune des figures

afin de faciliter la comparaison avkss différents variants de Rrg8. Thermostabilité de la protéine native et

des mutants du premier por®. Thermostabilité de la protéine native et des mutants du secondGont.
Thermostabilité de la protéine native et du double mutant Glutamate. (El Mo@aj2010)
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|.3 Etude de la pline majeure RrgB

[.3.1. Topologie de RrgB

L’analyse par ESI-MS (ElectroSpray lonimat Mass Spectrometry) de la protéine
recombinante His-RrgB (produite a partir e constructuion pLIMO1_RrgB) indique une
masse de 67 400.51 Da soit 52.6 Daltons de srile sa masse théorique (67 453.11 Da). Ce
résultat laisse donc penser glz protéine renfermeraitdis ponts intramoléculaires, la
formation de chacun d’eux entrainant uneteoaele masse de 17 Da. L’identification des
résidus formant les ponts dans RrgB s’est &asg les données obtenues avec RrgA et RrgC.
En effet, dans ces pilines accessoires, leagiate impliqué dans la formation et/ou la
stabilisation des ponts intramoléculairesrrespond a celui identifié dans la séquence
conservée E-Box, GXYXLXEXAPXGY, le résidusige est inclus dans la séquence KVD et
I'asparagine est localisée 25 a 30 résidus ahdy glutamate. Nous avons donc recherché la
présence de motifs E-Box dans la séquence de la piline majeure RrgB. L’analyse Pfam de la
protéine RrgB a mis en évidence la présed’'un domaine CnaB (PF05738) dans lequel est
trouvé un motif E-Box (E-box 3) (Fig.50 A). Pailleurs, en analysant « manuellement » la
séquence en acides aminés de RrgB, deux nibifex supplémentaires ont été identifiés, E-
Box 1 et E-Box 2 (Fig.50 B). L'alignement ¢ séquence de RrgB avec d’autres domaines
CnaB (PF05738) de pilines mineures aigsiavec la piline majeure Spyl28 a permis
d’identifier les résidus K4N184 et K453-N623 potentiellement impliqués dans les ponts

intramoléculaires associés a respectigat aux E-Box 1 et E-Box 3 (Fig.50 A).

Figure 50: Les ponts intramoléculaires de RrgBA. Topologie de la protéine RrgB indiquant la position des
ponts intramoléculaire®. Alignement des motifs E-box identifiés chez RrgB. (El Morjal. 2010)



[.3.2. Mise en évidence des ponts intramoléculaires de RrgB

Les résidus glutamate de chacun des tnoidifs E-Box identifiés ont été mutés en
alanine, les protéines mutéest été produites, purifes et analysées p&SI-MS (Tableau
10). Les résultats obtenus indiquent que ahages mutants individuels E405A, E577A et
N623A présentent une perte de masse équivalente a un walidtant ainsi leur implication
dans un pont intramoléculaire. En revanchenidation des résidus41A, E143A et N184A
n'a aucun effet puisque ces mutants possedeomme la protéine native, trois ponts
intramoléculaires. Ce résultat est toutefois surprenant si I'on tient compte de la conservation
de ces résidus dans la séquence de RrgB. Nous considérons néanmoins qu’'un pont est
potentiellement établi dans la E-box 1 mettan jeu les résiduk41A, E143A et N184A,
mais que pour une raison encore inconnue, deion n'est pas formée dans la protéine
RrgB recombinante en solution. Il n’enste pas moins qu’il demeure dans RrgB un pont
intramoléculaire non identifié. Nous avons deacherché la présence d'un aspartate, résidu
qui joue un réle similaire dans la formatida pont intramoléculaire du domaine D2 de RrgA.
L'alignement des séquences des pilines RigAgB et de leurs hoatogues chez d’autres
bactéries Gram-positif a permis de définir une séquence consensus qualifiée de D-Box
(Fig.51). Dans RrgB, le résidu D241 est aipgdposé comme impliqué dans la formation
d’'un pont intramoléculaire. Afin de valideritfiplication de ce résidu, la protéine mutée
RrgBp2414 @ €té produite et purifiee, son analyse p&-MS a confirmé le role de ce résidu
dans la formation d’'un pont intramolécui{Tableau 10). L'analyse ESI-MS du triple
mutant D241A/E405A/E577A indique que cette ferwvariante ne présente plus aucun lien
intramoléculaire, confirmant définitivement I'identification de tous les résidus impliqués dans

la formation des liaisons isopeptidiques de RrgB.

Tableau 10: Analyse des spectres de masse ESI-TOFl@@rotéine recombinante native et de ses mutants.
(El Mortaji et al. 2010)

Masse moléculaire moyenne (Da) 0 (M pesM o5 (Da) Nombre de ponts
His-RrgB Théorique Observée par ESI-TOF <" eVl ob intramoléculaires
native 67 453.11 67 400.51 52.60 3
K41A 67 396.00 67 343.52 52.48 3
E143A 67 395.07 67 342.74 52.33 3
N184A 67 410.00 67 357.53 52.47 3
D241A 67 409.10 67 375.51 33.59 2
E405A 67 395.07 67 361.38 33.69 2
E577A 67 395.07 67 361.84 33.23 2
N623A 67 410.00 67 374.38 35.62 2
D241A/E405A/E577A 67 293.03 67 293.78 -0.75 0
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Figure 51: Identification de la « D-Box ». Alignement partiel des pilines &, RrgB et ddeurs homologues
chez d’autres bactéries Gram-positidntrant la D-Box. (El Mortajet al. 2010)

1.3.3. Les trois ponts intranoléculaires stabilisent RrgB
1.3.3.1 Sensibilité a la digestion protéolytique

Nous avons évalué le role des trois pontamtléculaires dans fabilisation de RrgB
en analysant la suscdgptité protéolytique des différentgariants de RrgB (Fig.52). Ni la
protéine native, ni les mutanEB405A et E577A ne sont affectés dans leur résistance a la
digestion tryptique, alerque le mutant D241A et lagle mutant D241A/E405A/E577A sont
clivés en de multiples fragments allant dea280 kDa (Fig.52, ligne 5 et 14). Ces résultats
indiquent donc que la seule mutation D241A ihdne déstabilisation majeure de RrgB. Il est
intéressant de noter qu’en absence de protisseariants D241A, E405A et le triple mutant
migrent sur SDS-PAGE un peu plus lentemerg guprotéine nativendiquant que, comme
pour RrgC, les ponts isopeptidiques augmeredegré de compaction de RrgB (Fig.52).

Figure 52: Stabilité protéolytique de RrgB.Les produits de digestion tryptique ont été séparés par SDS-PAGE
12,5%. Le marqueur de poids moléculaire est indiggéughe du gel. Les conditions d’ajout ou non de trypsine
sont indiquées au dessus du gel ainsi que les terapEate réaction (RT : Température ambiante) (El Mortaji
et al.2010)



1.3.3.2 Stabilité thermique

Les analyses réalisées par TSA mamtrequ’aucune dénaturation thermique
significative n’est détectable dans la forme matie RrgB, preuve de la nature extrémement
stable de la protéine (Fig.53)\u contraire, les mutants241A et E405A présentent des
valeurs respectives de Tm de 58.5°C (x@5658.9°C (x2.5), (Fig.53 AlLe mutant E577A
présente un défaut de stabilité prononcé aduisant par un profil de dénaturation en trois
états, caractérisés par des valeurs dedénd8.6°C (+2.1), 59.2°C (+2.0) et 68.8°C (+1.9)
(Fig.53 B). Enfin, le triple mutanRrgB qui ne présente plumucun pont intramoléculaire
montre une stabilité thermique fortemenimdiuée qui se traduit par une valeur de
température de fusion d&.1°C (x1.1) (Fig. 53 B).
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Figure 53: Thermostabilité de RrgB et de ses variantsLes analyses ont été réalisées par TSA. Les
expériences ont toutes été réalisées au moins trois fois de fagon indépendante. Les graphiques proviennent d’'une
expérience représentative La courbe esppondant a la protéine native & #icluse dans chacune des figures

afin de faciliter la comparaison avec Wfférents variantsle ponts de RrgBA. Thermostabilité de la protéine

native et des mutants D241A et E408A. Thermostabilité de la protéine native, du mutant E577A et du triple
mutant D241A/E405A/E577A. (El Mortagit al. 2010)
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1.3.4. Structure cristallographique de la piline majeure RrgB

La structure cristallographique de la foremmpléte de RrgB a été résolue a 2.9A par

Carlos Contreras-Martel par remplacementléculaire a partir des coordonnées d’une

structure de RrgB tronquéEig. 54) (Spraggon 2010).

Figure 54: Structure cristallographique de RrgB. A. Représentation schématique de la protéine RrgB. Les
différents domaines de la protéine sont représentés (D1 en vert, D2 en bleu, D3 en rouge et D4 en violet). Les
positions du peptide signal, des ponts intramoléculaires et du CWSS sont inBigRéprésentation en ruban

de la structure compléte de RrgB. les différents domaoesreprésentés suivant le méme code couleur que A.

Les ponts intramoléculaires sont représentés par des sphéres en jaune.



La protéine RrgB est une molécule comgmpar quatre domaines, D1, D2, D3 et D4
qui présentent tous une topolegie type 1gG (Fig.54 A et Bles domaines D1, D2 et D4
sont alignés sur un méme axe vertical alors que le domaine D3 est localisé sur le méme axe
horizontal que le domaine D2 (Fig.54 B). Le domaine D4 présente a son extrémité C-
terminale un segment linéaire qui porte le motif IPQTG.

La structure cristallographiqude RrgB confirme que chacun des domaines D2, D3 et
D4 est stabilisé par un pont intramoléculaire fgit intervenir les résidus précédemment
identifiés par alignement de séquences (Fig.5dt B). En effet, dans le domaine D2, les
résidus Lys193 et Asn318 sont covalement ligs & I'autre et le résidu Asp241 (D-Box) est
positionné juste en face de cdtteéson. Les domaines D3 et [34nt stabilisés respectivement
par les ponts intramoléculaires Lys349-N4@8Lys453-Asn623, associés aux glutamates
Glu405 (E-Box 2) et Glu577 (E-Box 3). De factnés surprenante, et contrairement aux
données obtenues au cours de I'étude de d&ipe en solution, upont intramoléculaire
supplémentaire est parfaitement visible ateaiv du domaine D1. Celui-ci fait intervenir les
résidus qui avaient éidentifiés auparavant par alignemea savoir, la Lys41 et 'Asn184
ainsi que le Glul43 de la E-Box 1. La raismuplaquelle ce pont n’est visible que dans la
forme cristalline et pas dans la protéaresolution reste encore non déterminée.

L'unité asymétrique du cristal contient somonomeéres de RrgB. Dans I'empilement
cristallin, chacune de ces molécules est inc@patans une fibre artificielle qui pourraient
représenter un modele de l'assésgle du polymere de RrgB (Fig.79. En effet, chaque
molécule est empilée en « téte & queue » dwemolécule suivante formant un angle de
rotation approximatif de 120° ertdeux monoméres successifs.derréférant aux clichés de
STEM (Scanning Transmissidalectron Microscopy) obtenugar Hillerigmann en 2009 a
partir de pili natifs purifiés, la fibre artificielle formée dans I'empilement cristallin se
superpose assez bien avec son homologue het#gnmoins, en utilisant la reconstruction
tridimensionnelle des pili natifs, seule la sturetcristallographique d’'umonomere peut étre
incorporée dans la surface du modele retroitscar la rotationentre deux molécules
successives est de 20° environ contre les 12@Urés a partir de la fibre artificielle trouvée

dans I'empilement cristallin (Fig.55 B).
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Figure 55: Comparaison des fibres natives et artificielles de RrgB. ASuperposition des fibres natives et
artificielles. Le premier panneau correspond aux analyses STEM (Scanning Transmission Electron Microscopy)
des pili natifs purifiés (issu de Hilleringmaehal.2009). Les pointillés permettent de séparer chaque monomere
de RrgB. Le deuxiéme panneau correspond a la structure cristallographique d'une fibre artificielle de RrgB
trouvée dans I'empilement cristallin. Le troisieme pannecorrespond a la superposition manuelle des deux
panneaux précédentB. Semi-concordance de la structure crisgiéphique de RrgB dans la reconstitution
tridimensionnelle des pili d8. pneumoniaela reconstruction 3D du pilus est représentée en bleu (issue de
Spraggoret al.2010) et la structure cristagjtaphique de RrgB est en rose.

L’'analyse de I'empilement cristallin maet que le motif de reconnaissance IPQTG
d’'une premiére molécule RrgB se situe dane gorge du domaine Dllune autre molécule
RrgB (Fig.56 B et C). Selon le mécanismet@amspeptidation, la thréonine du motif IPQTG
du premier monomere est liée covalement alysiee du monomere suivant. Dans la gorge
du domaine D1 dans laquelle plonge le motQT5, deux résidus lysines sont présents a
proximité du résidu thréonine, les Lys162 kys183, distantsdu résidu thréonine
respectivement de 3.6A et 9.8A. Méme sillgs183 fait partie du motif piline, et donc
potentiellement impliquée dans la liaison intermoléculaire entre deux molécules RrgB, les
données cristallographiques permettent pdeposer la Lysl62 comme groupement
nucléophile le plus favorablement situé pour @&mpliqué dans la lison peptidique (Fig.56
C).



Figure 56: Assemblage de RrgB das la fibre artificielle. A. Assemblage de deux molécules successives de
RrgB dans I'empilement cristallin. La premiére moléculdrdgB (RrgB1) est représentée en bleu et la molécule
suivante (RrgB2) en violet. Dans les deux cas, le motif IPQTG est représenté par des spherés @ugests
intermoléculaires de deux molécules successives de RrgB dans I'empilement cristallin. RrgB1 est colorée en
bleu et son motif IPQTG est en roudrgB2 est en représentation de surfa&eVue élargie de la zone de
contact intermoléculaire. Les résidus du motif IPQTG sont représentés en balles et batons. Les Lysines
accessibles de RrgB2 sont indiquées en jaune et rose.
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|.4 Conclusions concernant I'étude individuelle des pilines

La structure cristallographique de Rrgous a apporté des éléments clés dans la
compréhension de sa fonction d'adhésine eeéuait dans la compréhension de sa stabilite.
Cette molécule de prés de 900das aminés présente un replieriout a fait orignal qui lui
permet de se structurer sous la formeqiatre domaines modulaires interconnectés lui
conférant ainsi une flexibilité certaine. ldwmaine D3, présent a l'une des extrémités de
RrgA, se compose d’éléments d'origine euctrydomaine de VWA avec un site MIDAS et
un tripeptide RGD) connus pour diér I'adhérence cellulaire, g lesquels sont insérés des
éléments d'origine procaryote. Le domaine d2necté au domaine D3 est, quant a lui, le
résultat de l'assemblage de deux demi-doe®giN et C-terminaux qui sont physiquement
verrouillés dans cette confomtion grace a la présence d'un pont intramoléculaire. La
structure globale de D2, ainsi obtenue, préseme homologie structurale avec le domaine
N2 d’une protéine connue comrimteragissant avec le collagénddrégion A de la protéine
Cna deS. aureusEnfin, les deux derniers domainesRig/A, D1 et D4, ont des topologies
de type IgG avec une particularité supplémentaire pour le domaine D4 : un pont
intramoléculaire. En conclusion, RrgA préseatbune de ses extrémités deux domaines, D3
et D2, qui pourraient potentiellement interagpec des éléments de I'héte et donc représenter
les éléments adhésifs de la protéine, cas dimaines étant exposés dans des conditions
optimales par la formation d’'une « tige » faenpar les domaines D&t D4. De plus, la
présence de deux ponts intramoléculaires darstructure de Rrglexplique le caractére
particulierement résistant de cette piline comimegrouve les analyses de thermostabilité
menées sur RrgA.

La structure cristallographique de la piline asmre RrgC n’a pas été obtenue durant cette
étude. Néanmoins, les expérimentations éesnsur la piline recombinante HisRrgC,
notamment par spectrométrie de massat indiqgué la présence de deux ponts
intramoléculaires au sein de la protéineng\i une analyse complémentaire, basée sur des
prédictions de domaines et dagnements de séquences, anpe d’identifier les résidus
impliqgués dans la formation de ces ponts. Nausns ensuite validé le réle de chacun des
résidus identifiés dans la formation des pontaveins ainsi mis en évidence un réle pour le
motif « E-Box », connu depuis de nombreuses anméés dont la fonction n’avait pas encore
été identifiée. En effet, le glutamate hautetnconservé des motitsE-Box » est impliqué

dans la formation de pontstiamoléculaires. Enfin, la foncim stabilisante de ces ponts, au



sein des pilines, a été prouvée par des testhadmostabilité et de digestion protéolytique
menées sur RrgC et ses vatsadépourvus de ponts.

L'analyse individuelle de la e majeure RrgB a permisidéntifier la pesence de ponts
intramoléculaires au sein de la protéine.rGke des motifs « E-Box », déterminé par I'étude
menée sur RrgC, a permis d’identifier trois gomttramoléculaires chez la piline majeure.
Néanmoins, les analyses par spectrométrimagse des variants des ponts ont indiqué que
'un d’entre eux n’est pas forméans la protéine recombinante en solution. Une analyse
supplémentaire des séquences de RrgA, Rrgl® &urs homologues anmpas I'identification
d’'une « D-box » dont le résidu partate hautement conservé iespliqué dans la formation

du dernier pont intramoléculaire. La fonction des ponts intramoléculaires au sein de la piline
majeure a été prouvée par des analyses dendisémbilité et de digestion protéolytique
réalisées sur RrgB et ses variants de poBisfin, la structure cristallographique de RrgB a
été résolue indiquant que la protéine se mose de quatre domaines présentant chacun une
topologie de type IgG. Contrairement a la proténesolution, la formeristalline montre la
présence de quatre ponts intramoléculaireslit®sa dans chaque domai de la protéine.
Enfin, I'organisation des monomeres de le pilinajeure dans I'empilement cristallin semble
mimer la fibre RrgB native apportant aingles informations clés sur les résidus
potentiellement impliqués dans les liaisons intdéuulaires et qui seront utilisés dans la

seconde partie de I'étude.
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[l. Détermination du rble des sortases

Afin d’élucider le mécanisme moléculaid® biogenése du pilus, hous nous sommes
proposé de mimer, par des approches biochirsiges réactions d’assemblage catalysées par
les sortases. Dans ce bobus avons développé chiégcherichia coli une plateforme de co-
expression des pilines et desrtases recombinantes, qui dans différentes combinaisons,
permettent de reconstituer chacune des étapes de I'assemblage du Pilpaelanoniaddes
indications moléculaires précises quant aolecfion de chacune desrsses ont été obtenues

et sont ici présentées.

[1.1 Fonction de la sortase C-1

[1.1.1 La sortase C-1 associeovalement RrgB et RrgC

Nous avions montré dans une étude précédéhibliCation 1) que la SrtC-1 est la
principale enzyme responsable de la pdysation de RrgB (Manzano 2008). Afin de
déterminer si cette sortase a pour unique subRngB, ou si elle est également capable de
reconnaitre RrgA et RrgC, nous avons migaint un systeme de co-expression qui permet
de détecter les interactions établies entre les pilines et les sortases mais également d’identifier
les produits de réactions, c'est-a-dire les dergs covalents entre pilines catalysés par les
sortases (Cf. partie Matériel et Méthodé)n schéma récapitulatif des constructions

génétiques réalisées pour cette érestaeprésenté dans la figure 57.

Figure 57: Constructions utilisées dans la plateforme de co-expressi@n coli. Représentation schématique
des constructions pETDuet RrgA RrgB et pACYCDuet RrgC SrtC-1 (El Mettaji.2010)



Seules les protéines RrgA BrgC sont fusionnées a uneqggkette 6xHis permettant leur
purification sur résine de nickel difféerentes combinaisomie co-expression piline-sortases
ont été testées. Tous les produits issus desm@ssions ont été purifién parallele sur un
systéme 96-puits His-Tra) HP permettant la rétention demtéines His-Rrglet His-RrgC.

Ces protéines sont ensuite @aét séparées palectrophorése sur un gel de polyacrylamide
4-12%. Les protéines sont ensuit@nsférées sur une membrateenitrocelllose et immuno-
détectées a I'aide d’anticorpslyclonaux anti-RrgB (Fig.58). Liprotéine RrgB ne possédant
pas I'étiquette 6xHis, sa présence dans les fnagtéluées résulte de son association avec soit
RrgA, soit RrgC (Fig.57).

Figure 58: Catalyse par SrtC-1 du complexe covalent RrgB-RrgQ.es co-expressions de RrgA, RrgB, RrgC
et SrtC-1 ont été réalisées chezcoli. Les purifications ont toutes été liéées en paralléle sur le systeme His-
Trap™ HP columns et seules les pilinescessoires RrgA et RrgC présenteme étiquette poly-histidine & leur
extrémité N-terminale. Les protémetluées ont été séparées par $BSE 4-12,5%, transférées sur une
membrane de nitrocellulose et immunodétectées a I'aide d'anticorps anti-RrgB polyclonaux (El &lataji
2010).

Comme attendu, la protéine RrgB n’est pagiunodétectée dans les fractions d’élution
des souches exprimant seulement RrgA, RegGrtC-1 (Fig.58, lignesl, 3, 4). Cependant,
malgré I'absence d’étiquette poly-histidiner $a1 protéine recombinante RrgB, deux bandes
de faible intensité (60 et 70 kDa) sont ré&ed dans les fractions d’élution issues des co-
expressions contenant RrgB (Fig.58, lignes,Z, 8 et 16). Cette obsration signifie qu’une
faible proportion de RrgB se lie de facon noedfique a la résine Hirap. Le résultat le
plus marquant concerne les conditions deexpressions de SrtC-1, RrgB et RrgC dans

lesquelles est présente une egpprotéique migrant a une ss@ moléculaire apparente de
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120 kDa, reconnue par les anticorps anti-R(gB.58, ligne 14) et daRrgC (non montré).

Ce résultat suggére que la SrtC-1 est capadbléer covalement RrgB et RrgC. Le méme
produit est identifié lorsque RrgA est égalememtexprimée, bien que ne jouant aucun réle
dans la formation du complexe RrgB-RrgCg(BB, ligne 15). La co-expression de la SrtC-1
avec RrgA et RrgB ne donne lieu a la formation d’aucun complexe entre ces deux pilines
(Fig.58, ligne 12) démontrant ainsi que la sortask présente une spécificité de substrat pour
I'association de RrgB et RrgQifin de vérifier la nature catytique de la formation du
complexe RrgB-RrgC, nous avons muté la cysté®i du site actif de I18rtC-1 en alanine et
avons réalisé la méme exmce que préecédemment décribeicun complexe RrgB-RrgC

n'a pu étre identifié, indiquanque l'association entre RrgB et RrgC est spécifiguement

catalysée par SrtC-1 (Fig.58, lignes 16 et 17).

[1.1.2 La sortase C-1 reconndile motif IPQTG de RrgB

Afin de vérifier la composition du complexetalysé par la SrtC-1, celui-ci a été purifié
et analysé par spectrométrie de masse en tandem ou MS/MS (Tableau 11). Les données
obtenues indiquent que RrgB BrgC constituent effectivement ce complexe. Cependant,
I'analyse des peptides issus de la protéolyse du complexe n’a pas permis d’identifier la liaison
covalente établie entre RrgB et RrgC (Tableau 11).

Tableau 11: Résumé des peptides identifies lode I'étude du complexe RrgB-RrgC par MS/MS
(El mortajiet al.2010)

521,75 1041,48 1041,48 0,00 243 251 MTEGLAFNK RrgB
523,79 104556 1045556 0,00 129 138 FNTANLPAAK RrgB
555,75 1109,49 1109,49 0,00 42 51 LLATDGDMDK RrgB
556,79 1111,56 1111,56 0,00 199 208 ANPDTPRVDK RrgB
563,29 1124,57 112457 0,00 300 309 ITYSATLNDK RrgB
571,27 1140,52 114052 0,00 109 119 LSGAMPATAMK RrgB
588,82 1175,63 1175,63 0,00 580 590 QPAGYALLTSR RrgB
602,84 1203,67 1203,67 0,00 377 387 VVQTVTLTTDK RrgB
635,31 1268,61 1268,61 0,00 109 120 LSGAMPATAMKK RrgB
679,89 1357,76 1357,76 0,00 491 502 QLVVTTKDALDR RrgB
714,36 1426,71 1426,71 0,00 243 255 MTEGLAFNKGTVK RrgB
740,37 1478,73 1478,73 0,01 431 443 DENPKPLDPTEPK RrgB
744,92 1487,82 1487,82 0,00 485 497 VSQEEKQLVVTTK RrgB
747,37 1492,72 1492,72 0,00 52 65 IANELETGNYAGNK RrgB
831,92 1661,82 1661,82 0,00 228 242 IPALANYATANWSDR RrgB
843,94 168586 168586 0,01 281 296 LTDAGLAKVNDQNAEK RrgB
923,49 1844,97 1844,96 0,00 121 138 LTEAEGAKFNTANLPAAK RrgB
958,47 1914,93 1914,92 0,00 410 427 GYSADYQEITTAGEIAVK RrgB
644,37 1930,08 1930,07 0,00 481 497 KADKVSQEEKQLVVTTK RrgB
982,00 1961,98 1961,98 0,00 503 520 AVAAYNALTAQQQTQQEK RrgB
987,54 1973,06 1973,06 0,00 120 138 KLTEAEGAKFNTANLPAAK RrgB
687,04 2058,10 2058,10 0,00 485 502 VSQEEKQLVVTTKDALDR RrgB
1032,53 2063,05 2063,04 0,01 461 480 LAGAEFVIANADNAGQYLAR RrgB
1071,54 2141,07 2141,06 0,00 209 227 DTPVNHQVGDVVEYEIVTK RrgB
1110,57 2219,12 2219,12 0,00 503 522 AVAAYNALTAQQQTQQEKEK RrgB

1166,14 2330,26 2330,25 0,01 163 183 AVPIEIELPLNDVVDAHVYPK RrgB



1171,09 2340,16 2340,15 0,01 141 162 IYEIHSLSTYVGEDGATLTGSK RrgB

781,75 2342,23 234222 001 52 74 IANELETGNYAGNKVGVLPANAK RrgB
828,76 2483,26 2483,25 0,00 206 227 VDKDTPVNHQVGDVVEYEIVTK RrgB
845,10 2532,27 2532,26 0,01 498 520 DALDRAVAAYNALTAQQQTQQEK RrgB
854,78 2561,31 2561,31 0,00 503 525 AVAAYNALTAQQQTQQEKEKVDK RrgB
861,09 2580,24 2580,23 0,01 591 615 QKFEVTATSYSATGQGIEYTAGSGK RrgB
862,41 2584,20 2584,20 0,00 42 65 LLATDGDMDKIANELETGNYAGNK RrgB
1306,66 2611,30 2611,29 0,01 256 280 VTVDDVALEAGDYALTEVATGFDLK RrgB
1316,66 2631,31 2631,31 0,01 139 162 YKIYEIHSLSTYVGEDGATLTGSK RrgB
1037,83 311048 311047 0,01 591 620 QKFEVTATSYSATGQGIEYTAGSGKDDATK RrgB
1079,22 3234,62 3234,62 0,01 199 227 ANPDTPRVDKDTPVNHQVGDVVEYEIVTK RrgB
1127,92 3380,74 3380,72 0,02 256 288 VTVDDVALEAGDYALTEVATGFDLKLTDAGLAK RrgB
114558 3433,71 3433,70 0,01 42 74 LLATDGDMDKIANELETGNYAGNKVGVLPANAK RrgB

983,77 3931,05 3931,04 0,01 555 590 LVSDAQGRFEITGLLAGTYYLEETKQPAGYALLTSR RrgB

470,73 939,44 939,44 0,00 190 198 YSSSGQVGR RrgC
538,29 1074,57 1074557 0,00 181 189 EVPLIGEYR RrgC
572,26 1142,50 1142,50 0,00 72 80 DLHSWDENK RrgC
573,81 1145,61 114560 0,00 297 307 EVVVTSGKDGR RrgC
607,30 1212,58 1212,58 0,00 269 279 TNTSLQGAMFK RrgC
624,75 1247,50 1247,49 0,00 57 66 LDDSYSYDDR RrgC
779,88 1557,75 1557,74 0,00 283 296 EESGHYTPVLQNGK RrgC
817,43 1632,84 1632,84 0,00 176 189 DVSEKEVPLIGEYR RrgC
853,42 1704,82 1704,81 0,01 72 85 DLHSWDENKLSSFK RrgC
853,95 1705,88 1705,88 0,00 205 219 NGEIFVTNLPLGNYR RrgC
611,98 1832,91 1832,91 0,00 72 86 DLHSWDENKLSSFKK RrgC
615,30 1842,88 1842,87 0,00 57 71 LDDSYSYDDRVQIVR RrgC
974,98 1947,94 1947,94 0,00 280 296 VMKEESGHYTPVLQNGK RrgC
786,74 2357,19 2357,19 0,00 283 304 EESGHYTPVLQNGKEVVVTSGK RrgC
1214,63 2427,25 2427,24 0,01 199 219 TLYTDKNGEIFVTNLPLGNYR RrgC
896,12 2685,34 268534 0,00 283 307 EESGHYTPVLQNGKEVVVTSGKDGR RrgC
916,80 2747,38 2747,38 0,00 280 304 VMKEESGHYTPVLQNGKEVVVTSGK RrgC
755,62 3018,45 3018,44 0,01 87 111 TSFEMTFLENQIEVSHIPNGLYYVR RrgC
1026,19 3075,53 307553 0,01 280 307 VMKEESGHYTPVLQNGKEVVVTSGKDGR RrgC

Une autre analyse par spectrométrie de masée effectuée sur le complexe RrgB-
RrgC purifié dans le but de déterminer sa masse. La valeur mesurée est de 106 565.51 Da.
Cette valeur correspond a la liaison covalentmé’molécule His-RrgC associée a une sous-
unité RrgBeqr, dont le motif IPQTG a été clivé entres|gésidus thréonine et glycine et qui a
donc perdu le S-Tag C-terminal (Tableau.12s 2.16 Da de différence de masse observés
sont compris dans la précision de mesurdadtechnique (1 pour 10 000 Da). Ce résultat
confirme le mode d’action proposé pour |1aCSL : la reconnaissance du motif IPQTG de

RrgB et la catalyse de lmison peptidique avec RrgC.

Tableau 12: Récapitulatif des masses des pg&ihes recombinantes seules ou en complexe.

Protéine Masse théorique(Da) Masses réelle%’ (Da)
His_RrgC 40 983.07 40 949.07
RrgB_STag 68 332.13 68 281.13
RrgBpor 65 683.28 65 632.28
RrgB_STag-His_RrgC 109 315.20 109 230.20
Liaison covalent¢-18 Da) 109 297.20 109 212.20
RrgBpgr-His_RrgC 106 666.35 106 581.35
Liaison covalente (-18 Da) 106 648.35

&) Prends en compte la présence des ponts intramoléculaires
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Dans le but de confirmer la spécificité geonnaissancgu motif IPQTG de RrgB par
la SrtC-1, les motifs IPQTG de RrgB et VPGTde RrgC ont été déés et les protéines
mutantes résultantes ont été analysées dansysteme de co-expression (Fig.59). Le
complexe RrgB-RrgC est produit méme lorsquenttif VPDTG de RrgC est absent (Fig.59,
ligne3). Au contraire, la production du complegst totalement abolie lorsque le motif
IPQTG de RrgB est déléte (59, ligne 2). Ces observationsytgntrent donc que la catalyse
du complexe RrgB-RrgC par SrtC-1 est dépatelae la reconnaissance du motif IPQTG de
RrgB.

Figure 59: Spécificité de SrtC-1 das la reconnaissance du substrat.es motifs LPxTG des protéines RrgB

et RrgC on été délétés, et chaque mutant a été testéalaapacité a étre reconnu est pris en charge par SrtC-1.
Les purifications des protéines co-exprimées, RrgB,Riig8ItC-1 on été réalisées sur les colonnes HisMfrap
HP. Les protéines éluées ont été séparées par SDS-PAGE%; transférées sur membrane de nitrocellulose et
immunodétectées par des anticorps polyclonaux anti-RrgB (El Mettaji2010).

[1.1.3 Les ponts intramoléculaires de RrgBjouent un rble dans l'efficacité de
reconnaissance des pilines par la SrtC-1

Les ponts intramoléculaires stabilisent lénps RrgB et RrgC qui sont covalement
associées par SrtC-1. Par conséquent, noussastmrché a savoir si la compaction induite
par les ponts isopeptidiqgues pouvait influenizeformation du complexe covalent RrgB-
RrgC. Les résidus glutamate et aspartate gpogk dans la formation des ponts chez RrgB et
RrgC ont été mutés en alanine et testés darsystéeme de co-expression décrit ci-dessus
(Fig.60). Les mutations individuelles Glu222@tu322 chez RrgC ainsi que les mutations
Asp241, Glu405 et Glu577 chez RrgB n'affectgats la formation du complexe (Fig.60,
lignes 7, 8, 10, 11, et 12). Cependant, lordtAsp241 est mutée en alanine chez RrgB, une



guantité significative de RrgB monomérique pgesent dans les éloms des colonnes His-
Trap™ HP, indiquant qu’'une importante quaétile RrgB reste liée a RrgC via des
interactions non covalentes (Fig.60, ligne 10)cbaélution du variant de RrgB n’est pas due
a une liaison artéfactuelle a la résine car lorsqu’il est exprimé seul, ce mutant présente le
méme comportement que celui de la proté&ngB native (Fig.60, ligne 1 et 2). L'association
non covalente du mutant Asp241 de RrgB a Rnjgt pas dépendante dactivité de la
SrtC-1, car cette forme mutante demeure assack®gC méme lorsque la SrtC-1 est inactive
(Fig.60, ligne 17). Lorsque les teoponts intramoléculaires de RrgBnt mutés, le complexe
RrgB-RrgC migre sous la forme de deux bande masse moléculaimapparente de 140 et
150 kDa (Fig.60, ligne 13). Enfin, 'absence de ttssponts intramoléculaires dans RrgB et
RrgC méne a une catalyse nwiefficace du complexe par la SrtC-1 comme en atteste la
faible quantité de complexe RrgB-RrgC fa@&rndans ces conditions (Fig.60, ligne 14). En
conclusion, la stabilisation des structuresRigB et RrgC par les ponts intramoléculaires
joue un réle dans l'efficacité de reumissance de ces p#is par la SrtC-1.

Figure 60: Roéle des ponts intramoléculaires danf formation du complexe covalent RrgB-RrgC.Les

variants des ponts intramoléculaires de RrgB et Rrg@t@nintroduits dans la plateforme de co-expression. La
purification de toutes les formes de RrgB (native, simple et triple mutant) et des protéines co-exprimées RrgB,
RrgC et SrtC-1 a été réalisé granesystéme de colonnes His-TrapP. Les protéines éluées ont été séparées

par SDS-PAGE 4-12,5%, transférées sur membrane de nitrocellulose et immunodétectées a l'aide d’anticorps
polyclonaux anti-RrgB (El Mortagt al.2010).
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[1.1.4 Conclusion

Le systéeme de co-expression que nous avovsl@@é a permis de mettre en évidence
la fonction de la SrtC-1 darla génération du complexe cdeat entre RrgB et RrgC. La
nature catalytique de ce quessus a été validée par despériences de mutagenese :
I'inactivation de I'enzyme par mutation de kystéine catalytique en alanine abolie la
formation du complexe RrgB-RrgC. L'analyse la composition de ce complexe par des
méthodes complémentaires (Western-Blot ades anticorps anti-RrgB et anti-RrgC et
spectrométrie de masse MS/MS) révele que -aelest formé des deux pilines RrgB et RrgC.
Des mesures par spectrométrie de masse epcay ont conclu a enstaechiométrie 1 :1
indiqguant qu'un monomere HisRrgC digt covalement a un monomere Righ, ce dernier
ayant perdu la Gly et le S-Tag C-terminaux.dpgcificité de reconimsance du motif IPQTG
de RrgB par la SrtC-1 est donc ainsi définiegité validée par lesxpériences de délétion
des motifs de RrgB et RrgC : en effet, selihbsence de la séquence IPQTG spécifique a
RrgB empéche la formation du complexe RrgBf® En conclusion, ces résultats indiquent
gue la sortase C-1 présente une spécificittedennaissance stricgwur le motif IPQTG de
RrgB et catalyse la formatiotle la liaison peptidique eetrRrgB et RrgC (Fig.61). Enfin,
nous avons montré que l'absence des porttanmoléculaires, notamment ceux de RrgB,
influence négativement I'efficacité catalytigde formation du complexe RrgB-RrgC par la
SrtC-1.

Figure 61: Schéma récapitulatif de la catalyseu complexe RrgB-RrgC par SrtC-1. Etapelles protéines
RrgB_S-Tag, His_RrgC et SHC sont co-exprimées chdz coli RrgB et SrtC-1 sont représentés par leur
structure cristallographique et RrgC par une élliggape 2.SrtC-1 reconnait le motif IPQTG de RrgB et clive
entre les résidus Thréonine et Glycine libérant ainsiyai@ terminale et le S-Tag (Fleche noire). Le complexe
acyl-enzyme généré subit une attaque nucléophile par I'amine d'un résidu Lysine deuRngSte a étre
identifié (Fléche rouge)Etape 3.Le complexe RrgB-RrgC est formé aboutissant a la libération de SrtC-1 (La
liaison intermoléculaire est représentée en rouge).



[1.2 Fonction de la sortase C-2

[1.2.1. La SrtC-2 catalyse deux complexes covalents différents : RrgA-RrgB et
RrgB-RrgC

L’étude de la fonction de I&rtC-2 s’est déroulée de fat similaire a celle développée
pour la SrtC-1 décrite ci-dessus. Apres aeomduit les co-expressions de RrgA, RrgB, RrgC
et SrtC-2 dans différentes combinaisons, pestéines sont purifiéegn parallele sur le
systéme His-MultiTrap" HP columns et analysées pamiunodétection avec les anticorps

polyclonaux anti-RrgB (Fig.62).

Figure 62: Catalyse par SrtC-2 des comples covalents RrgA-RrgB et RrgB-RrgC.Les co-expressions de
RrgA, RrgB, RrgC et Srt@ ont été réalisées ch&z coli. Les purifications ont toutes été réalisées en paralléle
sur le systéme His-Trd) HP columns et seules les pilines accessdirgg\ et RrgC présentent une étiquette
poly-histidine a leur extrémité N-temale. Les protéines éluées oné &éparées par SDS-PAGE 4-12,5%,
transférées sur une membrane deondlulose et immunodétectées admid’anticorps anti-RrgB polyclonaux
(El Mortaji et al. soumis).

De fagon similaire a ce qui a été obsepu&cédemment, la protéine monomérique RrgB
n'est pas immuno-détectée dans les élutionessdes surexpressions RegA, RrgC et SrtC-
2 (Fig.62, lignes 1, 3 et 4) mais lorsque produiste en partie associée a la résine (Fig.62,
lignes 2, 5, 7, 9, 11,13, 14, 15, 16 et 17). Le résuitéressant de cetexpérience est la
détection d’'une bande de masse moléculaipammte de 200 kDammuno-détectée par les
anticorps anti-RrgB dans les conditions ou I1&€CSt et les pilines RrgA et RrgB cont co-
exprimées (Fig.62, ligne 11). Cette espece de¢ paids moléculaire est également détectée

par les anticorps anti-RrgA (non montré). iBaune combinaison semblable mais dans
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laquelle la cystéine catalytique de SrtC-2 andétiéee en alanine, la formation du complexe est
abolie (Fig.62, ligne 15). Ce®sultats suggerent donc que3aC-2 peut lier covalement
RrgA et RrgB. D’autre part, deux bandes immuno-réactives avec les anticorps anti-RrgB et de
masse moléculaire apparenteld® et 120 kDa sont agment détectées lapse la SrtC-2 est
co-exprimée avec les pilines RrgB et RrgC, indiquant que ces deux formes peuvent
correspondre a un complexe covalent RrgB®R (Fig.62, ligne 13). La formation de ce
complexe est également abolie lorsque la SrtC-2 est inactive (Fig.62, ligne 16). Il est
intéressant de noter que lorsque les trois piliRegA, RrgB et RrgC sont co-exprimées avec

la SrtC-2, le complexe RrgA-RrgB est grédntiellement formé (Fig.62, ligne 14).

[1.2.2. La SrtC-2 reconnait le motif YPRTG de RrgA et le motif IPQTG de RrgB

Afin de mieux caractériser les deux conxgle RrgA-RrgB et RrgBRrgC catalysés par
la SrtC-2, nous avons délété les motifs LPxTQldgcune des pilines ahalysé I'effet de ces
mutations dans le systérde co-expression (Fig.63).

Figure 63: Spécificité de SrtC-2 dans la reconnaissance des substrdtes motifs LPXTG des protéines

RrgA, RrgB et RrgC on été délétéschque mutant a été testé dans sa capacité a étre reconnu est pris en charge
par SrtC-2. Les purifications des protéines co-exprimegA, RrgB, RrgC et SrtC-2 on été réalisées sur les
colonnes His-Trap! HP. Les protéines éluées ont été sépapses SDS-PAGE 4-12%, transférées sur
membrane de nitrocellulose et immunodétectées par des anticorps polyclonaux anti-RrgB (EleMaltaji
soumis).

La délétion du motif YPRTG de RrgA abolietalement la formation du complexe RrgA-
RrgB, contrairement a la délétion du maffQTG de RrgB qui n'a aucun effet sur ce
complexe (Fig.63, lignes 2 et 3). En revanch@&sda cas de la catalyse du complexe RrgB-
RrgC, la délétion du motif IPQTG inhibe totalemhéa formation du complexe alors que celle

du motif VPDTG de RrgC n’a aucun effet. Cesuléats indiquent donc que la SrtC-2 catalyse



le complexe RrgA-RrgB via la reconnaissandu motif YPRTG de RWA et le complexe
RrgB-RrgC via la reconnaissandu motif IPQTG de RrgBuggérant une double spécificité

de reconnaissance debstrats par la SrtC-2.

[1.2.3. Substrat privilégié de laSrtC-2 : le motif YPRTG de RrgA

La SrtC-2 catalyse la formation des cdexgs RrgA-RrgB et RrgB-RrgC mais lorsque
les trois pilines, RrgA, Rrgt RrgC sont co-exprimées avec la SrtC-2, le complexe RrgA-
RrgB est préférentiellement formé (Fig.62, lighd). Ce résultat suggéere que la SrtC-2
interagit de facon privilégiée avec le motif RIPG de RrgA. Afin de wéfier cette hypothése,

nous avons échangé les motifs LPxd@@re chacune des pilines (Fig.64).

Figure 64: SrtC-2 a un substrat privilégié : le motif YPRTG de RrgA.Les motifs LPxTG des protéines
RrgA, RrgB et RrgC ont été inversés, et chaque mutatte testé dans sa capacité a étre reconnu et pris en
charge par SrtC-2. Les purifications des protéinesxporaées, RrgA, RrgB, RrgC &rtC-2 ont été réalisées

sur les colonnes His-MultiTral} HP. Les protéines éluées ont été ségmapar SDS-PAGE 4-12,5%, transférées
sur membrane de nitrocellulose et immunodétectées par des anticorps polyclonaux anti-RrgB (EétMibrtaji
soumis).

Les complexes RrgA-RrgB et RrgB-RrgC sont formés lorsque chacune des pilines présente
son propre motif LPXTG (Fig.64,dnes 1 et 4). En revanche, lorsque le motif YPRTG de
RrgA est remplacé par celui de RrgB ou RrgC, respectivement IPQTG et VPDTG, la
formation du complexe RrgA-RrgB est aboligg(B4, lignes 2 et 3). Ces résultats indiquent
gue le motif de reconnaissance YPRTG estresden la catalyse du complexe RrgA-RrgB

par la SrtC-2. Dans le cas du compleRegB-RrgC, les motifs IPQTG et VPDTG de,
respectivement, RrgB et RrgC ont été reawpbk par le motif YPRTG de RrgA (Fig.64, lignes
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5 et 6). La catalyse du complexe RrgB-Rrg€Cfagorisée lorsque le motif de reconnaissance
de RrgB est remplacé par le motif YPRTG RigA (Fig.64, ligne 5). Ceci suggere que le
motif YPRTG, a lui seul, augmente la capadt catalyse du complexe RrgB-RrgC par la
SrtC-2, confirmant la grande spécificité iEonnaissance de cettéquence par la SrtC-2.
Par contre, lorsque le motif YPRTG est as&atiRrgC, aucun changemesignificatif n’est
observé, indiquant que la SrtC-2 ne reconfiaijC qu’en tant qu'accepteur nucléophile
(Fig.64, ligne 6). En conclusion de ces expéces, nous proposons que la SrtC-2 présente
deux substrats, les pilines RrgA et Rrgiec néanmoins une préférence marquée pour le
motif YPRTG de RrgA.

[1.2.4. Liaison intermoléculaire entre RrgA-RrgB

La structure cristallographique de Rrgiggere que deux lysinesfférentes (Lys 162
et Lys 183) peuvent étre impliquées dangdlymérisation de la fibre de RrgB. Etant donnée
gue la catalyse du complexe RrgA-RrgB par la sortase C-2 fait intervenir le YPRTG de RrgA,
c’est 'une des Lysine de RrgBui va jouer le role d'aepteur pour gemér la liaison
intermoléculaire. Conscient quée stade de I'étude toutes lgsines exposées de RrgB sont
des candidates nucléophiles potentielles, rwams néanmoins voulu vérifier si les Lys 162
ou 183 pouvait étre impliquées dans la formatlarcomplexe RrgA-RrgB. Ainsi, dans la co-
expression impliquant RrgA, RrgB et la s C-2 nous avons muté indépendamment ces

deux Lysine en Alanine (Fig.65).

Figure 65: La Lysine du motif piline de RrgB est inpliquée dans la liaison intermoléculaire de RrgA-

RrgB. Les Lysines 162 et 183 (motif piline) de RrgB ont été mutées en Alanine, et chaque mutant a été co-
exprimé avec RrgA et SrtC-2es purifications des protéines co-exprimées, RrgA, SrtC-2, RrgB et ses variants
ont été réalisées sur les colonnes His-TfapP. Les protéines éluées ont gééparées par SDS-PAGE 4-12,5%,
transférées sur membrane de nitrocellulose et immunodétectées par des anticorps polyclonaux anti-RrgB (El
Mortaji et al. soumis).



La mutation de la Lysine 162 de RrgB ddasco-expression RrgA, RrgB et SrtC-2, ne
présente aucun effet sur la formation du clexg RrgA-RrgB (Fig.65, ligne 2). En revanche,
lorsque la Lysine 183, qui n'est autre queLysine du motif piline (YPKN), est mutée en

Alanine chez RrgB la catalgsdu complexe est diminuéeid@fe5, ligne 3). Ces résultats

suggerent donc que la lysine du piline motifiegtliquée dans la liaison intermoléculaire de
RrgA-RrgB, mais également qu’'une autre Lystee RrgB est susceptible de la remplacer
dans cette fonction expliguant que sa mutativabolie pas totalement la formation du

complexe RrgA-RrgB.

[1.2.5. ROle des ponts isopeptidiques dara formation du complexe RrgA-RrgB

Les pilines RrgA et RrgB sont stabilisées par des ponts intramoléculaires Lys-Asn.
RrgA contient deux ponts, préserdans les domaines D2 @4 (Izoré 2009). Nous avions
identifié trois liaisons intramoléculaires dangyBrors des études en solution et la structure
cristallographique de RrgB auwé@ée la formation d’'un ponupplémentaire dans le domaine
D1. Dans les expériences déesitci-aprés, seulsdetrois ponts de RrgBrésents dans la
protéine en solution ont été mutés. La quesposée ici est d’évaluer le role de ces ponts
intramoléculaires dans la formatido complexe RrgA-RrgB par la SrtC-2.

Les résidus glutamate et aspartate impliqieiss la formation des ponts chez RrgA et
RrgB ont été mutés en alanindeetomportement des protéinegté analysé dans le systeme
de co-expression : les complexes RrgA-RrgBrtant les mutationgponctuelles ont été
purifiés et détectés a l'aidBanticorps polyclonaux anti-RBy(Fig.66). L’absence de I'un, ou
des deux ponts de RrgA, ainsi que les moitetiGlu405 et Glu577 daRsgB n’affectent pas
la formation du complexe (Fig.66gnes 2, 3, 4, 6 et 7). Il est intéressant de noter que les
différences de migration observées pous leariants du complexe RrgA-RrgB sont
directement reliées a la compaction induite lpa ponts intramoléculaires des deux pilines :
comparer par exemple la migration du complexe RsgA-RrgB par rapport a la forme
native (Fig.66, lignes 1 et 2). Lorsque I'’Asp2&ddt mutée en alanine dans RrgB, une quantité
significative de RrgB monomeépiie est détecté, indiquant qu'une quantité supérieure de
RrgBp241a, par rapport a forme native, reste liéR@A via des interactions non covalentes
(Fig.66, ligne 5). De plus, le complexe RrgA-RigBa se présente sous la forme d'une
double bande (Fig.66, lignes 5, 8 et 9). Ceslta@suindiquent que lanutation D241A, en
déstabilisant RrgB, diminue son efficacité deconnaissance par [@rtC2. La structure

cristallographique de RrgB neffitipas, a elle seule, a appertune interprétation rationnelle
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a cette observation. La détermiion de la strucre du complexe RrgA-RrgB pourrait par
contre étre utile pour pdndre a cette question. @eojet n'est, en |'étaactuel des travaux,

pas réalisable au vu des quantttép faibles de complexe produit.

Figure 66: Rble des ponts intramoléculaires dant& formation du complexe covalent RrgA-RrgB. Les

variants des ponts intramoléculairesRtgA et RrgB ont été introduits dafes plateforme de co-expression. La
purification de toutes les formes de RrgB (native, simple et triple mutant) et des protéines co-exprimées RrgA,
RrgB et SrtC-2 a été réalisé granesystéme de colonnes His-TrapP. Les protéines éluées ont été séparées

par SDS-PAGE 4-12,5%, transférées sur membrane de nitrocellulose et immunodétectées a I'aide d'anticorps
polyclonaux anti-RrgB (El Mortagt al. soumis).

[1.2.6. SrtC-2 forme un complexe acyl-enzyme stable avec RrgA

La SrtC-2 reconnait le motif YPRTG de Rrga clive la liaisonpeptidique entre les
résidus thréonine et glycine en formant uteimédiaire covalent acyl-enzyme. Nous avons
recherché la présence d'un tel complex¢C&*RrgA afin de vérifier, le mécanisme
réactionnel de la SrtC-8t également pour évaluer la sl du complexe acyl-enzyme en
vue d’'une purification a grande échelle. Lest@ines éluées provenant des co-expressions
impliguant RrgA, RrgB, RrgC et la SrtC-2 ofté séparées par SDS-PAGE gradient 4-12,5%,
puis aprés transfert sur membrane deoodlulose, immunorévélées par un anticorps
polyclonal anti-SrtC-2 (Fig.67).



Figure 67: Existence d'un intermédiaire acyl-enzyme SrtC-2- RrgA stablel.es co-expressions de RrgA,
RrgB, RrgC et SrtC-2 ont été réalisées cherzoli. Les purifications ont toutes été réalisées en paralléle sur le
systéme His-Tra' HP columns et seules les pilines accessdirgg et RrgC présentent une étiquette poly-
histidine a leur extrémité N-terminale. Les protéinegédiont été séparées par SDS-PAGE 4-12,5%, transférées
sur une membrane de nitrocellulose et immunodétectées a I'aide d’anticorps anti-SrtC-2 polyclonaux.

La SrtC-2 étant dépourvue éliquette poly-histidine, sarésence dans les fractions
d’élution ne peut étre que fait d'une interaction avec lggotéines HisRrgA ou HisRrgC.
Dans toutes les co-expressiongligquant RrgA et la SrtC-2jne bande de masse moléculaire
apparente de 140 kDa est immuno-détectée patidorps anti-SrtC-2Fig.67, lignes 8, 11,
12, 14) et anti-RrgA (non montr&Je résultat suggeie la SrtC-2 est caple de former un
complexe acyl-enzyme stable et covalent avec RAJi de vérifier lanature catalytique de
la formation du complexe SrtC-2*RrgA, nous avansté la cystéine 179 du site actif de la
SrtC-2 en alanine et avons réalisé la mé&mwrpérience que précédemment décrite (Fig.67,
ligne 15, 16). Dans ces conditions, aucun dexg SrtC-2*RrgA n’est identifié, indiquant

gue I'association entre la SrtCeRRrgA est dépendant du potentatalytique de la sortase.

[1.2.7. SrtC-2 multimérise le domaine D4 de RrgA

Au cours des travaux portasiir la caractérisation indMielle des pilines, nous avons
montré que le géne codant pdardomaine D4, cloné dans le plasmide pETDuet, permettait
I'expression d’une protéine adile d’environ 17 kDalont le pont isopeptidique était formeé et
exposant a son extrémité C-terminale le motif YBRAfin de faciliterla caractérisation des
complexes SrtC-2*RrgA et RrgA-RrgB, nousoas décidé d'utiliser le domaine D4 seul
plutdt que la protéine RrgA &are, dont la masse importan@)(kDa) rend plus difficile les
analyses biochimiques. Nousams ainsi intégré le domair24, fusionné aune étiquette

6xHis, dans le systeme de cxpeession en place de la foeraompléte de RrgA (Fig.68).
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Figure 68: La sortase C-2 catalyse un complexBP4-RrgB et permet la multimérisation de D4.Les
purifications des protéines co-exprimées, D4, RrgBreE-2 ont été réalisées sur les colonnes His™rP.

Les protéines éluées ont été séparées par SDS-PAGE 4-12,5%, transférées sur membrane de nitrocellulose et
immunodétectées par (A) des anticorps polyclonaux anti-RrgB et (B) par des anticorps anti-His-Tag. Le
symbole §) indique le complexe D4-RrgB, et le symboi@ fes acyl-enzymes intermédiaires (immuno-réactif

avec des anticorps polyclonaux anti-SrtC-2) (El Mogagl. en préparation).

Lorsque le domaine D4 est co-exprimé avegBRet la SrtC-2, une bande intense de
masse moléculaire apparente de 85 kDa esigé par des anticorps polyclonaux anti-RrgB
correspondant au complexe P4gB (Fig.68 A, ligne 7). Q& méme bande est immuno-
detectée par des anticorsti-His-Tag bien que l'intensité is@lus faible (Fig.68 B, ligne 7)
(NB : le temps d’exposition de ce film a été détdment réduit pour permettre de visualiser
les autres formes de D4 produites en grandestig@s). Une nouvelle foige rdle de 'activité
enzymatique de la SrtC-2 dans la fotima du complexe D4-RrgB est prouvée (Fig.68 A,
ligne 8).

L’immunodétection par les anticorps anti-Hiag des produits formés lors des co-
expressions du domaine D4 et de la Srt@-&veélé des résultats surprenants (Fig.68, B).
Lorsque le domaine D4 est exprimé seul, baade de masse moléculaire apparente de 17
kDa est détectée correspondactmme attendu, au monomeperifié (Fig.68, B ligne 1).
Cette bande est également visible lorsque RigtRB0-exprimé avec le domaine D4 (Fig.68, B
ligne 4). En revanche, lorsque le domaine & co-exprimé avec la SrtC-2, des especes
multimériques de D4 sont détectées, présemtemtmasses moléculaires apparentes de 34, 51
et 68 kDa, correspondant a des formes diqu&s, trimériques et tétramériques (Fig.68, B
ligne 5), suggérant que latSr2 est capable de multimériser le domaine D4. Des bandes

intermédiaires de masses moléculaires appardetd®, 59 et 76 kDa sont également révélées



par les anticorps anti-His-Tag (figure X, Brig 5) ainsi que par des anticorps polyclonaux
anti-SrtC-2 (non montré) indiquant que ceaweorrespondent aux complexes acyl-enzymes
intermédiaires. L’'oligomérisation du domaine D4 par la SrtC-2 a également lieu en présence
de RrgB, mais avec une efficacité moindre @8gligne 7). Ces résultats indiquent que (i) la
SrtC-2 est capable de multimériser D4, (iiplane RrgB entre en compétition avec D4 pour

la reconnaissance par la SrtC-2.

[1.2.8. SrtC-2 multimérise RrgA

Etant donné que la SrtC-2 estpable de multimériser le domaine D4 de RrgA lorsque
ces deux protéines sont co-exprimées, nous avaus verifier si la SXIC-2 peut également
prendre en charge la protéine RrgA corglélans cette réaction d’oligomérisation. Les
produits issus de la co-exprassiHiSRrgA et SrtC-2 ont été piiés par une premiére étape
de chromatographie d’affinité puis dans un sectemps par filtration sur gel (Fig.69 A). Le
profil d’élution de cette seconde chromatogragieéemet de distinguer trois pics. Le premier
pic est élué dans le volume mort de laooole et correspond a des formes multimériques de
RrgA, ce qui est d’ailleurs conmé par I'analyse en SDSAGE (Fig.69, B). Le second pic
correspond au monomere de RrgAestroisieme pic a la SrtC-2.



Résultats

Figure 69: SrtC-2 multimérise RrgA. A. Filtration sur gel des produits purifiés issus de la co-expression RrgA
SrtC-2. Une colonne Superdex 200 10/300GL a été édilgour réaliser la chromatographie d’exclusion de
taille. B. Analyse par SDS-PAGE 7.5% d'acrylamide des fraxtial'élution post gel filtration. (PM : poids
moléculaires, L : échantillon chargé sur la colonkes, numéros correspondent aux différentes fractions
d’élution) (El Mortajiet al.en préparation).

Un échantillon des formes monomériques de RrgA (fraction 7 de la colonne de filtration
sur gel) a été analysé par MET en colamthégative par Daphna Fenel a I'IBS (Fig.70 A).
Les clichés révélent que lalstion protéigue contient unpopulation homogene de petits
filaments de RrgA, similaires a ceux observécpdemment lors deékude de RrgA (Fig.43

chapitre 1.1.4 des résultats).



Un échantillon de la fraction 3 issue de la colonne de filtration sur gel et correspondant aux
formes multimériques de RrgA a été obgerdans les mémes conditions (Fig.70, B).
L'analyse des clichés indiqugue la population est hétérogéat contient de nombreux
aggrégats. Cependant, des objetspéect « étoilé » sont iddfiebles dans chacun des clichés
(Fig.70, B). Ces structures présentent toutes centre de nucléatienduquel émergent 4 a 5
filaments de RrgA. Au regard des résultalgenus sur la multimérisation du domaine D4,
nous pouvons supposer que ces formes étoiléésmariques de RrgA sultent de l'activité

catalytique de la SrtC-2.

Figure 70: Analyse par MET en coloration négativeles formes monomériques et multimériques de RrgA.

A. Clichés de MET en colration négative des formes monomériques de RrgA. (En haut : image correspondant au
champs complet ; en bas : galerie d'images élardgesylichés de MET en colration négative des formes
multimériques de RrgA (En haut : image correspondachamps complet ; en bagalerie d'images élargies).

Pour A et B la barre d’échelle représente une distance de 20nm (El Mbekgn préparation).

[1.2.9 Conclusions concernant I'activité de la SrtC-2

Complexe RrgA-RrgB

Nous avons mis en évidence que la Srt€s? capable de générer deux complexes
covalents différents faisant intervenir la pdimajeure: RrgA-RrgB et RrgB-RrgC. Afin de
mieux comprendre les spécificités de recossemce des substrats par cette sortase, nous
avons procédé aux délétions des motifs LPXT& piknes et mis en évidence que la SrtC-2

reconnait deux motifs différents: YPRTG de Rrgdur la catalyse du complexe RrgA-RrgB
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et le motif IPQTG de RrgB pour la catalyge complexe RrgB-RrgC. Cependant, lorsque les
pilines RrgA, RrgB et RrgC sont co-expriméasec la SrtC-2, c'est le complexe RrgA-RrgB
qui est préférentiellement formé, indiquante le motif YPRTG ddrrgA est reconnu avec
une meilleure affinité que celui de RrgB. Cdiigpothése a été vérifiee lors des expériences
d'inversion des motifs LPXTG montrant sagsigoque que le motif YPRTG de RrgA est le
substrat privilégié de SrtC-2. Ce point esalégent renforcé par la mise en évidence de
I'intermédiaire acyl-enzyme SrtC-2*RrgA.

Afin de caractériser d'un point de vue stwral le complexe RrgA-RrgB, nous avons
recherché quel résidu lysine de RrgB pouvait jdeedle de nucléophile dans la réaction de
transpeptidation. Les Lys162 et Lys183 de R était des candidates nucléophiles, ont été
individuellement mutées en alanine et les fesmariantes introduites dans le systeme de co-
expression. Seule la mutation de la Lys183, qui fait partie du motif piline, réduit le taux de
formation du complexe RrgA-RrgB par latGf2, suggérant que ceésidu porte le
groupement nucléophile privilégié dans la rigactle transpeptidatiode RrgA-RrgB. Enfin,
nous avons étudié l'implication glponts intramoléculaires des pdsRrgA et RrgB dans la
formation du complexe RrgA-RrgB et montré dlasence des ponts dans les deux pilines
n‘empéche pas la formation du complexe, gsute qui concerne la mutation D241A dans
RrgB qui présente un effet Iégerement délétees différentes étapesnduisant la SrtC-2 a

catalyser la formation du complexe RrgAgB sont resumées ci-dessous (Fig.71).

Figure 71: Récapitulatif de la catalye du complexe RrgA-RrgB par SrtC-2.



Multimérisation de RrgA

L'utilisation du domaine isolé D4 de RrgA ddesysteme de co-expression a permis de
valider sa prise en charge par la SrtC-2 lors de la catalyse du complexe D4-RrgB. Ces
résultats apportent deux informations majeures : (i) le domaine D4 est suffisamment bien
structuré pour étre pris en chaig la SrtC-2, et (ii) les autredgions de la piline RrgA (D1-
D3) ne sont pas impliqguées dans la réaafietranspeptidation médiée par cette sortase.

Nous avons également mis en évidence q@&tla-2 présente une activité enzymatique
de multimérisation du domaine D4. Ces résulaiggérent que la SrtC-2 possede deux sites
de reconnaissance dans le domaine D4 : igf MBRTG et un résidu portant le groupement
nucléophile accepteur. L’'identification de ce résaht en cours d’investigation. En effet, il
est possible de purifier des quantités importadeeformes dimériques covalentes de D4 (de
I'ordre de 1 a 5 mg par litre drulture) et I'analyse de la Ison peptidique ésn cours de
réalisation par MS/MS. Au vu de ces données, raums verifié si la piline entiere RrgA
pouvait étre également multimérisée. La purificatite formes de hauts poids moléculaires
issues de la co-expression de RrgA et Srid-2ur analyse par MET en coloration négative
atteste de la présence de formes étoilégegimondant aux monomeérde RrgA multimérisés

via leur domaine D4 (Fig.72).

Figure 72: Récapitulatif de la mulimérisation de RrgA par SrtC-2.
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I1.3 Fonction de la SrtC-3
[1.3.1. La SrtC-3 catalyse deux complexes: RrgB-RrgA et RrgB-RrgC

La derniére sortasge I'opéron PI-1 dé&. pneumoniaesrtC-3, a été introduite dans le
systéme de co-expression afin de détermsaeionction. Apres avoir réalisé chacune des co-
expressions impliquant RrgA, B8, RrgC et la SrtC-3, tous les produits issus de ces co-
expressions ont été purifiés paralléle sur le systéme His-Tf8pHP columns. Les protéines
eluées ont été séparées par SDS-PAGE gradid2,5%, puis apres transfert sur membrane

de nitrocellulose, ont ététhmunodétectées par les anticoppgyclonaux anti-RrgB (Fig.73).

Figure 73: Catalyse par SrtC-3 des comples covalents RrgB-RrgA et RrgB-RrgC.Les co-expressions de
RrgA, RrgB, RrgC et Srt@ ont été réalisées ch&z coli. Les purifications ont toutes été réalisées en paralléle
sur le systéme His-TrA HP columns et seules les pilines accessdirgg\ et RrgC présentent une étiquette
poly-histidine a leur extrémité N-teimale. Les protéines éluées oné &éparées par SDS-PAGE 4-12,5%,
transférées sur une membrane deonéhulose et immunodétectées ad&id'anticorps anti-RrgB polyclonaux
(El Mortaji et al. en préparation).

De facon similaire a ce que nous avons obsdwant I'analyse des fonctions des SrtC-
1 et SrtC-2, la protéine RrgB n’est pammuno-détectée dans ledutions issues des
surexpressions de RrgA, RrgC et SrtC-3g(F3, lignes 1, 3 et 4) et les deux bandes
caractéristiques de la liaison non spécifiguentanomere de RrgB (60 et 70 kDa) sur les
colonnes His-Trap sont a nouvedttectées avec une intensité plus ou moins importante selon
la co-expression considérée (Fig.li@nes 2, 5, 7, 9, 11,13, 14, 15, 16 et 17).

La co-expression de la SrtC-3 avec les piliRegA et RrgB montréa présence de deux
espéeces détectées par les anticorps anti-REgB73, ligne 11) et dARrgA (non montré) :
une bande intense de masse moléculaire apparente de 200 kDa et une bande moins intense



migrant a une masse supérieure a 250 kDa.querda cystéine catalytique de SrtC-3 est
mutée en alanine, la formation de ces comgseest abolie (Fig.73, g 15). Ceci suggere
gue la SrtC-3 est capable de lier covaleningB et RrgA dans un complexe 1 :1 (espece de
200kDa) et dans un complexe de stoechiom@robablement différente (> 250kDa).

La co-expression de la SrtC&ec les pilines RrgB ékrgC conduit a la formation
d’'une bande intense, immuno-réactive avecalescorps anti-RrgB, de masse moléculaire
apparente de 100 kDa (Fig.73, lignes 13 et C4).complexe covalent semble une nouvelle
fois correspondre & RrgB-RrgC, produit égalenpamtles SrtC-1 et SrtC-2 (Fig.73, lignes 13
et 14). La formation de ce complexe est abldisque la co-expressiast réalisée avec la
SrtC-3 mutée au niveau de sa cystéine ciadaly (Fig.73, ligne 16). Lorsque les trois pilines,
RrgA, RrgB et RrgC sont co-exprimées avacSrtC-3, les deux complexes RrgB-RrgA et
RrgB-RrgC sont formés, contrairement au cteme de masse moléculaire supérieure a 250
KDa qui n’est pas visible (Fig.73, 14).

Une derniere bande immuno-réactive avec les anticorps anti-RrgB, de masse
moléculaire apparente dékDa est identifiée dans toutkss co-expressions menant a la
formation des complexes covalents (Fig.73, lignes 11, 13, 14). Celle-ci est également révélée
par l'utilisation d’anicorps polyclonaux anti-SrtC-3uggérant qu’elle correspond a un
complexe acyl-enzyme SrtC-3*RrgB.

En conclusion, la SrtC-3 est capable agalyser deux complegecovalents, RrgB-
RrgA et RrgB-RrgC, ainsi gu'un complexeontenant RrgB et RrgA mais dont la
stoechiométrie reste a déterminer. Cettenméortase forme également un complexe acyl-
enzyme stable avec RrgB suggérant que lesptexes covalents résultent de la prise en
charge du motif IPQTG de BB par la SrtC-3. Cette obsation laisse supposer que le
complexe RrgB-RrgA de masse supérieare250kDa puisse correspdre a un dimere

covalent de RrgB, lui-mémessocié a un monomere de RrgA.

[1.3.2. La SrtC-3 reconnaitle motif IPQTG de RrgB

Afin de confirmer la proposition selon laquelte SrtC-3 reconnait le motif IPQTG de
RrgB, nous avons réalisé des expérienceddl&tion des pentapeptides LPxTG de chacune
des pilines, les protéines mutées résultantes ont été introduites dans le systeme de co-

expression (Fig.74).
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Figure 74: Spécificité de SrtC-3 dans la reconnaissance des substrdtes motifs LPXTG des protéines
RrgA, RrgB et RrgC on été délétés, et chaque maadtt testé dans sa capacité a étre reconnu est pris en
charge par SrtC-3. Les purifications des protéines coragps, RrgA, RrgB, RrgC ett®-3 on été réalisées sur

les colonnes His-Trdlf HP. Les protéines éluées ont été sépapéesSDS-PAGE 4-12,5%, transférées sur
membrane de nitrocellulose et immunodétectées par des anticorps polyclonaux anti-RrgB (EleMalitaji
préparation).

La délétion du motif YPRTG d&rgA n'a d’effet ni surla formation du complexe
RrgB-RrgA ni sur la formation du complexe gkis haut poids moléculaire, contrairement a
la délétion du motif IPQTG d&rgB qui empéche toute formation des complexes (Fig.74,
lignes 2 et 3). En ce qui concerne la cataljigsecomplexe RrgB-Rrgda délétion du motif
IPQTG inhibe aussi totalement la formationadecomplexe alors que celle du motif VPDTG
de RrgC n’a aucun effet (Fig.74gnes 5 et 6). L’ensemble dees résultatsndique que la
SrtC-3 reconnait uniquement le motif IPQTG de RrgB pour catalyser les trois complexes

RrgB-RrgA, RrgB-RrgC et RrgB-RrgB-RrgA.

[1.3.3. La SrtC-3 forme un complexe acyl-enzyme stable avec RrgC

Les protéines éluées provehaes co-expressions impliquaRtgA, RrgB, RrgC et la
SrtC-3 ont été séparées par SDS-PAGE gmadi€l2,5%, puis apres transfert sur membrane
de nitrocellulose, ont été immunodétectdas des anticorps polyclonaux anti-SrtC-3. Une
exposition longue (> 5min) du film autoradiaghique révele la psence d’'une bande de
masse moléculaire apparente de 75 kDa casregnt a I'acyl-enzyme SrtC-3*RrgB qui est
observée dans toutes les cormli de co-expressions menanka formation des complexes
covalents (Fig.73 et 74 ci-dessus). De fagoréressante, le mémilot révélé par des
anticorps anti-SrtC-3, montre faésence d’'une bande d’'intéBsplus importante (exposition

courte, < 1 min) migrant a une masse moléoellde 55 kDa (Fig.75). Cette espéce protéique



n'est visualisée que dans des co-expressiopBgoant RrgC (Fig.75, lignes 4, 6, 7, 8 et 14).
De plus, lorsque le motif VPDTG de RrgC dstété (Fig.75, lignel5u lorsque la cystéine
catalytique de I'enzyme SrtC-3 est mutée emiale (Fig.75 ligne 10 et 11) ce complexe n’est
plus formé. En conclusion, ces résultats suggeque cette bande correspond a un complexe
acyl-enzyme stable SrtC-3*RrgC dont larrf@ation nécessite I'tégrité du motif de

reconnaissance VPDTG de RrgC etyatéine catalytique de SrtC-3.

Figure 75: Existence d'un intermédiaie acyl-enzyme RrgC-SrtC-3 stablelLes co-expressions de RrgA,
RrgB, RrgC et SrtC-3 ont été réalisées cherzoli. Les purifications ont toutes été réalisées en paralléle sur le
systéme His-Tray HP columns et seules les pilines accessdirgs et RrgC présentent une étiquette poly-
histidine a leur extrémité N-terminale. Les protéineg&dont été séparées par SDS-PAGE 4-12,5%, transférées
sur une membrane de nitrocellulosénetnunodétectées a 'aide d’anticorps anti-SrtC-3 polyclonaux (El Mortaji
et al.en préparation).

En se basant sur le modele de la réactiotratespeptidation médiée par les sortases, le
complexe acyl-enzyme SrtC-3*RrgC devrait @réter une masse théorique correspondant a la
somme d’'un monomeére 6xHis-RrgC dont le mMRPDTG est clivé par la sortase apres le
résidu Thr (40 616,79 Da) et d'un monomére stetase dont le groupement thiol de la
cystéine a perdu son hydrogéne (25 087,31:Da)masse théorique du complexe SrtC-
3*RrgC est donc de 65 704,10 Da.

Nous avons purifié ce compleg#tC-3*RrgC et son analyse @&édiffectuée par spectrométrie
de masse (Fig.76). La masse moléculaire méesast 65 701,83, présentant une différence de
masse de 2.27 Da avec la valeur attendue. Cété&eattice est comprise dans la précision de
mesure de la technique (1 pour 10 000 Daljdant lidentificdion du complexe SrtC-
3*RrgC.
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Figure 76: Analyse ESI-MS de 'acyl-enzyme SrtC-3*RrgC.

[1.3.4 Conclusions concernant I'activité de la SrtC-3

Nous avons montré que la SrtC-3 est capédbleatalyser trois coplexes différents en
utilisant pour chacun d'eux le motif de recaseance IPQTG de RrgB-ig.77). En effet,
lorsque la SrtC-3 est co-exprimée avec RegBRrgA, un complexe covalent RrgB-RrgA
équimolaire ainsi qu'un complexe composanddimére de RrgB lié covalement a un
monomeére de RrgA sont génér&sautre part, la co-expressiate la SrtC-3 avec RrgB et
RrgC conduit a la productiaiiu complexe RrgB-RrgC.



Figure 77: Schéma récapitulatif des complexes catalysés par SrtCi3s pilines RrgB_S-tag et His_RrgA
ainsi que la sortase C-3 sont représentés par leunstaurtstallographique. La piline His_RrgC est représentée
par une ellipsel. Représentation du complexe RrgB-RrgA catalgar SrtC-3. La thréonine du motif IPQTG
de RrgB est liée covalement a une lysine nucléophilRrdé qui n'a pas encore été identifiée. Néanmoins |l
existe une Lysine nucléophile au niveau du domaine CRrdA (cf. travaux réalisés sur la sortase C-2) c'est la
raison pour laquelle le modéle a été représenté @&inReprésentation du compleirgB-RrgB-RrgA catalysé
par SrtC-33. Représentation du compleRegB-RrgC catalysé par SrtC-3.

La délétion du motif IPQTG dRrgB abolit totalement la formation de ces complexes,
de méme que la mutation de la cystéine Igtidme de la SrtC-3. De facgon intéressante,
l'intermédiaire acyl-enzyme SrtC-3*RrgB estroeivé dans toutes les co-expression menant a
la formation de ces complexes indiquant qu'il est co-élué avec les pilines accessoires RrgA ou
RrgC qui seules portent I'étiqte poly-histidine. Ces informatins suggerent qu'il n'existe pas
de spécificité stricte de la SrtC-3 pour I'adeep nucléophile puisque la formation de l'acyl-
enzyme SrtC-3*RrgB peut mena I'association de RrgB avec RrgA (complexe RrgB-RrgA),
ou avec RrgC (complexe RrgB-RrgC) ou encavec RrgB (pour forer RrgB-RrgB-RrgA).
Ces données indiquent que la SrtC-3 reconnailivet le motif IPQTG de RrgB puis accepte
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indifferemment chacune des trois pilines enttgu’accepteur dans I'étape finale de la
réaction de transpeptidation.

La purification et I'analys biochimique du complexe t8-3*RrgC indique que cette
sortase ne présente pas de djp#@ stricte pour le IPQTG dergB, puisqu’ellepeut interagir
également fortement avec le motif VPDTG RegC (Fig.78). La question de l'identité de
I'accepteur du complexe SrtC-3*RrgC est pos&gA, RrgC ou bien le lipide 1l si I'on
suppose gque cette réaction pettnait d’ancrer le pilus aypeptidoglycane. Ces hypotheses

sont actuellement en cours de validation.

Figure 78: Schéma récapitulatif de la formatbn de I'acyl-enzymeRrgC-SrtC-3. Etapel.His_RrgC et la
sortase C-3 sont co-exprimées cEezoli. Etape 2.La sortase C-3 hydrolyse la liaison Thr-Gly du VPDTG de
His_RrgC qui mene au relargage des résidus GEE C-termiBEtape 3.Formation de I'acyl-enzyme covalent
RrgC-SrtC-3.
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DISCUSSION & PERSPECTIVES

Les pili, exemple singulier de protéines laennes de surface, sont des structures
exposées au milieu extracellulaire et qui doBcessitent d'étre extrémement résistantes a
toute dégradation, notamment a la protéolyse.fik exprimés par les bactéries Gram-positif
sont particulierement ables et résistants a la digestiprotéolytique. Ce caractéristiques
proviennent du mode d’assemblage unique desegilqui sont associées entre elles de fagon
covalente par des enzymes spécialiséles, sortases (Ton-8b 2003). Un degré
supplémentaire dans la compacité et la staitia des pili Gram-positifs est apporté par la
présence de liaisons covalestintramoléculaires au sedes pilines (Kang 2007, Budzik
2009, Kang 2009). Depuis la premiére desmipdu PI-1 chez lgpneumocoque en 2006,
plusieurs mécanismes de biogenése o#t @roposés conduisardt différents modeéles
d’architecture du pilus et a une compréhensiacoentres fragmentairéu réle de chacune
des sortases. Au cours de d¢emsvaux de thése, nous agoocherché a répondre a ces deux

questions en utilisant des appnes biochimiques et structurales.
Les ponts intramoléculaires au s& des pilines du pneumocoque

La premiere partie de notre étude a porté sur I'étude structurale des pilines RrgA,
RrgB et RrgC dans le but notamment d’ideatifa présence de ces ponts intramoléculaires.
Cette analyse a ainsi perndie mettre en évidence queachine des pilines du pneumocoque
renferme dans leur structure des ponts intl@oulaires qui ont I@ouvoir d'augmenter leur
stabilité thermique mais également leur difibface a la digestion protéolytique. De fagon
intéressante, la localisation desnts dans les pilines présente un effet stabilisateur plus ou
moins marqué. Prenons lI'exemple du domaldie de RrgA, celui-ci est le résultat de
I'assemblage de deux demi-domaines, N et Citeaaux de la protéineserrouillés dans cette
conformation par un pont intramoléculaire. Laipos clé de ce pont au sein de la structure
globale de RrgA permet deomprendre l'effet déstabilisate important observé en son
absence. Dans le cas de la piline majeurgBRIe pont présent dans le domaine D2 semble
jouer un role similaire au niveau de la structure globale de la piline notamment dans son role
de stabilisation face a la digestion protéolydigDe plus, nous avons également montré que
I'absence de certains ponts intramoléculaires, notamment celui du domaine D2 de RrgB,
pouvait influencer l'efficacité de reconnaissades pilines par les sortases et donc diminuer

I'efficacité de la catalyse des liaisons intermoléculaires.



Un résultat surprenant est apparu lors dautle de la piline majeure RrgB. En effet,
en solution, celle-ci ne présergae trois ponts intramoléculairesmeés respectivement dans
les domaines D2, D3 et D4. En revanche, tacstire cristallographiqude RrgB révéle la
présence d'un dernier pont visible au niveauddmaine D1 de la forme cristalline de la
protéine. Qu’'est-ce qui permet d’expliquertealifférence majeure ? Un élément de réponse
peut étre proposé en se basant sundiétréalisée sur I’homologue de RrgB cBezereusla
piline BcpA pour laquelle la structure cristallographique montre la présence de trois ponts
intramoléculaires chacun localisé dans les @ioes CNA2, XNA, et CNA3 (Budzik 2009)
(Fig.19, Introduction bibliographig). Le domaine CNA1 qui n’est pas inclus dans cette
structure a été étudié biochimiquemeet cette analyse a indiqué qu’aucun pont
intramoléculaire n’était identifiable dans d®maine CNA1 de BcpA. En revanche, I'étude
des pili BcpA matures, donc assemblés, permis la mise en évidence d'un pont
supplémentaire au sein de la protéine BapAture, localisé dans le domaine CNAL. Les
auteurs proposent ainsi que les trois pontaintiéculaires identifiés dans les domaines
CNA2, XNA et CNA3 sont forméslans BcpA des sa synthese et avant méme sa prise en
charge par la sortase qui va conduire a lamétisation de BcpA. Il semblerait donc que
seule la catalyse du pont intermoléculaifbr-Lys entre deux sous-unités successives
meénerait a la formation du dernier pont intcdéculaire localisé dans le domaine CNAL.
Revenons a présent sur les informations obtenues lors de I'étude de la piline RrgB. Nous
avons montré qu’une fibre artificielle de RrgBt formée dans I'empilement cristallin mimant
son homologue natif. De facon intéressariee motif IPQTG d’'un monomeére RrgB(a)
s’engouffre dans une gorge localisée au nivdiadomaine D1 d’'un monomeére RrgB(b) dans
lequel le pont intramoléculaire est formé.nMdacette conformation, la Thr du motif IPQTG
(monomeére a) est positionnée a proximité dexdeésidus Lysines (monomere b) candidats a
la transpeptidation. Nous pouvons donc suppgserla présence du motif IPQTG de RrgB
dans la gorge du domaine D1 induit par sales@présence une contrainte suffisante pour
générer la formation du pont intramoléculail@ns le domaine D1. L'existence de ce pont
chez les pili natifs d&. pneumoniaeestent encore a démontrer, ce que nous NOUS pProposons
de réaliser. Ainsi, les bactéries Gramifibsemblent avoir développé des mécanismes
communs permettant la formation de liaisons intramoléculaires et également intermoléculaires

dans le but de générer des pili matures extrémement résistants.
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Vers une meilleure compréhension d& fonction adhésive du pilus

La fonction d’adhésion des pili aux tissugd®a été démontrée chez de nombreuses
bactéries, y compris chez le pneumocofandlik 2007, Abbot 2007, Manetti 2007, Nelson
2007). Pour ce dernier, et dansches du PI-1, c’est principalemtela piline accessoire RrgA
qui porte la fonction d’adhésine €¢on 2007, Hilleringmann 2008). En effet, vitro, des
souches bactériennes n’exprimant plus RpgAsentent un pouvod’adhésion réduit d'un
facteur huit sur des cellulesitigliales pulmonaires A549 paaipport a une souche sauvage
(Nelson 2007). De plus, des tests d'intéats en phase solidenontre qu’une forme
recombinante de RrgA est capable de lier différents composants de la matrice extracellulaire
tels que la fibronectine, le tagéne de type | et la lamimé (Hilleringmann 2008). Qu’est-ce
qui permet d’expliquer qu’une lte palette d’interaction soinédiée par une seule et méme
protéine ? La résolution de $&ructure de RrgA permet aeieux comprendre ce phénomene.

En effet, cette protéine adulaire présente a l'une de ces extrémités deux domaines
potentiellement impliqués dans ces interactiduespremier est le domaine D3, le plus distal,
est un mélange composite de séquences d’or@ioaryote et procaryote, le tout formant un
domaine structuré. Le corps de celui-ci prés une homologie structle avec le domaine
VWA humain et le domaie | de l'intégrine.2 1 connus pour médier lI'adhérence cellulaire.

Le second domaine D2, est quant a lui un homoleguestural d'une ggon de la protéine

Cna deS. aureugqui est impliqguée dans des interaction avec le collagéne 1. En outre, il n'est
pas totalement exclu que les deux autres dommdirieet D4 puissent participer a la fonction
adhesive de la protéine. Il séraonc intéressant d'analysesyr la base de la structure,

I'implication de chacun des domainesisi¢a fonction d'adhésion de RrgA.
Un modele d’assemblage expliquant erésultats antérieurs contradictoires

Plusieurs modeles d'assemblage du PIl-1Sdgoneumoniaeont été proposés ces
dernieres années, mais aucun d'entre eaxréellement fait I'unanimité (Barocchi 2006,
LeMieux 2006, Hilleringmann 2008, Hilleringmar2009). La seule information sur laquelle
toutes les équipes s'accordent est que le squdlefpdus est le résultat de la polymérisation
de la piline majeure RrgB. Les deux pilines accessoires RrgA et RrgC y seraient associés: a
guelle localisation et dans dlee steechiométrie? Ces integations restent sans réponses
précises. De méme, la fonction de chacunesdesmses, dans la polgmsation de RrgB et
dans lincorporation des pilines accessoiresste I'objet de discordes (LeMieux 2008,



Manzano 2008, Falker 2008). Durant ces td@mieres années nous avons voulu apporté des
réponses précises a ces questiemsitilisant des approches dié@tes de celles qui étaient

utilisées jusqu'a lors poétucider le mécanisme de biogenese du pilus 8heneumoniae.
Fonction des sortases dans lpolymérisation de RrgB

Dans un premier temps, nous avons voulu coredé role de chgue sortase dans la
polymérisation de RrgB. Ainsi, nous avons momiaé |'utilisation de protéines recombinantes
solubles, que lincubation a 37°C pendant #iéhRrgB avec la SrtC-1 dans un ratio 1:2
conduit a la polymérisation de RrgB vitro (Manzano 2008). Dans les mémes conditions, la
SrtC-3 n'est capable de générer qu'un débuthde dontrairement a la t8-2 qui ne présente
aucune activité de polymérisation de RrigBvitro. Ces résultats ont été en partie validiés,
vivo, par la délétion de la SrtC-1 chez la southBR4. Celle-ci présente alors une capacité
réduite de polymérisation de RrgB. Ainsi, gésultats suggerent que la polymérisation de
RrgB est principalement médiée par la SrtC-tjuet la SrtC-3 puisse grartie suppléer cette
fonction. Cette notion de redondance dans l'aétide polymérisation de RrgB a également
été soulevée dans les travaux réalisésLpMieux en 2008 ou la mutation individuelle de
chacune des sortases a été é@mdians le contexte de sauche TIGR4 (LeMieux 2008).
Chacune des souches mutantes, dont l'une dtses a été inactivedemeure capable de
produire un polymére de RrgB. Il semble queéaessité de produire une fibre de RrgB soit
suffisamment importante pour que la bactépmduise des enzymes présentant une

redondance fonctionnelle permettant ainsi de Bgppa déficience de I'une d’entre elles.
Fonction des sortases dans I'inaporation des pilines accessoires

En ce qui concerne lincorporation des pilines accessoires et afin de tenter d'élucider le
mécanisme de biogenese du PI-1, nous adéveloppé une plateforme de co-expression
chezE. coli permettant de produire chate des trois pilines et d&®is sortases dans toutes
les combinaisons possibles. Ce systéme a ainsi permis de mieux comprendre les mécanismes
moléculaires d'action de chaque sortase.

Dans le cas de la piline accessoire RrgA, sa liaison a RrgB peut étre médiée par deux
sortases différentes. Nous avons montré qugrt@-3 catalyse un complexe RrgB-RrgA, via
le motif IPQTG de RrgB, mais aussi que |&CS2 catalyse un complexe RrgA-RrgB via cette
fois-ci le motif YPRTG de RrgA. Ces donnéesliguent donc que Rrgpeut étre localisée a

I'extrémité distale d'une fibre de RrgB, résultat'aetivité de la SrtC-2 et que l'incorporation
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de RrgA dans une fibre de RrgB est aussi ptessiésultat des activeésynergiques des SrtC-

2 et SrtC-3. En se référant a la littérature, éguipes de Falker de LeMieux étaient en
désaccord quant au role des sortases tiagsrporation de RrgA (Falker 2008, LeMieux
2008). La premiére a montré que la SrtC-2 pétaitd'association de RrgA au pilus, alors que

la seconde proposait que les formes Rigéh nécessitent l'activité de la SrtC-3. Les bases
moléculaires de reconnaissard® chacune des SrtC-2 et SBMbtenues dans notre étude
permettent d'expliquer ces deux résultats qui semblaienibri contradictoires mais sont en
réalité complémentaires. Par ailleurs, au vee® nouvelles données, le modeéle d'assemblage
proposé par Hilleringmann en 2009 devient incomplésque l'incorporation de RrgA dans

la fibre de RrgB est moléculairement pbssi(Hilleringmann 2009). De plus, nous avons
montré dans cette étude que la SrtC-2 Ilgs¢ala multimérisation de RrgA. La nature
catalytique de la formation de ces multimér&séaprouvée par l'inactivation de la cystéine de
SrtC-2. Néanmoins, la questiale la pertinence physiologiquie ce multimere peut étre
posée. En se référant a la littérature unedeiplus, deux modeles différents d'assemblage du
PIl-1 ont proposé l'existence de groupementsRdpA localisés tout adong de la fibre
(LeMieux 2006, Hilleringmann 2008) pouvant correspondre a des formes multimériques
associées entre elles de RrgA telipe celles formés dans notre systameitro. D’autre

part, I'existence de tels mutiméres de RrgA situés a extrémité distale du pilus permettrait d'une
part de faciliter I'adhérence aux cellules Bo&t d'autre part d'augmenter l'avidité des
interactions médiées par les pili.

Concernant l'incorporation de la piline asseire RrgC, les expériences de délétions
génétiques obtenues par I'équipe de Falkentraient que seule la SrtC-1 est capable
d'incorporer RrgC aux pili (Falker 2008).dptes les travaux de LeMieux (LeMieux 2008),
les SrtC-1 et SrtC-3 sont capable d'accomdite fonction. Nous sommes en mesure une
nouvelle fois d'expliquer ces ré&is. En effet, nos données igdent que les trois sortases
sont capable d'incorporer RrgC aux pitiar capables de lier RrgB a RrgC via la
reconnaissance du motif IPQTG BegB. Néanmoins, de part la spécificité de reconnaissance
inhérente a chacune des sortases, SrtC-2 semble la moins favorable a la catalyse de ce
complexe. En effet, nous avons montré que Bri@ivilégie la piline RrgA comme substrat
plutdét que RrgB. Nous avons également monué contrairement a la sortase C-1 qui ne
présente qu'une specificité stricte pour Rrdg® sortase C-3 peut également avoir pour
substrat RrgC. Ainsi, la sortase C-1 semble &enzyme principalement responsable de la
catalyse du complexe RrgB-Rrgé€l,la sortase C-3 une nouvellésfpourrait suppléer SrtC-1
dans cette fonction. A partir de ces nouvellonnées moléculaires, nous pouvons proposer



un modéle d'assemblage du pilus en adéquation avec des données antérieuresrobtenues

et donc attribuer a chacune des sortases urspélafique dans la dgenese du PI-1 (Fig.79).

Figure 79: Modéle d'assemblage du pilus PI-1 d&. pneumoniae
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Les perspectives

Néanmoins, une information essentielle eedtdéterminer: comment les pili sont-ils
liés covalement au peptidoglyeh Contrairement aux autrescti&ies Gram-positif, chez le
pneumocoque, la sortase ménagére SrtA, ndesissaire ni a I'assemblage du pilus, ni a son
ancrage a la paroi bactérienfieMieux 2008). Cette inforntian indique donc qu'au moins
I'une des sortases de classe C est en charfgndeage du PI-1 au peptidoglycane. De plus,
les travaux de Hilleringmann menés 2009 indique que chez une souche TIGRGC, les
pili, qui ne présente plus cette piline accessa@eedétachent plus facilement de la surface
bactérienne et sont retrouvés en quantitas pimportante dans le milieu de culture
(Hilleringmann 2009). Ces résultats, associés aclalikation basale de cette piline au sein de
la fibre, laissent supposer que RrgC a unetfonal'ancrage des pili. Par ailleurs dans notre
systéeme de co-expression, seule la sortasee€tZapable de prendre en charge le motif
VPDTG de RrgC, générant aingn acyl-enzyme SrtC-3*RrgC intermédiaire. Mais aucun
complexe impliquant le motif VPDTG de RrgC n'a encore été identifié. En réalisant un bilan
de ces données, I'hypothése la plus probable est que l'accepteur de cette réaction de
transpeptidation soit le lipide, précurseur du peptidoglycanet que son absence dans les
co-expressions, bloque la réaction de transgeqon a I'étape d'acylation. C'est précisément
cette hypothése que nous nous proposons dievélans les prochaines semaines.

Il est important de noter que le systéeme de co-expression que nous avons développé
nous a permis d'obtenir un nombre importamfamations qualitatives concernant les
spécificités de reconnaissance des sortgsms leurs substratginsi que pour leurs
accepteurs. Néanmoins, les quantités de complebtenues par cette méthode restent tres
faibles (souvent inférieur a 500 pg parditde culture). Ce phénomeéne est probablement
directement relié a l'utilisation de constructigntubles. En effet, il est important de rappeler
gue chez la bactéri8. pneumoniadIGR4, toutes ces protéimesont membranaires. Ceci
impligue que les concentrations locales amse I'orientation des protéines sont optimales
pour favoriser la catalyse pbas sortases. Nous avions déjaservé ce phénomene dans les
tests de reconstitution de la fibre RrigBvitro qui nécessitait d'utiliser des protéines solubles
dans de tres faibles volumes (40 ul). Nousgmns que c'est également pour la méme raison
gue nous n‘arrivons pas a générer des olgjetstaechiométrie plus importante que les

hétérotriméres obtenus en co-expression avec SrtC-3.



Par ailleurs, ce systeme s'est avéré saiffiment efficace pour envisager une analyse
plus poussée de certains complexes. C'est le cas du complexe RrgB-RrgC catalysé par SrtC-1
qui a pu étre produit en quantiéé en pureté suffisante pour liéar des premiers tests de
cristallogenese encourageants. De méme, egpgrons prochainement pouvoir purifier le
complexe acyl-enzyme RrgC*SrtC-3 en qtii@n suffisante pour envisager une analyse
structurale. Celle-ci permettrait notamment de mieux comprendre les spécificites de
reconnaissance de chacune des sortaseSgaement de déterminer limplication des
couvercles (spécifiques des sortases de cl@ystans ce mécanisme. Maintenant que nous
connaissons les spécificités de substratshdEune des sortases, nous pouvons envisager
d'analyser les parametres cinétigues de ces enzymes.

Les données recueillies dans la biblaggnie semblent valider nos résultats.
Néanmoins, nous envisageons de les confirimevjvo, au laboratoire durant les prochains

mois.
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ANNEXES

Annexe 1 : Récapitulatif des vectets construits pour cette étude



*AMDG (Anne Marie Di Guilmi) LEM (Lamya EI Mortaji) RT (Rémi Terrasse) TF (Tony Fourny)
NB : Les oligonucléotides utilisés pour réaliser les mutants sont listés dans I'annexe 2
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Annexe 2 : Liste des oljonucléotides utilisés pour réaliser les mutants



Annexe 3 : Récapitulatif des souched'expression réalisées pour cette étude

A. Liste des transformations de vecteurs pLIMO1 réalisées chek. coli BL21 (DE3) RIL

B. Liste des co-transformations des vecteurs de base réalisées dbezoli STAR
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C. Liste des co-transformations de vecteurs mutés réalisées ch&z coli STAR
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SUMMARY

Streptococcus pneumoniae is a piliated pathogen
whose ability to circumvent vaccination and antibi-
otic treatment strategies is a cause of mortality
worldwide. Pili play important roles in pneumococcal
infection, but little is known about their biogenesis
mechanism or the relationship between components
of the pilus-forming machinery, which includes the -
ber pilin (RrgB), two minor pilins (RrgA, RrgC), and
three sortases (SrtC-1, SrtC-2, SrtC-3). Here we
show that SrtC-1 is the main pilus-polymerizing
transpeptidase, and electron microscopy analyses
of RrgB bers reconstituted in vitro reveal that they
structurally mimic the pneumococcal pilus back-
bone. Crystal structures of both SrtC-1 and SrtC-3
reveal active sites whose access is controlled by
exible lids, unlike in non-pilus sortases, and suggest
that substrate speci city is dictated by surface rec-
ognition coupled to lid opening. The distinct struc-
tural features of pilus-forming sortases suggest
a common pilus biogenesis mechanism that could
be exploited for the development of broad-spectrum
antibacterials.

INTRODUCTION

Streptococcus pneumoniae , the causative agent of pneumonia,
bacteremia, otitis, and meningitis, is a major cause of commu-

nity-acquired ilinesses, especially in the very young and the el-
derly, and causes over 1.6 million deaths worldwide each year
(Levine et al., 2006). The spread of antibiotic-resistant strains
(Bronzwaer et al., 2002), coupled to the limited ef ciency and/

or the restricted strain coverage of currently commercialized

vaccines (Bogaert et al., 2004; Spratt and Greenwood, 2000 ), un-
derline the need for the study of novel therapeutic targets for
pneumococcal infection.

Secreted virulence factors and extracellular appendages are
not only key factors in the initiation of bacterial infection, but
also noteworthy vaccine antigens (Gianfaldoni et al., 2007;
Maione et al., 2005; Mora et al., 2005). Pili, hair-like, elongated
bers associated to the bacterial cell wall, play important roles

in adhesion, bio Im formation, competence for DNA transforma-
tion, and motility, and are thus key elements of a bacterium’s
pathogenicity arsenal (Burrows, 2005; Manetti et al., 2007; Mat-
tick, 2002). Pili expressed by Gram-negative pathogens have
been the targets of multiple studies that have revealed that these
laments are composed of non-covalently associated subunits;
coordination of subunit association involves, in many cases,
strand exchange mechanisms orchestrated by periplasmic
chaperones (Sauer et al., 2002; Vetsch et al., 2004). The pilus for-
mation process in Gram-positive bacteria, however, is still poorly
understood. It is widely accepted that in pathogens such as Co-
rynebacterium diphtheriae, the causative agent of diphtheria,
Streptococcus pyogenes, which causes toxic shock syndrome,
and S. pneumoniae, pili are formed through the covalent associ-
ation of subunits by sortases that are encoded within pilus-
speci ¢ pathogenicity islands ( Budzik et al., 2008; LeMieux
et al.,, 2006; Mandlik et al., 2008; Mora et al., 2005; Ton-That
et al., 2004; Ton-That and Schneewind, 2003). Notably, sortases
are membrane-associated transpeptidases that play roles in
functions ranging from iron acquisition to sporulation ( Marraf ni
and Schneewind, 2006; Mazmanian et al., 2003). The quintes-
sential, best-studied sortase, SrtA, catalyzes the covalent at-
tachment of surface-exposed proteins, such as virulence fac-
tors, to the Staphylococcus aureus peptidoglycan (Schneewind
et al., 1992). Its catalytic mechanism involves recognition of an
LPXTG-like motif on the target protein followed by nucleophilic
attack of the Thr-Gly covalent bond by a catalytic Cys residue.
The ensuing acyl-enzyme intermediate can only be resolved by
attack from a free 3-amino group from the secondary substrate
that, in the case of SrtA, is the bridging residue of the stem pep-
tide of the peptidoglycan ( Marraf ni et al., 2006; Ton-That et al.,
2002). Pilus formation, however, requires dedicated sortases,
and the precise roles these molecules play in the pilus biogene-
sis process are still poorly understood. It is of interest that the
recent structure of the pilus-forming subunit of S. pyogenes re-
vealed that intramolecular isopeptide bonds are used to stabilize
the pilus building block, with one bond located in the vicinity of
the sortase recognition site (Kang et al., 2007), although the pre-
cise role played by this speci c arrangement in the pilus-forming
process is still unclear.

In S. pneumoniae the entire macromolecular machinery re-
sponsible for pilus formation is encoded on a mobile pathogenic-
ity islet (rlrA). Strains that lack the rirAislet display less adherence
to lung epithelial cells and are less virulent in murine models of
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pneumonia and bacteremia, revealing that the pilus plays an im-
portant role in infection (Barocchi et al., 2006; Hava and Camilli,
2002). TherlrAislet harbors seven genes, three of which encode
structural proteins (RrgA, RrgB, and RrgC) and three of which en-
code sortases (SrtC-1, SrtC-2, SrtC-3). Transmission electron
microscopy images of infectious S. pneumoniae strains have re-
vealed that the pilus shaft is composed of a RrgB polymer, with

the minor pilins RrgA and RrgC associated to it in patches (Hill-
eringmann et al., 2008; LeMieux et al., 2006); in the case of
RrgA, association has also been shown directly onto the cell
wall (Barocchi et al., 2006). All six proteins are potentially linked
to the cell membrane through a single, predicted transmem-

brane (TM) region. Notably, the three structural proteins carry
an LPXTG-like motif immediately upstream of the TM region,
which potentially enables them to be acted upon by the dedi-

cated sortases. In addition, RrgB also displays a conserved

Lys residue within a “pilin” motif that is present within most

pilus-forming subunits from Gram-positive organisms. Thus,

RrgB polymerization could proceed via a mechanism in which

the LPXTG-like motif serves as a donor substrate, whereas
a conserved Lys residue within a “pilin” motif potentially acts

as the acceptor during a sortase-catalyzed transpeptidation re-

action, in a process that would ensure stepwise, covalent incor-

poration of RrgB subunits into the growing ber ( Marraf ni et al.,

2006; Scott and Zahner, 2006; Telford et al., 2006). Participation
of the 3-amino group of a conserved lysine residue in a nucleo-
philic pilus-forming reaction has now been shown for Bacillus ce-
reus (Budzik et al., 2008) and Corynebacterium diphtheriae
(Mandlik et al., 2008), suggesting that this might be a conserved
mechanism in Gram-positive bacteria.

The equal number of structural and sortase-encoding genes in
pneumococci has prompted the “one protein, one sortase”
proposition (Hilleringmann et al., 2008; LeMieux et al., 2006), in
which one sortase protein would be responsible for the polymer-
ization of the RrgB ber, whereas the two others could play roles
in associating RrgA and RrgC (to RrgB and potentially to each
other). In this work, we show that SrtC-1 is the main ber-forming
transpeptidase, and SrtC-3 has a modest capability of forming
RrgB oligomers. Puri ed RrgB bers produced in vitro by SrtC-1
activity are structural mimics of the pneumococcal pilus back-
bone. In addition, the high-resolution crystal structures of the
two sortases that display in vitro reactivity toward RrgB, SrtC-1
and SrtC-3, reveal substrate-recognition regions that are cov-
ered by a lid that maintains the active sites in closed conforma-
tion, suggesting that pilus formation is regulated by a mechanism
that involves activation of sortase-mediated catalysis. The iden-
ti cation of sequences corresponding to lid regions in sortases
from a variety of piliated Gram-positive bacteria, as well as the
important role played by pili in infection, suggest that pilus-
forming sortases could represent tractable targets for antibiotic
development for a wide spectrum of bacterial pathogens.

RESULTS

RrgB Fiber Can Be Assembled In Vitro
by a Pilus-Polymerizing Transpeptidase
The pneumococcal rlrA pathogenicity islet encodes all of the
genes required for formation of the pilus-forming machinery,
namely backbone ber (rrgB) and ancillary proteins (rrgA,

rrgC), as well as three sortases (SP0466, SP0467, SP0468,
whose protein products are SrtC-1, SrtC-2, SrtC-3) ( Barocchi
etal., 2006; Hava and Camilli, 2002; LeMieux et al., 2008). To ini-
tiate our study of the pilus ber formation process, we expressed
the soluble forms of SrtC-1, SrtC-2, SrtC-3, and RrgB from the
highly infectious S. pneumoniae serotype strain T4 (TIGR4) and
tested the ability of each sortase to polymerize RrgB monomers.
The presence of pili on the pneumococcal surface is character-
ized by a pattern of high-molecular-weight bands on sodium do-
decyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
upon analysis of surface preparations, which provide evidence
of the covalent nature of the RrgB pilus backbone (Barocchi
et al., 2006; Hilleringmann et al., 2008). Hence, the ability to
form RrgB bers in vitro was tested by searching for a pattern
of high-molecular-weight bands on gradient SDS-PAGE upon
incubation of RrgB monomers at 37 C with SrtC-1, SrtC-2, or
SrtC-3. A ladder of bands with molecular weights above
100 kDa, which was recognized by antibodies raised against
RrgB, could be generated when monomeric RrgB was incubated
with SrtC-1 (Figure 1A, lane 2). In light of the fact that sortases
catalyze transpeptidation reactions by employing a Cys nucleo-
phile, we mutated the unique Cys residue within SrtC-1, Cys 193,
into Ala, and tested this mutant protein for its ability to generate
the RrgB high-molecular-weight ladder. Upon incubation with
SrtC-1-Cys193Ala, RrgB remained monomeric, and no higher-
molecular-weight bands could be detected ( Figure 1A, lane 5),
pointing to the fact that in vitro RrgB polymerization is a product
of SrtC-1-related activity.

No evidence of RrgB polymerization could be identi ed upon
incubation of RrgB with SrtC-2 (Figure 1A, lane 3); however, in
the presence of SrtC-3, two faint bands could be reproducibly
detected in the vicinity of the 117 kDa marker (Figure 1A,
lane 4, indicated with stars), suggesting that SrtC-3 can catalyze
the formation of higher-molecular-weight forms of RrgB, albeit
much less ef ciently than SrtC-1. These results suggest that al-
though SrtC-1 is the most ef cient transpeptidase in the RrgB
polymerization process, SrtC-3 also displays a modest capabil-
ity to form polymerized forms of RrgB.

To con rm these results, we deleted the gene encoding SrtC-1
(SP0466) from therlrA islet in strain TIGR4. Total extracts of mu-
tant TIGR4 as well as of the wild-type strain were treated with
mutanolysin, loaded onto gradient polyacrylamide gels, and im-
munoblotted with antibodies speci c for RrgB ( Figure 1A, lanes
6-9). Wild-type TIGR4 presented high-molecular-weight bands
characteristic of the presence of a polymerized pilus ( Figure 1A,
lanes 6 and 7), whereas the SP0466 deletion mutant presented
a smaller quantity of fully polymerized pilus that was concomitant
with an increase in monomeric RrgB. These results con rm that
SrtC-1 plays a key role in the pilus polymerization process, and
that its absence can be partly compensated by a “background”
polymerization activity of other sortases.

In Vitro Reconstitution of the Pneumococcal Pilus

Backbone

To obtain structural insight into the RrgB bers prepared in vitro,
we performed a large-scale incubation of SrtC-1 and RrgB and
gel ltered the mix. The RrgB ber eluted early in the gel- ltration
experiment, whereas SrtC-1 and unpolymerized RrgB both
eluted in volumes indicative of monomers (see Figure S1
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Figure 1. SrtC-1 Is a Pilus-Polymerizing Transpeptidase

(A) Western blots using polyacrylamide gradient gels developed with RrgB

antiserum. Lanes: (1), monomeric RrgB; (2), RrgB + SrtC-1; (3), RrgB + SrtC-
2; (4), RrgB + SrtC-3; (5) RrgB + SrtC-1Cys193Ala; (6) total extract from muta-
nolysed TIGR4; (7) supernatant from mutanolysed TIGR4; (8) total extract
from mutanolysed TIGR4DSP0466; (9) supernatant from mutanolysed
TIGR4DSP0466. Mutanolysed samples display pili that harbor not only poly-

merized RrgB, but also associated RrgA and RrgC, as well as peptidoglycan

Sortase-Catalyzed Pilus Fiber Formation

available online). The high-molecular-weight sample (Figure 1,
lane 10) was submitted to mass spectrometry (LCMS/MS) ex-
perimentation, which conrmed that the bands consisted of
RrgB (Table S1); subsequently, it was analyzed by negative
staining electron microscopy with a Philips CM12 microscope
employing 2% sodium silicotungstate at pH 7.5. Electron micro-
graphs show populations of bers ( Figure 1B, panel a) with
roughly two distinct diameters: the most prevalent types resem-
ble “beads on a string” and have diameters in the range of
3.5nm, whereas the less common types of bers have diameters
of approximately 7.0 nm, thus being potentially representative of
lateral associations of the thinner laments (compare panels
d and g in Figure 1B). Assuming that 1 image pixel = 1.17 A,
we estimate that the longest bers have an approximate molec-
ular weight of 480 kDa, whereas the shortest, of 140 kDa (see Ex-
perimental Procedures for precise calculations). In addition, sev-
eral bers display a “kink” ( Figure 1B panels c, g, h, and i), giving
evidence of exibility. Notably, electron microscopy analyses of
pili on the surface of S. pneumoniae have shown themto be ex-
ible structures formed by 3.5-nm-thick proto laments that inter-
sect laterally to form pili with diameters of 6.8 nm or, in areas of
more relaxed intersection, 9.5 nm (Hilleringmann et al., 2008).
Our observations suggest that the bers formed in vitro through
the covalent association of RrgB monomers by SrtC-1 are struc-
tural mimics of the 3.5 nm and 6.8 nm laments formed on the
pneumococcal surface.

A Closed Substrate-Recognition Channel
within Pilus-Forming Sortases
To gain insight into the catalytic aspects of the pilus-forming ma-
chinery at an atomic level, we crystallized and solved the high-
resolution structures of SrtC-1 and SrtC-3. Both enzymes elute
in volumes indicative of monomers in gel ltration, but crystallize
as dimers in the asymmetric unit of a P2,2,2; (SrtC-1) or P23
(SrtC-3) cell. The structure of SrtC-1 was solved by performing
a 4 wavelength MAD experiment on a selenomethionylated
SrtC-1 crystal at the ESRF synchrotron in Grenoble; this model
was subsequently used to phase native data to 1.24 A. SrtC-3
data were collected to 2.2 A on an in-house X-ray generator and
the structure was solved by employing the re ned structure of
SrtC-1 (with modi cations; see Experimental Procedure) as a
search model in a molecular replacement experiment. Data col-
lection and re nement statistics can be found in Tables 1 and 2.
SrtC-1 (residues 21-214; Figure 2A) is composed of eight
central, mostly anti-parallel b-strands that associate to form
a b barrel that is surrounded by three major a helices and three
310 helices. Helices al, a2, and a3 form the roof of the SrtC-1
b-barrel, with the region that includes a3 forming a “lid” that
covers the active site (pink in Figures 2A and 2C). SrtC-3 (resi-
dues 39-241; Figures 2B and 2C), despite sharing 26.4% se-
guence identity with SrtC-1, displays a very similar fold to the
latter enzyme (rms deviation of 1.3 A over 138 Ca atoms), with

fragments. (10) Gel- ltered sample analyzed by electron microscopy and
LCMS/MS.

(B) Top, negative staining electron microscopy images of the RrgB bers gen-
erated by SrtC-1 activity. Black arrows point to bers whose diameters are in
the range of 3.5 nm or 7.0 nm. Bottom, a gallery of typical bers seen on grids.
Scale bar, 20 3 5 nm.
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Data Collection

Data set In ection Point

High Remote

Low Remote SrtC-1 Native SrtC-3 Native

SrtC-1 Phasing

the major difference being the presence of an additional a-helix
at the C terminus of SrtC-3. SrtC-3 also displays a “lid” over the
active site region; however, in both SrtC-1 and SrtC-3, the lid re-
gions display the highest temperature factors in the structures,
suggesting that they could be exible or mobile elements. Anal-
ysis of the SrtC-3 structure reveals that residues 68—71 and 78—
82, located on the SrtC-3 lid, display B-factors of 47.4 A 2 and
44.8 A?, respectively; these values are higher than for those of
the intervening region (residues 73-76, B-factor = 20.2 A?) as
well as for the overall structure B-factor (23.8 A?; Figure S2).
These observations suggest these residues could play the roles
of hinges in a potential lid opening mechanism (see below). The
central section of SrtC-1 and SrtC-3, which encompasses the
b-barrel, is reminiscent of that seen in the structure of sortases
involved in association of proteins to the peptidoglycan (SrtA) or
iron-heme transport (llangovan et al., 2001; Zhang et al., 2004).
However, the arrangement of a helices in the surrounding re-
gions is distinct, and the lid seen in the structures of the pilus-

Table 2. Rebnement Statistics for SrtC-1 and SrtC-3
SrtC-1

Re nement

forming sortases related here is absent from all other sortases
whose structures have been solved to date (Figure S3). In addi-
tion, biochemical studies performed on SrtA from S. aureus
have revealed that its b6/b7 loop is a potential substrate spec-

i city determinant ( Bentley et al., 2007), and it is affected by the
presence of Ca?* (Naik et al., 2006). Although the speci city of

the b6/b7 region of SrtC-1/SrtC-3 was not studied here, we did

not observe any effect of Ca2" on RrgB ber-forming activity

(not shown).

All sortases recognize the LPXTG motif of a target protein,
employ their catalytic cysteine in the nucleophilic attack of the
Thr-Gly peptidic bond, and subsequently catalyze a transpepti-
dation reaction by employing the free amino group from an ac-
ceptor substrate (Ton-That et al., 2002; Zong et al., 2004a). The
SrtC-1 active site includes a Cys-His-Arg triad that has been im-
plicated in catalysis in other surface-attachment sortases: Cys
193, at the C terminus of b7; Arg 202, at the N-terminus of b8;
and His 131, within the loop that follows b4 (Figure 3A). The
side chain of Cys 193 is present in two conformations (in both
monomers of the asymmetric unit) and was modeled with 0.5
occupancy in each case. In one of the conformations, it points
away from the center of the active site and makes a unique,
3.1 A hydrogen bond with the O dl atom of Asn 199, itself lo-
cated on the loop between b7 and b8. In the second conforma-
tion, the Sg moiety of Cys 193 points directly into the active site,
and makes a weak 3.4 A hydrogen bond with the NH1 atom of
Arg 202. Notably, as is the case for other sortases whose struc-
tures have been solved to date (llangovan et al., 2001; Zhang
et al., 2004; Zong et al., 2004b), the nucleophilic cysteine does
not interact directly with His 131 (the closest distance is 5.4 A ).
However, it is of note that the lid contributes two residues that
are anchored within the active site: Asp 58 and Trp 60. Asp 58
guarantees that the Arg 202 faces the Cys nucleophile by inter-
acting with both NH2 and N 3atoms, whereas Trp 60, in addition
to considerably increasing the hydrophobic nature of the cleft,
interacts with the N d1 moiety of His 131 through its N 31 atom.
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Figure 2. Sortases of the Pilus-Formation Machinery Display Similar Folds

(A and B) SrtC-1 (A) and SrtC-3 (B) fold intob-barrels surrounded by helices; their active sites, centered on the region surrounding the C terminus of b7 and the N
terminus of b8, are covered by a lid (shown in pink).

(C) Structure-based sequence alignment of the three pilus-forming sortases of S. pneumoniae. Identical residues are shown with a red background, whereas
similar residues are shown in red and highlighted with blue boxes. Residues located within the active site cleft of SrtC-1/SrtC-3 are highlighted in green, whereas
the Asn residue on b7/b8 that contacts the nucleophilic Cys in SrtC-1 is shown with an orange background. The lid region is shown in magenta. The TM (trans-
membrane) region was predicted with the SMART server (www.smart.embl-heidelberg.de ).

The active site of SrtC-3 shows clear similarities with that of  points within the active site, toward Arg 215 ( Figure 3B). This
SrtC-1; Cys 206, Arg 215, and His 144 occupy analogous posi-  difference could be caused by the fact that Asn 199 of SrtC-1
tions to their counterparts in SrtC-1. In this case, however, a sin- is has been substituted by a Phe side chain in SrtC-3, and thus
gle conformation of the Cys 206 side chain was detected, and it ~ the Cys-Asn polar interaction observed in SrtC-1 is not possible
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here. In addition, the SrtC-3 lid gives evidence of being more
exible than that of SrtC-1, with only the region encompassing
the anchor residues being clearly traceable in the electron den-
sity map. These residues include Asp 73, which, as is the case
in SrtC-1, interacts directly with Arg 215, and Phe 75, which
points snugly into the pocket and guarantees its hydrophobic
nature (much like Trp 60 in SrtC-1). It is of note that in both struc-
tures, the Asp residue located at the edge of the lid locks the Arg
side chain in place, positioning it in close proximity to the nucle-
ophilic Cys. Interestingly, the structures of surface-attachment
sortases have revealed active sites that are not covered by lids
and are much more solvent-exposed than those observed here
(Figure 3C). In addition, these exposed active clefts display cat-
alytic residues whose side-chain positions are not constrained,;
in SrtA from S. aureus, even in the presence of substrate, the
side chain of the catalytic Arg residue points away from the
nucleophilic Cys (Zong et al., 2004a). This observation underlines
the possibility that the role of the interaction between the cata-
lytic Arg and the Asp side chain located on the SrtC-1/SrtC-3
lid is not only to “lock” the lid in place in the absence of sub-
strate, but also to guarantee that the Arg side chain will be appro-
priately positioned, potentially for oxyanion transition state stabi-
lization (Frankel et al., 2007), once the lid is removed and
substrate is bound. Thus, pilus-forming sortases present tightly
knit active sites whose access is restricted by the presence of
a potentially exible lid, and whose residues are pre-positioned
for catalysis.

DISCUSSION

Although pili have been identi ed on the surface of approxi-
mately 30% of the strains of the major human pathogen S. pneu-
moniae and shown to be involved in pathogenicity, little is known
about the complex macromolecular machinery that regulates
their biogenesis. In this work, we have identi ed that formation
of the pilus backbone in the pneumococcus, known to be com-
posed of the covalently linked subunits of RrgB, is catalyzed by
a pilus-polymerizing enzyme, SrtC-1, the rst sortase within the
rirA pathogenicity islet. We show that SrtC-1 is able to polymer-
ize monomeric RrgB in vitro, whereas the third sortase encoded
by the islet, SrtC-3, displays a modest capacity to associate
RrgB monomers. A pneumococcal strain in which the SP0466
gene was knocked out displays a clearly diminished capacity
of producing polymerized pili on its surface as well as an in-
creased amount of RrgB monomers associated to the bacterial
cell wall. Interestingly, a small amount of pili can still be detected
on the surface of the TIGR4DSP0466 strain, suggesting that the
absence of this pilus-polymerizing transpeptidase can be partly
compensated by another sortase. These observations are
corroborated by those of LeMieux and coworkers ( LeMieux
et al., 2008), who show that pneumococcal strains lacking indi-
vidual pilus-forming sortases can still express pili, although the
amount of surface-associated pili formed was not explored in
their study.

In addition, we show that the RrgB bers can be reconstituted
in vitro from puri ed RrgB monomers and SrtC-1. In this sense,
SrtC-1 acts as a catalyst to promote the covalent association of
RrgB monomers independent of cellular energy. Pilus bers pro-
duced in vitro and visualized in this work by electron microscopy

have approximately the same diameters as the single-coiled
(3.5 nm) or double-coiled coil (6.8 nm) proto laments identi ed
and measured on the surface of pneumococci ( Hilleringmann
et al., 2008). Nevertheless, the assemblies produced in vitro (av-
erage length 35 nm) are shorter than the longest pili yet visual-
ized in vivo, which have been reported as having lengths of up
to 1 mm Hilleringmann et al., 2008). It is of interest, however,
that surface-associated pili are often heterogeneous in length,
with short forms also being visible in several instances (Barocchi
et al., 2006; Hilleringmann et al., 2008; Nallapareddy et al., 2006;
Rosini et al., 2006; Weerkamp et al., 1986). It is thus possible
that the structures isolated and visualized in this work could rep-
resent the minimal building blocks of the pilus ber. However, it
is also possible that the RrgB bers formed in vitro are shorter
than their wild-type counterparts because SrtC-1 polymerizes
RrgB inef ciently (as shown by the nite number of high-molec-
ular-weight bands on Figure 1A, lane 2). This could indicate that
ef cient ber formation requires the concomitant participation
of other members of the pilus-forming machinery, such as the
other sortases. However, when this possibility was tested
in vitro by incubation of RrgB with SrtC-1, SrtC-2, and SrtC-3
in different combinations, the pattern of formed bers was iden-
tical to that observed with SrtC-1 only (not shown). It is thus con-
ceivable that, in vivo, ber formation is a well-orchestrated event
that requires that the entire pilus-forming macromolecular ma-
chinery be associated to the bacterial outer membrane in order
to optimize partner recognition events and catalysis, an organi-
zation that cannot easily be emulated in vitro.

Our results also re ect the potential requirement that SrtC-1
be maintained in an “activated” state through the entire ber-
formation process. Evidence for this possibility comes from the
mapping of conserved/identical residues between sortases on
the surface of SrtC-1, and comparison with the surface diagram
of a well-studied sortase, SrtA from S. aureus (Figures2C and 4).
All sortase isoforms studied to date possess a highly conserved
Thr-Leu-X-Thr motif that precedes the Cys nucleophile, and is lo-
cated along b7 (shown in orange and red in Figure 4). Modi ca-
tions within this sequence in SrtA suggest that it plays a role in
substrate recognition (Frankel et al., 2007), a conclusion that is
supported by the crystal structure of SrtA in complex with the
LPETG peptide, which reveals that the substrate is located in
proximity to this sequence (Zong et al., 2004a) (Figure 4B).
Both SrtC-1 and SrtC-3 also possess this highly conserved re-
gion within an elongated cleft; however, in the pilus-forming sor-
tases, this zone is covered by the lid, whose function also
involves providing an anchor for the active site (shown in dark
blue). These observations suggest that, in SrtC-1/SrtC-3,
a closed lid (as seen in the structure) potentially prevents recog-
nition of LPXTG-like sequences, necessitating a mechanism of
lid opening in order for catalysis to occur. This process could
be initiated by an initial recognition between the Rrg-substrate
and the closed sortase; only binding of the appropriate substrate
would lead to lid opening and enzyme activation. This model
would be in agreement with the one recently put forward by Man-
dlik and coworkers (Mandlik et al., 2008), who suggest that, in or-
der for proper pilus assembly to occur, two distinct sortases
must act sequentially: the pilus-forming and the housekeeping
enzymes, the latter of which will recognize lipid Il as a substrate
and anchor the formed polymers to the cell wall. Because, as
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Figure 3. The Active Site of Pilus-Forming Sortases Is Anchored by

a Lid

(A) The nucleophilic Cys 193 in SrtC-1 displays two conformations, but only
one is shown for clarity.

(B) The active site of SrtC-3, like SrtC-1, displays a catalytic Arg residue whose
side chain is stably anchored by an Asp residue on the lid “anchor” region. In
both active sites, the conserved His residue is approximately 5.4 A away from
the Cys nucleophile.

(C) The active site of SrtA from S. aureus (Protein Data Bank code 1T2P) is
mostly solvent-exposed and does not harbor a lid.

shown in this work, the active sites of both sortase types are very
similar, encapsulation of the catalytic cleft of the pilus-forming
enzyme by a lid that can only be opened by the appropriate pilin
subunit would ensure that lipid Il is not recognized, thus guaran-
teeing proper orchestration of polymerization and cell wall at-
tachment steps.

All three structural proteins that compose the pneumococcal
pilus carry LPXTG-like motifs on their C termini, albeit with slightly
distinct sequences (RrgA: YPRTG; RrgB: IPQTG; RrgC: VPDTG),
which in principle are the substrates of a comparable transpepti-
dation reaction. Their exquisite speci city was illustrated by the
elegant work performed by LeMieux and coworkers ( LeMieux
et al., 2006), who showed that exchange of the YPRTG motif of
RrgA into the analogous motifs of RrgB or RrgC abrogated asso-
ciation of RrgA onto the RrgB ber. Hence, slight modi cations
within the LPXTG-like sequences might have profound conse-
guences for catalysis. To gain insight into the question of speci-
city of pilus-forming sortases, we compared surface potentials
of all three enzymes after generating a model of SrtC-2 based
on the structure of SrtC-1 (with which it shares 55.7% sequence
identity; Figure 2C). This analysis Figure 5) reveals clear differ-
ences within the active sites of SrtC-1, SrtC-2, and SrtC-3, as
well as the regions that surround them. Most striking is the vast
acidic region on the surface of SrtC-3, which contrasts sharply
with the much smaller acidic region on the surfaces of SrtC-1
and SrtC-2, centered on Glu 103 and Glu 94, respectively; these
differences are located on the closed lid regions. In addition, the
catalytic clefts themselves also show differences, with that of
SrtC-1 being more basic than that of SrtC-2, whereas that of
SrtC-3 displays a clear negative charge. Thus, sortase speci city
and differential recognition of RrgA, RrgB, and/or RrgC poten-
tially involve interactions not only within the active site, but also
with the surrounding region, which includes the exible lid, as
suggested above. It is of interest, thus, that our experiments
show that both SrtC-1 and SrtC-3 can associate RrgB mono-
mers, con rming that a certain level of “cross-speci city” exists
among pilus-forming sortases. In light of our results, we suggest
that this might arise as a consequence of the considerable exi-
bility observed for the lid region, coupled to the conservation of
active site residues and the nature of the transpeptidation reac-
tion catalyzed. These observations give the sortase lid region
a key role in the processes of pilin substrate recognition and
initiation of catalysis.

To verify if these observations could be extended to the pilus
biogenesis process in other Gram-positive organisms, we
performed a BLAST analysis using the pneumococcal SrtC-1
sequence and searched for the telltale lid anchor residues
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Figure 4. The Substrate-Binding Cleft of Sortases Is Conserved

(A) Surface of SrtC-1, onto which residues that are conserved (orange) and identical (red) among the three pilus-forming sortases and have been mapped. The
analogous residues were mapped onto the surface of S. aureus SrtA (B). This analysis identi es that the lid of pilus-forming sortases (shown in green) is positioned
analogously to the LPETG substrate peptide (shown in cyan) in the structure of SrtA, suggesting that the substrate-recognition cleft in pilus-forming sortases is

sterically blocked by the lid. Active site residues are shown in dark blue.

(Asp-Pro-Hyd) located approximately 125 amino acids N termi-
nal to the nucleophilic Cys (magenta in Figure 2C). Interestingly,
we were able to identify this sequence in pilus-forming sortases
from a variety of other piliated species, including Streptococcus
agalactiae, Streptococcus pyogenes, Bacillus cereus, Entero-
coccus faecium, Actinomyces naeslundii, and the well-studied
Corynebacterium diphtheriae (Figure S4). These observations
suggest that Gram-positive organisms could employ a universal
mechanism for pilus biogenesis, where sortases encoded by the
pilus-related pathogenicity islets harbor encapsulated active
sites, thus necessitating substrate-induced activation for pilus
formation.

The targeting of pathways essential for bacterial survival by an-
tibiotics has a strong link to the development of drug resistance.
Sortases are not essential for bacterial survival, but they allow
bacteria to express surface-associated proteins that play impor-
tant roles in virulence. Developing molecules that challenge
a bacterium'’s capability to successfully employ its pathogenicity

arsenal during infection could be an alternative approach toward

antibiotic development (Walsh, 2003). The absolute requirement
for sortases for pilus formation in Gram-positive pathogens,

coupled to active site features that clearly distinguish them

from classic sortases and to the fact that they are surface-

exposed and thus potentially ligand-accessible, suggests that

these enzymes are tractable, potential targets for novel antibio-

therapy development for a variety of Gram-positive species.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cloning, Expression, and Puribcation of RrgB, SrtC-1, SrtC-2,

and SrtC-3

The regions of the S. pneumoniae TIGR4 coding for amino acids 30-633
(RrgB), 17-228 (SrtC-1), 9-220 (SrtC-2), and 32-254 (SrtC-3) were ampli ed
using conventional PCR methodologies and cloned into vector pLIM (Protein
Expert, Grenoble). Resulting vectors were transformed into E. coli RIL cells
(Invitrogen). In all four cases, protein expression was induced in Terri ¢ Broth
with 1 mM IPTG at 37 C during 3 hr. Cells were harvested by centrifugation

Figure 5. Surface Potential Representations of All Three Pilus-Forming Sortases, with a Direct View onto the Active Site
The structure of SrtC-2 was generated by building a model based on the structure of SrtC-1, with which it shares 55.7% sequence identity. Striking features
include the highly basic character of the SrtC-1 cleft and the vast acidic region in the vicinity of the SrtC-3 active site (same orientation as in Figure 3).

Structure 16, 1838-1848, December 10, 2008 @ 2008 Elsevier Ltd All rights reserved 1845



and lysed by sonication in 50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 200 mM NaCl, 20 mM
imidazole, 1 mM PMSF, 0.1 nM aprotinin, and 1 nmM pepstatin. The lysates
were claried by centrifugation and applied onto HisTrap HP columns
(Amersham Biosciences) pre-equilibrated in lysis buffer. Protein elution was
performed using linear gradients of 20-500 mM imidazole over 20 ml. Pro-
tein-containing fractions were dialyzed 2 hr into 50 mM Tris-HCI (pH 8.0),
200 mM NacCl, and 20 mM imidazole at 4 C and subsequently incubated
with 1:10 (w/w) Tev protease overnight at 15 C. The proteins were reloaded
onto HisTrap HP columns and the eluted, cleaved products were loaded
onto HiLoad 16/60 Superdex 200 (Amersham Biosciences) in 50 mM HEPES
(pH 7.5) and 150 mM NaCl. Pooled, concentrated fractions were employed in
crystallization trials and RrgB ber formation experiments as described below.

Selenomethionylated SrtC-1 was overexpressed in E. coli RIL cells in mini-
mal medium supplemented with thiamine (0.2 mg/ml), leucine (50 mg/l), valine
(50 mg/l), isoleucine (50 mg/l), lysine (100 mg/l), phenylalanine (100 mg/l), thre-
onine (100 mg/l), and selenomethionine (60 mg/l). Expression and puri cation
was performed as described above for the native SrtC-1.

In Vitro RrgB Fiber Formation and Electron Microscopy Analyses
Recombinant, puri ed RrgB and SrtC-1 were mixed at a ratio of 1:2 (w/w) and
incubated overnight at 37 C. RrgB was also incubated with SrtC-2 and SrtC-3
at the same ratio and under the same conditions, in a total volume of 40 m. Re-
actions were stopped by boiling for 10 min in the presence of Coomassie blue
dye and 1% SDS. Aliquots of the mixtures were subsequently analyzed on
4%-12% SDS-PAGE gradients and then subjected to immunobloting using
a 1:5000 dilution of mouse antibodies raised against RrgB. After washing,
membranes were incubated with an anti-mouse antibody conjugated to horse-
radish peroxidase at a 1:10,000 dilution. An immunoreactive signal was
detected by chemiluminescence (ECL, Biorad).

Samples destined to electron microscopy analyses were prepared as
described above and subsequently loaded onto a Superdex 200 gel ltration
column (GE Healthcare). All eluted fractions were tested by immunoblotting
with anti-RrgB antibodies, and those that corresponded to the high-molecular-
weight forms (Figure 1A) were submitted to negative staining electron
microscopy analyses.

Four microliters of the protein sample at approximately 0.05 mg/ml were ad-
sorbed onto the clean face of a carbon Im on a mica sheet (carbon/mica in-
terface) and negatively stained with 2% (w/v) neutral sodium silicotungstate.
Micrographs were taken under low-dose conditions with a CM12 LaB6 elec-
tron microscope working at 120 kV and with a nominal magni cation of
60,000X. Electron micrographs were digitized using a Zeiss scanner with
a pixel size of 7 nm (1.17 A at the sample scale).

Volumes of individual protein bers were calculated by assuming that
1 pixel = 1.17 A (and thus 50 A = 43 pixels), and that the average density of
a protein is 0.86 Da/A*. The calculated volume will thus correspond to the
length of each individual ber (L) multiplied by the surface of the section ( p
3 r 3 r, where r represents the ber at half-height). Thus:

for panel &R 290 A 3 50A; L=290 A;r=25A/ 480 kDa
for panel P, 140 A 3 54 A;L=140 A;r=27 A/ 275kDa

for panel &h; bottomB 120 A3 42 A;L=120 A;r=21A/ 140 kDa

The bers shown in the EM images thus have masses that range from 140 kDa
to approximately 480 kDa.

Construction and Analysis of the SP0466 Deletion Mutant

The SP0466-inactivated TIGR4 strain was constructed by PCR insertion of the
cat cassette directly into the genome. The PCR product was transformed into
the wild-type TIGR4 strain, as previously described (Bricker and Camilli, 1999 )
and then plated onto Columbia blood agar plates containing chloramphenicol
(4 ng/ml). Transcription of the downstream genes (SP0467, SP0468) was ver-
i ed by analysis of the total RNA of the mutant, demonstrating no polar effect
as a consequence of the SP0466 deletion (data not shown). Wild-type TIGR4
and deletion strains were grown in Todd-Hewitt broth (BD) supplemented by
0.5% yeast extract (Sigma) at 37 C, 5% CO, until an ODgggnm 0f 0.45 A.U. Cul-
tures were centrifuged and the bacterial pellet, after being washed with PBS,
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was treated with 200 U/ml mutanolysin (Sigma), 1 mg/ml lysozyme (Sigma),
and a protease inhibitor cocktail (Complete, Roche) for 3 hr at 37 C. Cellular
debris were removed by centrifugation at 11 000 rpm for 15 min.

Thirty microliters of each sample was mixed with XT Sample Buffer and XT
Reducing Agent (Bio-Rad), boiled at 100 C for 10 min and loaded onto 4%—
12% Criterion XT Precast gels (Bio-Rad). Gels were run for approximately
3 hr and subsequently electrotransferred in Trans-Blot Transfer Medium
(Bio-Rad). Incubation times of 1 hr were successively performed using anti-
RrgB polyclonal mouse antibodies (diluted 1:5000) and anti-mouse HRP
conjugate antibodies (Sigma, diluted 1:120,000) before detection with a chemi-
luminescent substrate (Pierce).

Crystallization, Data Collection, Structure Solution,

and SrtC-2 Modeling

Crystals of native SrtC-1 were obtained by the hanging-drop vapor diffusion
method in 100 mM Tris-HCI (pH 8.5), 200 mM MgCl, hexahydrate, and 30%
w/v polyethylene glycol 4000 at 20 C. Crystals were cryoprotected by brief in-
cubation in mother liquor containing increasing concentrations of glycerol (up
to 15%), and subsequently were ash-cooled in the nitrogen stream. A rstna-
tive data set (1.24 A) was collected at the European Synchrotron Radiation Fa-
cility (ESRF) beamline ID14-EH3 (Grenoble, France). A four-wavelength MAD
experiment was performed on the Se edge on the ESRF ID23-EH1 beamline.

Diffraction images were indexed and scaled with XDS (Kabsch, 1993) and
merged with the CCP4 6.0.2 program suite (CCP4, 1994). Identi cation of
selenium atom positions, re nement, and phasing were performed with
AutoSHARP (Bricogne et al., 2003; de la Fortelle and Bricogne, 1997) and
automatic model building was performed with ARP/WARP 7.0.1 ( Perrakis
etal., 1999). PHASER (Storoni et al., 2009 was subsequently used to perform
molecular replacement using the model generated by the MAD experiment in
order to phase data collected to 1.24 A , and the model was automatically com-
pleted and re ned using La re 2.6 (Yao et al., 2006 ). Cycles of manual model
building were performed with COOT 0.4.1 (Emsley and Cowtan, 2004),
whereas cycles of restrained re nement employing TLS motion determination
(Painter and Merritt, 2006) were performed with REFMAC 5.4 (Murshudov
et al., 1997) as implemented in the CCP4 program suite. Data collection and
re nement statistics are shown in Tables 1 and 2. Residues 20-213 of SrtC-1
are included in the nal model. There is an rmsd value of 0.211 A between the
two monomers that form the asymmetric unit dimer.

SrtC-3 crystals were obtained in 100 mM MES (pH 5.0), 0.5 M (NH4),SO,, and
1.0 M LiSQO,, and cryocooled directly on the nitrogen stream. A native data set
was collected to 2.14 A using an in-house Rigaku rotating anode generator
equipped with osmic multilayer mirrors and a R-AXIS IV2* detector. The struc-
ture was solved by molecular replacement using the program PHASER (Storoni
etal., 2004) and employing a search model consisting of the core of SrtC-1 (res-
idues 82—209) in which allamino acids that differed between SrtC-1/SrtC-3 were
replaced by alanines. Manual model building and re nement were performed as
for SrtC-1, as described above. For both structures, stereochemical veri cation
was performed by PROCHECK (Laskowski et al., 1993) and secondary struc-
ture assignment was performed by DSSP (Kabsch and Sander, 1983) an
STRIDE Heinig and Frishman, 2004). The nal SrtC-3 model includes residues
35-242, and there is an rmsd of 0.045 A between the two monomers that gen-
erate the dimer seen in the asymmetric unit. Data collection and structure re ne-
ment statistics are shown in Tables 1 and 2. The SrtC-2 model was generated
through homology modeling based on the structure of SrtC-1 followed by re ne-
ment, using the Modeler 9.3 program (Sali and Blundell, 1993) as implemented
in CCP4. Figures were generated with PyMol (http://www.pymol.org ).

ACCESSION NUMBERS

The coordinates of SrtC-1 and SrtC-3 have been deposited in the Protein Data
Bank under the ID codes 2w1j and 2w1k, respectively.

SUPPLEMENTAL DATA

Supplemental Data include four gures, one table, Supplemental Methods,
and Supplemental References and can be found with this article online at
http://www.cell.com/structure/supplemental/S0969-2126(08)00385-7 .

1846 Structure 16, 1838—1848, December 10, 2008 2 2008 Elsevier Ltd All rights reserved



Sortase-Catalyzed Pilus Fiber Formation

The authors thank Xavier Vernede (LCCP, IBS) and the ESRF ID14-EH3 beam-
line staff for help with data collection, the IBS mass spectroscopy facility
(LSMP, IBS) for analyses, Alexandra Kraut (Lab. d’Etude de la Dynamique
des Protéomes, iRTSV Grenoble) for LCMS/MS experiments, Jean-Pierre An-
drieu (LBM, IBS) for N-terminal sequencing, Claire Durmort (LIM, IBS) for help
with RNA analysis, Véronique Frachet and the RioBioMol facility (LIM, IBS) for
gene cloning, and J. Marquez and the HTX Lab team (Partnership for Structural
Biology) for access to and help with high-throughput crystallization. This work
was partly supported by Young Investigator (ANR Jeunes Chercheurs) grants
to AM.D.G. (n® 05-JCJC-0049) and G.S. (n° 06-JCJC-0126), as well as Euro-
pean Commission grant LSHM-CT-2004-512138 (to A.D. and T.V.).

Received: July 11, 2008
Revised: October 3, 2008
Accepted: October 9, 2008
Published: December 9, 2008

REFERENCES

Barocchi, M.A., Ries, J., Zogaj, X., Hemsley, C., Albiger, B., Kanth, A.,
Dahlberg, S., Fernebro, J., Moschioni, M., Masignani, V., et al. (2006). A pneu-
mococcal pilus in uences virulence and host in ammatory responses. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 103, 2857-2862.

Bentley, M.L., Gaweska, H., Klelec, J.M., and McCafferty, D.G. (2007). Engi-
neering the substrate speci city of Staphylococcus aureus sortase A. J. Biol.
Chem. 282, 6571-6581.

Bogaert, D., Hermans, P.W., Adrian, P.V., Rumke, H.C., and De Groot, R.
(2004). Pneumococcal vaccines: an update on current strategies. Vaccine
22, 2209-2220.

Bricker, A.L., and Camilli, A. (1999). Transformation of a type 4 encapsulated
strain of Streptococcus pneumoniae . FEMS Microbiol. Lett. 172, 131-135.

Bricogne, G., Vonrhein, C., Flensburg, C., Schiltz, M., and Paciorek, W. (2003).
Generation, representation and ow of phase information in structure determi-
nation: recent developments in and around SHARP 2.0. Acta Crystallogr. D
Biol. Crystallogr. 59, 2023-2030.

Bronzwaer, S., Cars, O., Buchholz, U., Molstad, S., Goettsch, W., Veldhuijzen,
I.K., Kool, J.L., Sprenger, M.J.W., and Degener, J.E. (2002). A European study
on the relationship between antimicrobial use and antimicrobial resistance.
Emerg. Infect. Dis. 8, 278-282.

Budzik, J.M., Marraf ni, L.A., Souda, P., Whitelegge, J.P., Faull, K.F., and
Schneewind, O. (2008). Amide bonds assemble pili on the surface of bacilli.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 105, 10215-10220.

Burrows, L.L. (2005). Weapons of mass retraction. Mol. Microbiol. 57,
878-888.

CCP4. (1994). The CCP4 suite: programs for protein crystallography. Acta
Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 50, 760-763.

de la Fortelle, E., and Bricogne, G. (1997). Maximum-likelihood heavy-atom
parameter re nement for multiple isomorphous replacement and multiwave-
length anomalous diffraction methods. Methods Enzymol. 276, 472-494.

Emsley, P., and Cowtan, K. (2004). Coot: model-building tools for molecular
graphics. Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 60, 2126-2132.

Frankel, B.A., Tong, Y., Bentley, M.L., Fitzgerald, M.C., and McCafferty, D.G.
(2007). Mutational analysis of active site residues in the Staphylococcus
aureus transpeptidase SrtA. Biochemistry 46, 7269-7278.

Gianfaldoni, C., Censini, S., Hilleringmann, M., Moschioni, M., Facciotti, C.,
Pansegrau, W., Masignani, V., Covacci, A., Rappuoli, R., Barocchi, M.A.,
and Ruggiero, P. (2007). Streptococcus pneumoniae pilus subunits protect
mice against lethal challenge. Infect. Immun. 75, 1059-1062.

Hava, D.L., and Camilli, A. (2002). Large-scale identi cation of serotype 4
Streptococcus pneumoniae virulence factors. Mol. Microbiol. 45, 1389-1405.
Heinig, M., and Frishman, D. (2004). STRIDE: a web server for secondary
structure assignment from known atomic coordinates of proteins. Nucleic
Acids Res. 32, W500-W502.

Hilleringmann, M., Giusti, F., Baudner, B.C., Masignani, V., Covacci, A.,
Rappuoli, R., Barocchi, M.A., and Ferlenghi, I. (2008). Pneumococcal pili are
composed of proto laments exposing adhesive clusters of RrgA. PLoS
Pathog. 4, €1000026.

llangovan, U., Ton-That, H., lwajara, J., Schneewind, O., and Clubb, R.T.
(2001). Structure of sortase, the transpeptidase that anchors proteins to the
cell wall of Staphylococcus aureus. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98, 6056—6061.
Kabsch, W. (1993). Automatic processing of rotation diffraction data from crys-
tals of initially unknown symmetry and cell constants. J. Appl. Cryst. 26,
795-800.

Kabsch, W., and Sander, C. (1983). Dictionary of protein secondary structure:
pattern recognition of hydrogen-bonded and geometrical features. Biopoly-
mers 22, 2577-2637.

Kang, H.J., Coulibaly, F., Clow, F., Proft, T., and Baker, E.N. (2007). Stabilizing
isopeptide bonds revealed in Gram-positive bacterial pilus structure. Science
318, 1625-1628.

Laskowski, R.A., MacArthur, M.W., Moss, D.S., and Thornton, J.M. (1993).
PROCHECK: a program to check the stereo chemical quality of protein struc-
tures. J. Appl. Cryst. 26, 283-291.

LeMieux, J., Hava, D.L., Basset, A., and Camilli, A. (2006). RrgA and RrgB are
components of a multisubunit pilus encoded by the Streptococcus pneumo-

niae rlrA pathogenicity islet. Infect. Immun. 74, 2453-2456.

LeMieux, J., Woody, S., and Camilli, A. (2008). The roles of the sortases of
Streptococcus pneumoniae in assembly of the RIrA pilus. J. Bacteriol. 190,
6002—-6013.

Levine, O.S., O'Brien, K.L., Knoll, M., Adegbola, R.A., Black, S., Cherian, T.,
Dagan, R., Goldblatt, D., Grange, A., Greenwood, B.M., et al. (2006). Pneumo-
coccal vaccination in developing countries. Lancet 367, 1880-1882.

Maione, D., Margarit, ., Rinaudo, C.D., Masignani, V., Mora, M., Scarselli, M.,
Tettelin, H., Brettoni, C., lacobini, E.T., Rosini, R., et al. (2005). Identi cation of
a universal group B Streptococcus vaccine by multiple genome screen. Sci-
ence 309, 148-150.

Mandlik, A., Das, A., and Ton-That, H. (2008). The molecular switch that acti-
vates the cell wall anchoring step of pilus assembly in gram-positive bacteria.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 105, 14147-14152.

Manetti, A.G.O., Zingaretti, C., Falugi, F., Capo, S., Bombaci, M., Bagnoli, F.,
Gambellini, G., Bensi, G., Mora, M., Edwards, E.A., etal. (2007). Streptococcus
pyogenes pili promote pharyngeal cell adhesion and bio Im formation. Mol.

Microbiol. 64, 968—983.

Marraf ni, L.A., and Schneewind, O. (2006). Targeting proteins to the cell wall
of sporulating Bacillus anthracis. Mol. Microbiol. 62, 1402-1417.

Marraf ni, L.A., DeDent, A.C., and Schneewind, O. (2006). Sortases and the art
of anchoring proteins to the envelopes of Gram-positive bacteria. Microbiol.

Mol. Biol. Rev. 70, 192-221.

Mattick, J.S. (2002). Type IV pili and twitching motility. Annu. Rev. Microbiol.
56, 289-314.

Mazmanian, S.K., Skaar, E.P., Gaspar, A.H., Humayun, M., Gornicki, P.,
Jelenska, J., Joachimiak, A., Missiakas, D.M., and Schneewind, O. (2003).
Passage of heme-iron across the envelope of Staphylococcus aureus. Science
299, 906—-909.

Mora, M., Bensi, G., Capo, S., Falugi, F., Zingaretti, C., Manetti, A.G.O., Maggi,
T., Taddei, A.R., Grandi, G., and Telford, J.L. (2005). Group A Streptococcus
produce pilus-like structures containing protective antigens and Lance eld T
antigens. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102, 15641-15646.

Murshudov, G., Vagin, A., and Dodson, E. (1997). Re nement of macromolec-
ular structures by the maximum-likelihood method. Acta Crystallogr. D Biol.
Crystallogr. 53, 240-255.

Naik, M.T., Suree, N., llangovan, U., Liew, C.K., Thieu, W., Campbell, D.O.,
Clemens, J.J., Jung, M.E., and Clubb, R.T. (2006). Staphylococcus aureus sor-
tase A transpeptidase. Calcium promotes sorting signal binding by altering the
mobility and structure of an active site loop. J. Biol. Chem. 281, 1817-1826.
Nallapareddy, S.R., Singh, K.V., Sillanpaa, J., Garsin, D.A., Hook, M., Erland-
sen, S.L., and Murray, B.E. (2006). Endocarditis and bio Im-associated pili of
Enterococcus faecalis. J. Clin. Invest. 116, 2799-2807.

Structure 16, 1838-1848, December 10, 2008 2 2008 Elsevier Ltd All rights reserved 1847



Painter, J., and Merritt, E.A. (2006). Optimal description of a protein structure in
terms of multiple groups undergoing TLS motion. Acta Crystallogr. D 62,
439-450.

Perrakis, A., Morris, R.M., and Lamzin, V.S. (1999). Automated protein model
building combined with iterative structure re nement. Nat. Struct. Biol. 6,
458-463.

Rosini, R., Rinaudo, C.D., Soriani, M., Lauer, P., Mora, M., Maione, D., Taddei,
A., Santi, |., Ghezzo, C., Brettoni, C., et al. (2006). Identi cation of novel
genomic islands coding for antigenic pilus-like structures in Streptococcus
agalactiae. Mol. Microbiol. 61, 126-141.

Sali, A., and Blundell, T.L. (1993). Comparative protein modelling by satisfac-
tion of spatial restraints. J. Mol. Biol. 234, 779-815.

Sauer, F.G., Pinkner, J.S., Waksman, G., and Hultgren, S.J. (2002). Chaperone
priming of pilus subunits facilitates a topological transition that drives ber for-
mation. Cell 111, 543-551.

Schneewind, O., Model, P., and Fischetti, V.A. (1992). Sorting of protein A to
the staphylococcal cell wall. Cell 70, 267-281.

Scott, J.R., and Zahner, D. (2006). Pili with strong attachments: Gram-positive
bacteria do it differently. Mol. Microbiol. 62, 320-330.

Spratt, B.G., and Greenwood, B.M. (2000). Prevention of pneumococcal
disease by vaccination: does serotype replacement matter? Lancet 356,
1210-1211.

Storoni, L., McCoy, A., and Read, R. (2004). Likelihood-enhanced fast rotation
functions. Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 57, 1373-1382.

Telford, J.L., Barocchi, M.A., Margarit, I., Rappuoli, R., and Grandi, G. (2006).
Pili in Gram-positive pathogens. Nat. Rev. Microbiol. 4, 509-519.

Ton-That, H., and Schneewind, O. (2003). Assembly of pili on the surface of
Corynebacterium diphtheriae. Mol. Microbiol. 50, 1429-1438.

Sortase-Catalyzed Pilus Fiber Formation

Ton-That, H., Mazmanian, S.K., Alksne, L., and Schneewind, O. (2002). An-
choring of surface proteins to the cell wall of Staphylococcus aureus. J. Biol.
Chem. 277, 7447-7452.

Ton-That, H., Marraf ni, L.A., and Schneewind, O. (2004). Sortases and pilin
elements involved in pilus assembly of Corynebacterium diphtheriae. Mol.
Microbiol. 53, 251-261.

Vetsch, M., Puorger, C., Spirig, T., Grauschopf, U., Weber-Ban, E.U., and
Glockshuber, R. (2004). Pilus chaperones represent a new type of protein-
folding catalyst. Nature 431, 329-332.

Walsh, C. (2003). Where will new antibiotics come from? Nat. Rev. Microbiol. 1,
65-70.

Weerkamp, A.H., Handley, P., Baars, A., and Slot, J.W. (1986). Negative
staining and immunoelectron microscopy of adhesion-de cient mutants of
Streptococcus salivarius reveal that the adhesive protein antigens are separate
classes of cell surface bril. J. Bacteriol. 165, 746—-755.

Yao, M., Zhou, Y., and Tanaka, I. (2006). LAFIRE: software for automating the
re nement process of protein structure analysis. Acta Crystallogr. Sect. D 62,
189-196.

Zhang, R., Wu, R., Joachimiak, G., Mazmanian, S.K., Missiakas, D.M.,
Gornicki, P., Schneewind, O., and Joachimiak, A. (2004). Structures of sortase
B from Staphylococcus aureus and Bacillus anthracis reveal catalytic amino
acid triad in the active site. Structure 12, 1147-1156.

Zong, Y., Bice, TW., Ton-That, H., Schneewind, O., and Narayana, S.V.L.
(2004a). Crystal structure of Staphylococcus aureus sortase A and its
substrate complex. J. Biol. Chem. 279, 31383-31389.

Zong, Y., Mazmanian, S.K., Schneewind, O., and Narayana, S.V.L. (2004b).
The structure of sortase B, a cysteine transpeptidase that tethers surface

protein to the Staphylococcus aureus cell wall. Structure 12, 105-112.

1848 Structure 16, 1838—1848, December 10, 2008 2 2008 Elsevier Ltd All rights reserved






Structural Basis of Host Cell Recognition
by the Pilus Adhesin from Streptococcus pneumoniae

Thierry Izoré ! Carlos Contreras-Martel, 1 Lamya El Mortaji, 1 Clothilde Manzano, 1 Rémy Terrasse, 1
Thierry Vernet,* Anne Marie Di Guilmi, 1* and Andre a Dessen®*
1nstitut de Biologie Structurale Jean-Pierre Ebel, UMR 5075 (CEA, CNRS, UJF); 41 rue Jules Horowitz, F-38027 Grenoble, France

*Correspondence: diguilmi@ibs.fr (A.M.D.G.), dessen@ibs.fr(A.D.)
DOI 10.1016/j.str.2009.10.019

SUMMARY

Pili are brous virulence factors associated directly
to the bacterial surface that play critical roles in adhe-
sion and recognition of host cell receptors. The
human pathogen Streptococcus pneumoniae carries
a single pilus-related adhesin (RrgA) that is key for
infection establishment and provides protection
from bacterial challenge in animal infection models,
but details of these roles remain unclear. Here we
report the high-resolution crystal structure of RrgA,
a 893-residue elongated macromolecule whose fold
contains four domains presenting both eukaryotic
and prokaryotic origins. RrgA harbors an integrin |
collagen-recognition domain decorated with two in-
serted “arms” that fold into a positively charged
cradle, as well as three “stalk-forming” domains.
We show by site-speci ¢ mutagenesis, mass spec-
trometry, and thermal shift assays that intradomain
isopeptide bonds play key roles in stabilizing RrgA’s
stalk. The high sequence similarity between RrgA
and its homologs in other Gram-positive microorgan-
isms suggests common strategies for ECM recogni-
tion and immune evasion.

INTRODUCTION

Pili are elongated, Bexible appendages directly associated to the
bacterial surface that have been shown to participate in essential
events for infection establishment, including adhesion to the
extracellular matrix, DNA transfer, and biobIm formation. The
well-studied Gram-negative pili consist of thin Pbers formed by
non-covalently associated building blocks, and binding to host

cells is performed by adhesins, which are often localized on
the bmbrial tip. Adhesin recognition of oligosaccharides of target
cell glycoproteins or glycolipid receptors determines tissue

tropism and is often essential for the initial phases of the infection
process (Proft and Baker, 2009; Soto and Hultgren, 1999; Telford
et al., 2006). Pili in Gram-positive pathogens have only been
recently described, and consist of a backbone formed by cova-

lently linked copies of a major pilin to which minor pilins are asso-
ciated. Although the minor subunits are not required for forma-

tion of the pilus shaft, they have been shown to be essential for
host cell recognition and adhesion of a variety of Gram-positive
microorganisms (Abbot et al., 2007; Barocchi et al., 2006;

Dramsi et al., 2006; Maisey et al., 2007; Mandlik et al., 2007; Nal-
lapareddy et al., 2006; Nelson et al., 2007). In addition, pilus-
related adhesins of Gram-positive bacteria confer protection
against a potentially lethal bacterial challenge in animal disease
models (Gianfaldoni et al., 2007; Maione et al., 2005; Mora et al.,
2005), underlining the importance of these molecules in patho-
genesis and as well as of their potential application as antigens
in vaccination strategies (Proft and Baker, 2009; Telford et al.,
2006).

The Gram-positive human pathogen Streptococcus pneumo-
niae accounts for a large number of cases of pneumonia, otitis,
and meningitis, and is one of the major causes of community-
acquired illnesses. Despite the availability of antibiotic treatment
and vaccine strategies, it still claims yearly over 1.5 million
victims worldwide, mostly due to the spread of antibiotic-resis-
tant strains and the limited efpcacy of vaccines (Bronzwaer
etal., 2002; Levine et al., 2006). Thirty percent of S. pneumoniae
strains isolated in clinical environments are piliated and carry the
rirA genetic element, which codes for all seven genes required
for pilus formation: the rIrA regulating element, the backbone-
forming pilin (RrgB), an adhesin (RrgA), a minor pilin (RrgC),
and three sortases (SrtC-1, SrtC-2, SrtC-3) (Barocchi et al.,
2006; Dramsi et al., 2008; LeMieux et al., 2006). Sortases are
cysteine transpeptidases that recognize cell-wall sorting signals
(CWSS) such as LPXTG-like motifs on target pilins and catalyze
both the covalent association of pilus backbone subunits and the
association of minor pilins to the bbrillar shaft (Mandlik et al.,
2008a; Scott and Zahner, 2006; Ton-That and Schneewind,
2004). Although sortases have been shown to recognize prefer-
entially one Rrg substrate, it is now known that their specibcities
can be interchangeable up to a certain extent, a fact that is
potentially linked to the similarity of their active sites ( Falker etal.,
2008; Manzano et al., 2008; Neiers et al., 2009; Manzano et al.,
2009). Immunoelectron microscopy imaging has shown that
the pneumococcal backbone bber is formed by RrgB, whereas
RrgA and RrgC are associated along the Plament Barocchi
et al., 2006; Hilleringmann et al., 2008; LeMieux et al., 2006).

The only adhesin of the pneumococcal pilus, RrgA, plays a key
role in bacterial adhesion both to respiratory and to epithelial
cells (Nelson et al., 2007); in addition, it has been shown to
interact with different elements of the extracellular matrix
(ECM), namely Pbronectin, collagen, and laminin Hilleringmann
etal., 2008). Interestingly, however, cellular recognition by pneu-
mococcal pili also occurs in DrrgBDrrgC strains, in which the
RrgB backbone is notably absent, suggesting that the adhesive
properties of RrgA are effective even when it is associated
directly onto the bacterial surface (Nelson et al., 2007). However,
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neither the identity of RrgAOs cellular receptor(s) nor details
regarding its multifaceted mode of ECM recognition are known.
In order to address this question, we solved the high-resolu-
tion crystal structure of RrgA from the highly infectious TIGR4
pneumococcal strain. In contrast to all adhesin structures solved
to date, which display compact folds of limited size, RrgA is an
893-residue, elongated molecule that harbors four domains

eukaryotic and prokaryotic systems, will provide information
regarding pilus-ECM interactions in a variety of Gram-positive
pathogens.
RESULTS

RrgA, A Four-Domain Adhesin

associated semilinearly as OObeads on a string.00 The largesRrgA is an 893-residue protein whose primary structure analysis

domain harbors a region that displays high similarity to the
collagen-binding integrin | domain, whereas the three others
display folds present in other bacterial systems, namely a region
reminiscent of the CnaB adhesin of S. aureus and two immuno-
globulin (IgG-like) domains. Both CnaB-like and IgG domains
are stabilized by intermolecular isopeptide bonds, which we

show, by mutagenesis and thermal shift assays, to be key for
RrgA stabilization. The high sequence similarity between RrgA
and other streptococcal pilus adhesins suggests that its

complex, multifaceted fold, which involves elements from both

predicts the presence of a von Willebrand factor-like domain and
reveals an LPXTG-like CWSS at its C terminus; a construct that
lacks the brst 38 amino acids, predicted to be disordered, as well
as the CWSS was used for crystallization. RrgA (39-868) crystal-
lized as a monomer in space group P2,, and the structure was
solved by performing a three-wavelength anomalous dispersion
(MAD) experiment on a selenomethionylated crystal at the ESRF
synchrotron in Grenoble; this model was subsequently used to
phase native data to 1.9 Al Data collection, phasing, and rebne-
ment statistics are included in Table 1.
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RrgA (residues 47-815Figure 1; see Figure S1available online)
is an unusual four-domain (D1-D4), elongated molecule that is
approximately 195 Al long and 70 Al wide; domains D1 and D2
carry elements from both N-terminal and C-terminal regions of
RrgA into which other sequences have been inserted (domain
D3 is inserted into D2; D2/D3 are inserted into D1). The four
domains make few contacts with each other, being mostly asso-
ciated through short linkers and hairpins, which suggests that
the full-length protein, once associated to the RrgB backbone
Pber, could display a considerable level of domain Rexibility.

Domain D1 is highly reminiscent of an IgG domain (Figure S2).
Five b strands are formed from the N terminus of the sequence
(residues 47-141), whereas the last strand, which connects to
D4, is formed by C-terminal residues 723-731 (dark green in
Figure 1B). Domain D2 is formed by N-terminal residues 144-
218 and C-terminal residues 593-722 that clasp into an 11- b-

Structure of the Pneumococcal Pilus Adhesion

stranded sandwich (cyan and blue, Figure 1B). The two OOhalvesO0

of the sandwich are locked together by an isopeptide bond

between Lys191 and Asn695. Notably, the fold of D2 is reminis-
cent of that of the B domain of the collagen-binding adhesin Cna

from S. aureus (Deivanayagam et al., 2000) (Figure S2);
a comparison of the two structures reveals that it is mostly the

core b strands that are structurally comparable, and RrgA
harbors additional hairpins and loops located away from the

core. The D2 domain is linked to a third, major domain (D3)
through a short b-hairpin structure, itself also composed of resi-

dues from the N-terminal and C-terminal regions of the molecule

(Thr214-GIn218, and Val587-Lys591).

RrgAOs D3 domain (Lys219-1le586) contains a region (yellow in
Figure 1) whose fold highly resembles that of the human A3
domain of von Willebrand factor (VWA), a molecule shown to
interact with collagens | and Ill (Bienkowska et al., 1997; Cruz
et al., 1995). The VWA fold is found in many eukaryotic cell
surface proteins involved in interactions with the extracellular
matrix (Springer, 2006), including within the b domain of integ-
rins, where it also has been shown to play a role in collagen inter-
action (Emsley et al., 2000; Kamata and Takada, 1994; Tuckwell
et al., 1995). The classical VWA/integrin | fold consists of
a central, six-stranded b sheet surrounded by a helices, resem-
bling a dinucleotide-binding domain ( Bienkowska et al., 1997;
Emsley et al., 2000; Huizinga et al., 1997; Lee et al., 1995b; Qu
and Leahy, 1995; Vorup-Jensen et al., 2003) and superposition
of the structure of the a2b1l integrin onto the analogous domain
in RrgA reveals high structural similarity (Figure S2) (albeit
asequence identity level that is below 10%). However, RrgAQOs in-
tegrin I-like domain displays a bve-stranded parallel sheet and
carries two main inserted OOarms®{fre S3). The brst inserted
region immediately follows b2 and involves residues Phe280-
Asp318 (magenta in Figure 1); it folds into an elongated region
carrying two b hairpins. The second, larger insertion region
ranges from Met392 to Gly516 (red in Figure 1); although it is
mostly composed of loops, it carries one short hairpin region
and two helices. These two inserted arms extrude from the
core of the integrin I-like domain and stretch out, away from
the body of the molecule, making a large number of interactions
throughout. Interestingly, sequence analyses and structural
predictions of RrgA homologs in different pathogenic strepto-
coccal species (Figure 2) reveal that the full-length molecules
display a sequence identity level of approximately 50% (with

Figure 1. Schematic Arrangement and Tertiary Fold of RrgA

(Top) RrgA is composed of four domains, where D3 is inserted into D2, and
D2/D3 are inserted into D1.

(Bottom) In 3D, RrgAOs four domains are aligned much like beads on a string;
D1 is shown in dark green (N-terminal region) and light green (C-terminal
strand); the Cna-B-like domain of D2 is formed by residues from the N terminus
(light blue) and C terminus (dark blue) of the molecule. The integrin I-like
domain is shown in yellow, with the extended arms in red and magenta. The
C terminus of RrgA is composed of domain D4 (orange).
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Figure 2. Streptococcal Pilus Adhesins Show Multiple Similar Structural Features

Sequence alignment of the D3 domain of RrgA with the analogous domain of the major pilus adhesins (RrgA homologs) from Streptococcus agalactiae (BBRD39)
and Streptococcus pyogenes (B8QYF2), as well as the | domain of eukaryotic integrin a2b1. Identical residues are shown in white with a red background. Resi-
dues involved in the MIDAS motif are highlighted in green. Thr357, which could potentially bind the metal ion directly upon a ligand-induced conformational
change, is highlighted in blue. Secondary structure elements corresponding to inserted arms are shown in magenta and red; note their clear absence in the
sequence of integrin a2bl. The red arm region shows the highest level of sequence divergence.

similarity levels beyond 70%), and also harbor integrin I-like
domains decorated with arms. However, it is precisely in the
region of the inserted arms that the sequence identity level is
the lowest (in the range of 40%); this is the most evident in the
analysis of Figure 2, and suggests that this region could be em-
ployed for different roles in pathogenesis (see below).

Domain D4 (orange in Figure 1) precedes the CWSS
C-terminal sequence and is separated from domain D3 through
a 13-residue stretched linker region with high temperature
factors (and thus Rexibility). D4, like D1, is highly reminiscent of
an 1gG domain (Figure S2), and is composed uniquely of

C-terminal residues 736-859. IgG domains have been identibed
within the structure of the minor adhesin GBS52 of the pilus of
S. agalactiae, where they have been shown to be crucial for
bacterial adhesion (Krishnan et al., 2007), and is notably present
in structures of adhesins associated to Gram-negative pili ( Soto
and Hultgren, 1999). In addition, a second isopeptide bond is
present between Lys742 and Asn854 (see below).

Multiple Extracellular Matrix-Binding Platforms
Integrin | domains carry a MIDAS (metal ion-dependent adhesion
site) motif located largely on the C-termini of the central b sheet.
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This site is formed by an aspartate and 2 serine residues orga-
nized within a Asp-X-Ser-X-Ser sequence, as well as a Thr and
a second Asp residue, and has been shown to play a key role
in the recognition of collagen (Emsley et al., 2000; Kamata and
Takada, 1994). The analogous region in RrgA, located within
domain D3, also carries a MIDAS motif composed of the
Asp232-X-Ser234-X-Ser236 constellation of residues on loopl
and one acidic residue (Asp 387) on loop 3 (Figures 2 and 3A).
In addition, as is the case for integrins, the MIDAS motif of
RrgA coordinates a metal ion that we have modeled here as an
Mg™*? (although no metal was included in the crystallization solu-
tion). Ser234, Ser236, and Asp387 form direct bonds to the metal
through their hydroxyl oxygen atoms, whereas Asp232 and
Thr357 contribute water-mediated contacts. It is of note that in-
tegrin | domains undergo large conformational changes upon
ligand binding (Springer, 2006), and the conformation of the
RrgA MIDAS domain, presented here in the absence of ligand,
is closed. It is of interest, however, that the high structural simi-
larity between the D3 domain of RrgA and beta-l integrin
domains, including the presence of metal within the MIDAS
motif, clearly points to collagen recognition as a potential func-
tion for RrgA,; interestingly, this is conbrmed by the studies of Hill-
eringmann and colleagues (Hilleringmann et al., 2008) who iden-
tibed collagen as a major target for RrgA. One notable difference
between the MIDAS motif of eukaryotic integrins and pneumo-
coccal RrgA is that in the former, the motif is located superb-
cially, on a shallow region of the protein surface, whereas in
RrgA it is positioned within an a trench-like region cradled by
the two inserted arms (Figure S4). Superposition of the structure
of integrin a2bl in complex with a triple-stranded peptide from
collagen Ill (PDB 1dzi) onto RrgA generated a large number of
clashes (not shown), suggesting that accommodation of the
collagen peptide into the trench would require localized move-

Structure of the Pneumococcal Pilus Adhesion

ment of MIDAS residues, as shown for OOopend0 conformations

of many integrin | domains (Springer, 2006). Superposition of
the structure of the RrgA MIDAS domain with the open and
OOclosedOO forms of the CBB-integrin (Lee et al., 1995a)
suggests that cleft opening could include movement of the

Thr357 side chain, which could potentially interact directly with

the metal ion in the liganded form (Figure S5). In addition, confor-
mational changes could include movement or rotation of the

arms. Such an entrenched recognition between a pilus adhesin
and an ECM component could provide accrued stability to the

bacterium on the matrix surface.

In addition to recognizing collagen, RrgA has also been shown
to be important for S. pneumoniaeOs recognition of laminin and
Pbronectin, common components of the eukaryotic extracellular
matrix (ECM) Hilleringmann et al., 2008). Glycosaminoglycans
(GAGs) are linear polysaccharides attached covalently to
proteins of the proteoglycan family, and are ubiquitously present
on all animal cell surfaces. Interestingly, several proteins that
recognize GAGs do so through elongated crevices rich in basic
residues (Imberty et al., 2007). Notably, analysis of a surface
potential map of RrgA reveals that the two insertion arms of D3
join on the region that is the farthest from the N and C termini
of RrgA in order to form a large, cradle-shaped surface of highly
basic character (Figure 4). The concentration of basic residues
present in the U-shaped cradle suggests that the cradle could
provide the binding site for negatively charged molecules (such

Figure 3. The MIDAS Motif of RrgA

(A) The metal ion, rebned here as a M@, is stabilized by a classical constella-

tion of residues also seen in MIDAS motifs of eukaryotic proteins.

(B) Mapping of identical (red) and similar (orange) residues in RrgA-like adhe-
sins in Streptococcal spp. (S. pneumoniae, S. agalactiae, S. pyogenes) onto
the structure of the D3 domain of RrgA. Residues involved in forming the
MIDAS motif are in dark blue. The central region of the domain, which harbors

the MIDAS motif, is the most conserved, while the arms of the structure display

patches of nonconserved sequence.

as GAGs that are directly associated to bPbronectin and laminin)
and thus bridge the interaction between the bacterium and the
ECM. Interestingly, only few of the basic residues identibed in
the U-shaped cradle of RrgA are strictly conserved (as Lys or
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Figure 4. Another ECM-Binding Region Is Formed by the Inserted
Arms

Surface potential diagram of the D3 domain of RrgA that shows the basic
U-shaped cradle. This view is 180 away from the one shown in Figure 3B.

Arg) among the sequences of the pilus adhesins of S. agalactiae
and S. pyogenes (Figures 2 and 3B), suggesting that the crevice
formed by the arms in these adhesins could potentially recognize

other host cell molecules. This observation could provide

a partial explanation for the distinct tissue tropism observed for

piliated Gram-positive species.

The 00stalkOO Is Stabilized by Intramolecular Isopeptide
Bonds

The pilus-forming biosynthetic machinery in Gram-positive
organisms requires the formation of intermolecular isopeptide
bonds, notably between the sortases and the LPXTG-like motif
on their target proteins (Mandlik et al., 2008b; Scott and Zahner,
2006). In addition, isopeptide bonds formed within a single
domain have also been identibed in the structure of Sp0128,
the major pilin subunit from S. pyogenes (Kang et al., 2007)
and of a minor accessory pilus molecule from the S. agalactiae
pilin (Krishnan et al., 2007). These bonds have been shown to
be the product of an intramolecular reaction between the side
chains of a Lys and an adjacent Asp residue, and the NZ and
OD1 atoms of the resulting bond are both stabilized by hydrogen
bonding with an acidic residue in the immediate vicinity ( Kang
etal., 2007). RrgA harbors two intramolecular isopeptide bonds,
one located in the Cna-B-like D2 domain, and a second one in
D4. The bond within D2 is formed between the side chain of
Lys191 (in the N-terminal region of the RrgA sequence) and
Asn695 (in the C terminus of the structure). Although an acidic
group (Asp600) is located in its vicinity, the side chains of
Thr694 and Thr698 also provide additional stabilization for the

Figure 5. Domains D2 and D4 Are Stabilized by Intramolecular
Isopeptide Bonds

(A) Domain D2 carries a bond between the side chains of Lys191 and Asn695
that, in addition to Asp600, is also stabilized by two Thr hydroxyl groups.

(B) The isopeptide bond in domain D4 is stabilized by nearby GIlu803. In both
(A) and (B), Fo-Fc simulated annealing omit maps are shown.

(C) Thermal shift analysis results for RrgA isopeptide bond mutants. Wild-type
RrgA (orange) displays maxima at 51 C and 64 C, while mutants involving the
D2 domain isopeptide bond have lost the 64 C peak, indicating that the RrgA
stalk could be compromised.

isopeptide linkage (Figure 5A). The isopeptide bond present in
D4 is formed by proximal elements of the C-terminal sequence,
namely Lys742 and Asn854; the hydrogen bonding stabilization
proble is more classical, being provided by Glu803 (Figure 5B).
As is the case for other isopeptide linkages, the intramolecular
isopeptide bonds in RrgA are also surrounded by hydrophobic
residues: 1le206, Leu208, and Phe713 for the D2 bond and
Leu751, Phe756, and Ile852 for the D4 bond.

We sought to conbrm the importance of the two isopeptide
bonds for RrgAQs stability using site-specibPc mutagenesis,
mass spectrometry, and thermal shift analyses. The molecular
mass of wild-type RrgA, measured by mass spectrometry, was
consistent with the absence of two NH 3 groups (thus conbrming
the formation of two isopeptide bonds; see Table 2). We initially
studied the isopeptide bond in D2, and generated single mutants
in which Lys191, Asn695, and Asp600 were mutated into
alanines. For each mutant, the measured mass was compatible
with the loss of one isopeptide bond; thus, mutants K191A and
N695A were no longer capable of generating the isopeptide
bond in D2 (uniquely in D4). Interestingly, an RrgA variant
carrying a D600A mutation behaved similarly to the K191A and
N695A mutants, also displaying the inability to generate one
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Table 2. Mass Measurements of RrgA Variants by Electrospray lonization Mass Spectrometry Time-of-Flight Mass

MeasuredMass

CalculatedMass (Da)

The presence of one isopeptide bond corresponds to the loss of one NH 3 group (17Da).

Mass Difference
(Calculated Measured)

Number of Isopeptide
Bonds Present

isopeptide bond even in the presence of intact Lys191 and
Asn695 side chains. These results suggest that the function of
the acidic side chain in isopeptide bond formation is dual: it
provides hydrogen bonding stabilization to the bond once it is
formed, but must also play a key role in its formation during
protein folding. In light of these results and in order to study
the isopeptide bond located within domain D4, we generated
an RrgA variant carrying a single EB03A mutation. Mass spectro-
metric measurements of RrgA-E803A conbrmed that one iso-
peptide bond was also missing in this form, thus conbrming
that the presence of an acidic residue in the immediate environ-
ment of an isopeptide bond is an essential factor for its forma-
tion. Notably, no isopeptide bonds could be identibPed in an
RrgA-D600A-E803A double mutant (Table 2).

We then performed thermal shift analyses of all RrgA variants.
Proteins were gradually heated in an 1Q5 Bio-Rad apparatus and
thermal unfolding curves were monitored through the detection
of changes in Buorescence of a Sypro Orange probe. This anal-
ysis (Figure 5c) reveals that wild-type RrgA displays two unfold-
ing maxima: the brst at approximately 51 C (+0.5), which is
shared with all other RrgA variants, and a second, less
pronounced peak, whose T, value is approximately 64 C
(x0.2). Because the major peak is present in experiments with
all RrgA forms independent of the presence or absence of iso-
peptide bonds, it could represent the unfolding of the D3 domain.
In the RrgA-E803A variant, which lacks the isopeptide bond in
domain D4, the T,, of the second peak is 2 C lower than for
the wild-type form; this observation suggests that the minor
peak corresponds to the unfolding of the smaller domains.
Notably, in the cases of both RrgA-D600A and RrgA-D600A-
E803A, the second peak is not observed; the absence of this
second transition point suggests that absence of the isopeptide
bond in domain D2 (Cna-B-like) engenders a destabilization of
the entire RrgA stalk. Recently, it has been shown that the iso-
peptide bonds carried by S. pyogenes Sp0128 also play a key
role in stabilization of the Pber-forming molecule (Kang and
Baker, 2009) whereas isopeptide bonds in the analogous mole-
cule of B. cereus, BcpA, are crucial for pilus assembly (Budzik
et al., 2008). These results conbrm that such bonds play
a universal stabilizing role in the pilus-formation processes of
Gram-positive species.

DISCUSSION

Adhesion to target host cells by surface-exposed virulence
factors, such as pili, is a key step in infection establishment by

a large number of bacterial pathogens. The well-studied pili
from Gram-negative pathogens have been shown to display
specibc adhesins on their tips that play important roles in adher-
ence to both the extracellular matrix and to glycoprotein or glyco-

lipid receptors, often determining tissue tropism ( Proft and Baker,
2009; Soto and Hultgren, 1999). In Gram-positive pathogens,
however, claribcation of the details of the pilus-mediated adhe-
sion process has only recently started. In this work, we report
the structural characterization of a totally novel adhesin that is
essential for the infectivity process of a major human pathogen
and whose tertiary fold is composed of linearly aligned domains
observed in both eukaryotic and prokaryotic organisms.

RrgA is composed of four independent domains linked by 3ex-
ible regions. This organization can potentially allow for interdo-
main Rexibility, which could be important for the recognition of
different host targets during the infection process, while the
presence of two isopeptide bonds guarantees stability of the
individual domains. The composite nature of RrgA includes
two IgG domains (D1/D4), and their potential function could
include enhancement of binding of the adhesin to host tissue
receptors and/or providing stability for the macromolecule.
These functions are observed in a number of bacterial adhesins;
PapG, for example, is located at the distal end of the P pilus of
uropathogenic E. coli (UPEC) and folds into two IgG-like
domains, one of which is key for receptor recognition ( Dodson
et al., 2001). The GBS52 pilus adhesin of S. agalactiae also
harbors two 1gG-like regions, one of which is key in promoting
adherence to lung tissue, while the second one provides struc-
tural support (Krishnan et al., 2007). In RrgA, the latter function
could be shared by its Cna-B-like domain (D2), because the B
domain of collagen-binding protein Cna of S. aureus has also
been suggested as being the stalk that projects the A
collagen-binding domain away from the bacterial surface and
toward the ECM (Deivanayagam et al., 2000). In RrgA, domains
D1, D2, and D4 are associated linearly, with D3 located at the
edge (Figures 1; Figure S1). This arrangement suggests that
one of the roles of domains D1, D2, and D4 could be to project
the ECM-recognition D3 domain away from the pilus bber in
order to reach out toward the host cell as much as possible.
Association of RrgA to the RrgB pilus backbone is catalyzed
through recognition of dedicated sortases of the LPXTG-like
CWSS motif on the C terminus of D4, lending support to this
hypothesis.

The D3 domain of RrgA harbors two different potential ECM-
recognition platforms: the integrin | domain, shown to participate
in collagen binding in many eukaryotic proteins, and the basic

112 Structure 18, 106D115, January 13, 20102 2010 Elsevier Ltd All rights reserved



Structure of the Pneumococcal Pilus Adhesion

U-shaped cradle, located at the very edge of the adhesin, which
could potentially be the binding site for negatively charged glu-
cosaminoglycans or other acidic molecules of the ECM. The
high sequence similarity between RrgA and pilus adhesins
from S. pyogenes and S. agalactiae points to the possibility
that the three-dimensional fold of these proteins could be highly
similar (notably with the strict conservation of the MIDAS motif in
all three molecules, Figures 2 and 3B); the identibcation of
collagen-binding capabilities by a S. pyogenes strain (Kreike-
meyer et al., 2005) provides support for this proposition. In addi-
tion, the presence of the integrin | domain, which is widespread
in a number of eukaryotic proteins, in pilus-associated adhesins
of all three pathogenic species suggests that this could be
a strategy that allows the pathogen to evade host defense mech-
anisms. Albeit the structural similarity of the core regions, there
are notable charge differences within the arms (notably within
residues forming the cradle) that could be an indication of the
differential interaction of such adhesins with the host, which is
to be expected from molecules that target different tissues.
RrgA and its counterparts in S. pyogenes and S. agalactiae
have been shown to provide protection in animal models of acute
disease and could thus represent interesting potential antigens
for vaccine development (Abbot et al.,, 2007; Nelson et al.,
2007; Dramsi etal., 2006; Maisey et al., 2007). Notably, strategies
for the generation of novel vaccines include the rational engi-
neering of antigenic targets through the understanding of domain
boundaries and epitope structures ( Dormitzer et al., 2008). The
identibcation of individual domains with distinct host cell recogni-
tion functions in the structure of the pilus adhesin reported here is
an essential step in this process, and should be exploited in the
development of novel anti-streptococcal vaccines. In addition,
the predicted structural similarity between the adhesins of these
three major piliated microorganisms suggests that the RrgA
structure could provide a basis for the understanding of ECM-
recognition features by different Gram-positive pathogens.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Expression and Puribcation of Recombinant Proteins

The region of the S. pneumoniae TIGR4 rrgA gene (SP0462) coding for amino
acids 39 to 868 was amplibped using conventional polymerase chain reaction
(PCR) methodologies and cloned into vector pLIM (Protein Expert, Grenoble).
The resulting vector was transformed into E. coli RIL cells (Invitrogen) to
produce recombinant protein with an N-terminal hexahistidine tag. Protein
expression was induced in Terribc Broth with 1 mM IPTG at 37 C for 3 hr.
Bacteria were collected by centrifugation, resuspended in a minimal volume
of buffer (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl [pH 8.0], 20 mM Imidazole, 1 mM
PMSF, 0.1mm aprotinin, and 1 nM pepstatin) and lysed by sonication. The
lysate was claribed by centrifugation and applied onto an immobilized metal
chelate afpnity chromatography column (HisTrapHP; GE HealthCare) pre-
equilibrated in lysis buffer. Protein elution was performed by an imidazole
step-gradient. Fractions containing RrgA were pooled and dialyzed 3 hr into
50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl (pH 8.0) at 4 C, and subsequently incubated
with 1/5 (w:w) TEV protease at 15 C. The protein was reloaded onto an
HisTrapHP column and the eluted cleaved products dialyzed 3 hrinto the same
buffer as above. Subsequently, RrgA was loaded onto a MonoQ (5/50GL GE
HealthCare) column in 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) and eluted in the Bow through;
fractions were pooled, concentrated, and injected onto a HiLoad 16/60 Super-
dex 200 (GE HealthCare) column in 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl (pH 8.0).
Pooled and concentrated fractions were used for crystallization tests. All RrgA
variants were expressed using the same methodology, except that the MonoQ
step was not employed.

Selenomethionylated RrgA was expressed in E. coli RIL cells in minimal
medium supplemented with thiamine (0.2 mg/ml), leucine (50 mg/ml), valine
(50 mg/ml), isoleucine (50 mg/ml), lysine (100 mg/ml), phenylalanine
(100 mg/ml), threonine (100 mg/ml), and selenomethionine (60 mg/ml). Expres-
sion and puribcation was performed as for the native protein.

The pLIM-RrgA expression plasmid served as a template for the introduction
of single amino or double acid substitutions by PCR using the QuikChange XL
Site Directed Mutagenesis Kit (Stratagene). All the mutant constructs were
subsequently sequenced; the results showed that only expected mutations
were introduced during PCR. Expression and puribcation of all RrgA mutants
were performed as for the wild-type protein.

Crystallization, Data Collection, and Structure Solution

Crystals of native RrgA were grown by the hanging-drop vapor diffusion
method at 20 Cin 20% PEG 3350, 0.2 M disodium phosphate dihydrate, while
selenomethionine crystals were produced in 50 mM MES (pH 6.5), 5% PEG
4000, 10% glycerol, and 100mM NaCl. Both native and selenomethyonylated
crystals were cryoprotected by successive brief incubations in mother liquor
containing increasing concentrations of glycerol (up to 20%), and were subse-
quently Bash-cooled in liquid nitrogen until data collection. A three-wavelength
MAD experiment was performed on the Se edge on the ID-29 beamline (2.4 Al
space group P2;). The three data sets from the MAD experiment were pro-
cessed and scaled with XDS (Kabsch, 1993); identiPcation of selenium atom
positions, rebnement, and phasing were performed with AutoSHARP
(Bricogne et al., 2003; de la Fortelle and Bricogne, 1997) and automatic model
building was performed with ARP/WARP 7.0.1 (Perrakis et al., 1999). PHASER
(Storoni et al., 2004) was subsequently used to perform molecular replacement
using the model generated by the MAD experiment in order to phase a native
data set (1.9 A space group P2,2,2;) collected at the European Synchrotron
Radiation Facility (ESRF) ID23-EH1 beamline (Grenoble, France). Cycles of
automatic and manual building were performed using ARP/wArp and Coot
(Emsley and Cowtan, 2004), respectively, coupled with rePnement cycles by
REFMAC 5.4 (Murshudov et al., 1997).

Fluorescence-Based Assays

Assays were conducted in an 1Q5 96-well format real-time PCR instrument
(Bio-Rad) in the presence of a Sypro Orange (Molecular Probes) probe. The
total volume was to 25 nl. Samples were heat-denatured from 20 C to
100 C at arate of 1 C per minute. At each step, excitation was performed at
470 nm, while emission of Sypro Orange fuorescence was monitored at
570 nm. Plotting of the Buorescence versus temperature curves, followed by
the calculation of the Pprst derivative at each point allowed the identiPcation
of each inBection point; the minima were referred to as the melting tem-
peratures (T,,,). Data result from two independent experiments performed in
triplicate.

SUPPLEMENTAL INFORMATION

Supplemental Information includes bve bgures and can be found with this
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Note Added in Proof

As this manuscript was going to press, Hilleringman and coworkers published
work describing the electron microscopy anaylsis of streptococcal pili, where
RrgA is clearly located at the tip of the pilus Pbril (Hilleringman et al. (2009)
EMBO J. 28, 3921-3930.).
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Piliare surface-exposed virulence factors involved in bacterial  |us, and several Streptococcal speci&s,pyogeneS. agalactiae
adhesion to host cells. The Streptococcus pneumoniagilus is  and S. pneumoniad4 ...10). In contrast to Gram-negative bac-
composed of three structural proteins, RrgA, RrgB, and RrgC  teria, both major pilin polymerization and minor pilin associa-
and three transpeptidase enzymes, sortases SrtC-1, SrtC-2, and tion to the Gram-positive pilus backbone occur through the
SrtC-3. To gain insights into the mechanism of pilus formation  formation of covalent bonds catalyzed by specialized transpep-
we have exploited biochemical approaches using recombinant tidases. These membrane-associated sortase enzymes recog-
proteins expressed in Escherichia coli Using site-directed nize a LPXTG-like sequence (sorting motif) within their pro-
mutagenesis, mass spectrometry, limited proteolysis, and ther-  tein substrate (11, 12). The enzymatic reaction involves a
mal stability measurements, we have identified isopeptide nucleophilic cysteine residue, which is essential for the covalent
bonds in RrgB and RrgC and demonstrate their role in protein  intermolecular association between pilus subunits (13...15). In
stabilization. Co-expression in E. coli of RrgB together with  addition, intramolecular bonds within pilin subunits, formed
RrgC and SrtC-1 leads to the formation of a covalentRrgB-RrgC  between lysine and asparagine side chains, have been identifie
complex. Inactivation of SrtC-1 by mutation of the active site  in the high resolution structures of major pilins Spy0128 from
cysteine impairs RrgB-RrgC complex formation, indicatingthat S pyogeng46) and SpaA fronC. diphtheriae(17) as well as in
the association between RrgB and RrgC is specifically catalyzed the main adhesin of theStreptococcus pneumoniaelus, RrgA
by SrtC-1. Mass spectrometry analyses performed on purified (18). The role of these unusual intramolecular cross-links in
samples of the RrgB-RrgC complex show that the complex has pilin subunit stabilization has been shown by site-specific
1:1 stoichiometry. The deletion of the IPQTG RrgB sorting sig-  mutagenesis and both proteolytic and thermal stability studies
nal, butnotthe corresponding sequence in RrgC, abolishescom- (19, 20). Notably, Lys-Asn intramolecular bonds were also iden-
plex formation, indicating that SrtC-1 recognizes exclusively tified in the Cna collagen-binding domains A and B (CnaA and
the sorting motif of RrgB. Finally, we show that the intramolec-  CnaB, respectively) obtaphylococcus aureyg0 ...22) as well as
ular bonds that stabilize RrgB may play a role in its efficient  the N2CnaB domain of theS. agalactiaeminor pilin subunit
recognition by SrtC-1. The development of a methodology to  GBS52 (23) and the CnaA-similar ACE protein frorEnterococ-
generate covalent pilin complexesin vitro , facilitating the study  cus faecalis(24). The CnaB domains are repetitive regions
of sortase specificity and the importance of isopeptide bond for-  whose fold is reminiscent of the IgG fold (22).
mation for pilus biogenesis, provide key information toward the S. pneumoniads an important human pathogen causing a
understanding of this complex macromolecular process. large number of respiratory tract infections, such as pneumonia
and sinusitis, but also invasive diseases like septicemia and
meningitis. Among the surface-exposed virulence factors, the

Attachment of pathogenic bacteria to host cells is mediated pneumococcal pilus has been recently shown to play a role in
by bacterial surface-exposed adhesins which, in some inhost cell adhesion (10). Pilus formation requires the expression
stances, are located at the tip of a filamentous surface appendef seven genes encoded by thieA pathogenicity islet, includ-
ages known as pili. Pili of the Gram-negative bacteria have beeing a RofA-like transcriptional regulator (RIrA), three sortases
extensively described (1). Despite the diversity in theirassemblySrtC-1, SrtC-2, and SrtC-3), and three structural proteins
pathways, they share a common structural feature involving the(RrgA, RrgB, and RrgC) (10). Electron microscopy observa-
noncovalent association of pilin subunits. Even though a firsttions of immunogold-labeled pneumococcus allowed investi-
description of Gram-positive pili was published in 1968 (2), the gations on the structural composition of the pilus and showed
first studies regarding their assembly mechanism were pub-that RrgB is the major pilin subunit forming the elongated fiber
lished more recently for theCorynebacteria diphtheriagpilus  shaft, but data concerning the precise localization of the minor
(3). Since then, pili have been identified in many other Gram- RrgA and RrgC pilin subunits remained controversial (10,
positive bacteria, includingActinomycesEnterococcusBacil-  25...27). Recently, an elegant structural analysis of the native
pneumococcal pilus using a combination of electron micros-

* This work was supported in part by EC Grant LSHM-CT-2004-512138 ar@0PY techniques provided evidence that the RrgB-shaftis com-

ANR Grant 05-JC-JC-0049. posed of monomeric covalently linked subunits oriented head-

° The on-line version of this article (available at http://www.jbc.org) contains to-tail (28). Furthermore, RrgA and RrgC do not localize
supplemental Figs. S1 and S2 and Tables S1DS3 e - ' . .
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