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Résumeé

La morphogénese des ovocoques, dont fait partie le pathogéne humain
Streptococcus pneumoniae, implique des processus d’élongation et de division
associés a la synthese de la paroi bactérienne. Le composant majeur de cette paroi
est le peptidoglycane, un polymere de sucre réticulé par des chaines peptidiques,
qui confere la forme de la bactérie et est essentiel a sa survie. La synthese de
peptidoglycane nécessaire a I’élongation et la division bactérienne est effectuée par
des complexes protéiques appelés respectivement « élongasome » et « divisome ».
Les mécanismes d’assemblage et l'activité de ces complexes dans la cellule
bactérienne restent encore non élucidés. Pour imager ’activité des complexes de
synthése du peptidoglycane in vivo a ’échelle du nanometre, j’ai développé une
méthode faisant appel a des dérivés de D-amino acides, a la chimie click et a la
microscopie de localisation de molécules uniques (dSTORM ou direct Stochastic
reconstruction microscopy). Cette méthode a permis d’obtenir des images a une
résolution d’environ 20 nm, révélant des aspects inattendus de la synthese du
peptidoglycane et remettant en question le role de certaines protéines dans la
morphogenéese du pneumocoque. En combinant ces observations avec les données de
la littérature, un modele simplifié de la morphogénese des ovocoques est proposé.

The morphogenesis of ovovcocci, which include the human pathogen
Streptococcus pneumoniae, involves elongation and division processes associated
with cell wall synthesis. The main component of the cell wall is the peptidoglycan,
a polymer made of glycan chains cross-linked by peptide chains, which confers the
bacterial shape and is essential for cell survival. Peptidoglycan synthesis required for
cell elongation and division is performed by large protein complexes called
“elongasome” and “divisome”, respectively. The assembly mechanisms and activity
of these complexes in the bacterial cell remain mysterious. To image the activity of
the peptidoglycan synthesis complexes in vivo at the nanoscale, | developed a
method combining D-amino acid derivatives, click chemistry and single-molecule
localization microscopy (dSTORM or direct Stochastic reconstruction microscopy).
This method allowed obtaining images at a resolution of about 20 nm resolution,
revealing unexpected features of peptidoglycan synthesis and challenging the role of
some proteins in pneumococcus morphogenesis. By combining these observations
with data from the literature, a simplified model of ovococci morphogenesis is
proposed.
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Tampon phosphate salin (Phosphate buffer saline)
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Microscopie par illumination structurée (Structurated illumination microscopy)
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Microscopie de déplétion par émission stimulée (Stimulated emission depletion
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Le terme de « septum » désigne !’apparition d’une cloison de peptidoglycane

(PG) au centre de la cellule en division. Il ne doit pas étre confondu avec le terme

de « PG septal » qui est le PG synthétisé de maniere centripete par le divisome. Le

septum est constitué de PG septal, mais le PG septal peut ne pas former de septum

si sa partition (hydrolyse ménagée) est aussi rapide que sa synthese.
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INTRODUCTION

1. Le pneumocoque

1.1.Historique

Le premier isolement de Streptococcus pneumoniae a été réalisé en 1881 par
Louis Pasteur a partir de la salive d’un enfant mort de la rage (Pasteur, 1881). Il a
remarqué que cette salive possédait un agent infectieux tres virulent qui avait « la
forme d’un batonnet tres court, rétréci en son milieu, analogue a un 8 de chiffre,
d’un diamétre de 1/1000 de millimétre au moins, entouré d’une substance
gélatiniforme, ayant ’aspect d’une auréole pale ». Cet agent infectieux sera peu
de temps apres nommeé pneumocoque du fait de sa présence dans les prélevements
effectués sur des patients atteints de pneumonie. Le pneumocoque a été renommeé
Diplococcus pneumoniae par le « comité de la société américaine de bactériologistes
sur la caractérisation et la classification des types bactériens » en 1920 en se basant
sur sa morphologie dans les expectorations de patients (Winslow and Broadhurst,
1920). Ce nom a été longtemps remis en cause du fait que le pneumocoque forme
fréquemment des chaines lorsqu’il est cultivé en conditions de laboratoire. Ce n’est

qu’en 1974 qu’il a officiellement été nommé Streptococcus pneumoniae.

Le pneumocoque a joué un role central dans la naissance de la génétique
moléculaire. En 1928, Frederick Griffith a découvert qu’une souche non-virulente de
pneumocoque est devenue virulente apres avoir été inoculée a une souris en méme
temps qu’un lysat de souche virulente (Griffith, 1928). Reproduisant ces travaux en
1944, Oswald Avery attribua ce facteur transformant a ’ADN. La découverte de la
transformation génétique chez le pneumocoque a constitué la premiere étape vers

la reconnaissance de I’ADN comme support de I’hérédité (Avery et al., 1944).
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1.2.Epidémiologie

Le pneumocoque est une bactérie communément retrouvée dans les voies
respiratoires de [’humain. Non pathologique chez les individus sains, le pneumocoque
peut toutefois étre responsable d’infections potentiellement mortelles chez des
individus dont le systeme immunitaire est affaibli, principalement chez les jeunes
enfants, les personnes agées, et les patients immunodéficients. D’apres
l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), Streptococcus pneumoniae est le
quatrieme micro-organisme en termes de mortalité dans le monde (World Health
Organization, 2016). En effet, chaque année plus d’un million de personnes meurent
a la suite d’une infection par cette bactérie. Au-dela de la mortalité imputée au
pneumocoque, il est important de prendre également en compte le colt socio-
économique des infections a pneumocoque en recrudescence partout dans le monde
a cause de ’augmentation de la résistance aux antibiotiques. En tant qu’exemple,
le surco(t imputable a la résistance aux antibiotiques chez ’ensemble des bactéries
est estimé a environ 35 milliards d’euros pour les Etats-Unis d’Amérique (World
Health Organization, 2016).

1.3. Principaux champs d’etudes

Comme indiqué précédemment, les recherches scientifiques sur le pneumocoque
ont eu un impact fort sur la biologie du XXeme siecle, bien au-dela du seul champ
d’étude de cette bactérie. Dans ce chapitre seront évoqués les différents champs de

recherche actuels sur Streptococcus pneumoniae.

1.3.1. La virulence

Les facteurs de virulence sont tous les mécanismes mis en place par la bactérie
qui ont comme conséquence l'infection et/ou la pathologie associée. Il peut s’agir
de la protection contre les défenses immunitaires de I’h6te, de toxines attaquant les

cellules de I’héte, ou encore de mécanismes d’adaptation au milieu infecté.
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Un des principaux facteurs de virulence chez le pneumocoque est la capsule. Il
s’agit d’une épaisse couche de polysaccharides entourant la paroi de la bactérie. Cet
élément est non essentiel a la survie du pneumocoque mais lui permet de se protéger
des défenses immunitaires de U’hote en cachant ses antigenes de surface, et
d’adhérer aux cellules de ’hote pour une invasion plus efficace. Le role majeur de
la capsule dans la virulence du pneumocoque s’illustre par le fait qu’une tres grande
majorité des souches pathogénes possedent une capsule, et qu’une bactérie
dépourvue de capsule présente une virulence de plus d’un million de fois inférieure
a celle d’une bactérie encapsulée en modéle murin (Avery and Dubos, 1931). Au sein
de lUespece il existe une tres grande variété de structures chimiques de
polysaccharides capsulaires, en terme de motifs saccharidiques, de nombre d’unités
répétées, de types de liaisons chimiques entre les unités saccharidiques, ou encore
de modifications chimiques de ces unités. Ces structures chimiques, qui conferent
aux différentes souches de pneumocoque des spécificités antigéniques majeures,
sont utilisées pour classer ces souches par sérotypes. A ce jour, environ 90 sérotypes

ont été référencés (Henrichsen, 1995).

Une autre structure connue pour son implication majeure dans la virulence est
le pilus, un long filament protéique de plus de 1 pm de long attaché a la surface de
la bactérie. Chez le pneumocoque, il existe deux types de pilus (pilus de type | ou
I). Le pilus de type |, bien que non essentiel, favorise la colonisation de I’hote en
promouvant l’adhésion de la bactérie aux cellules de I’hote (Barocchi et al., 2006).
Les protéines nécessaires a la synthese du pilus sont codées par les genes de Uilot
de pathogénicité rirA. Les pilines RrgA, RrgB et RrgC sont les briques de base du
pilus. Elles sont liées a la membrane plasmique par leur segment transmembranaire.
Comme un grand nombre de protéines extracellulaires, les pilines sont transloquées
au niveau de la zone de division par le translocon Sec. Par la suite, les pilines seront
associées de maniere covalente par 3 transpeptidases, les sortases dites de classe C
(SrtC-1, SrtC-2, SrtC-3). Selon le modele actuel, la synthese du pilus est initiée par
le recrutement de RrgA qui se retrouvera au bout du pilus, et assurera une fonction
d’adhésion. RrgA est ensuite associée a RrgB par SrtC-2. Par la suite, entre 100 et
200 exemplaires de RrgB sont associées par SrtC-1 et forment le corps du pilus. La
polymérisation de RrgB peut étre ponctuellement interrompue par Uinsertion de

RrgA par U’action successive de SrtC-3 et SrtC-2. La sortase SrtC-2 est également
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impliquée dans la multimérisation de RrgA, conférant a la structure une plus grande
avidité, et donc de meilleures capacités d’adhésion. Enfin, les trois sortases
permettent ’ajout de la piline RrgC sur le corps du pilus nouvellement synthétisé
pour terminer cette structure (El Mortaji et al., 2012; Manzano et al., 2008). De
maniere trés intéressante, les pilines possedent la capacité de former des liaisons
covalentes intramoléculaires autocatalytiques permettant d’augmenter la résistance
du pilus contre les agressions extérieures comme les enzymes de L’hote.
Le pilus de type Il quant a lui est retrouvé chez quelques sérotypes émergents. Ce
pilus, dont les protéines sont codées par un autre ilot de pathogénicité, est composé
uniquement de pilines PitB associées entre elles par une liaison covalente formée
par la sortase G-1. D’autres protéines jouent un role accessoire dans |’assemblage
du pilus de type Il, il s’agit de la piline PitA, de la sortase G-2 ainsi que de la
peptidase du signal SipA. (Engholm et al., 2017; Khare and Narayana, 2017)

Parmi les facteurs de virulence impliqués dans la protection contre les défenses
de I’hote, on trouve la protéase ZmpA qui diminue la réponse humorale de [’hote en
clivant les anticorps IgA1 humains (Janoff et al., 2014). La protéine de liaison a la
choline PspA, quant a elle, inhibe d’une part la liaison de la fraction C3 du
complément a la surface de la bactérie, ce qui a pour conséquence ’échappement
a Uopsonisation (Ren et al., 2003), et inhibe d’autre part la lactoferrine, une
glycoprotéine bactériostatique retrouvée abondamment dans la salive et les larmes
(Shaper et al., 2004). D’autres protéines vont permettre a la bactérie une meilleure
adhérence aux tissus de I’hote. C’est le cas par exemple de la protéine PavA qui a la
capacité de se fixer a la fibronectine, un des composants de la matrice
extracellulaire. La délétion du gene codant pour cette protéine entraine une
diminution de la charge bactérienne et augmente les chances de survie de l’hote
(Holmes et al., 2001).

Enfin, le pneumocoque ne possede qu’une seule toxine connue, la pneumolysine.
Cette petite protéine cytoplasmique est libérée dans le milieu extérieur lors de
l’autolyse du pneumocoque et forme des pores dans les cellules de I’hote, ce qui a
comme conséquence la lyse de ces cellules. Méme si la pneumolysine joue un réle
important dans l’accés aux nutriments dans certains cas d’infections, la
pathogénicité du pneumocoque provient majoritairement de sa capacité a proliférer

au sein de I’h6te. Par exemple, la prolifération de la bactérie au niveau des méninges
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provoque une inflammation tissulaire communément appelée méningite, qui peut
entrainer une tres forte fievre, une hypertension intracranienne, des troubles
circulatoire, des ischémies ou encore des nécroses. C’est pourquoi 10 a 30% des
méningites bactériennes entrainent des lésions neurologiques. La prolifération du
pneumocoque dans ’appareil respiratoire entraine quant a elle une inflammation
responsable du remplissage des alvéoles pulmonaires par du liquide. Cela va
entrainer des difficultés respiratoires qui peuvent étre trés graves (Pour une revue
complete sur la virulence du pneumocoque et les défenses de ['hote, voir Brooks and
Mias, 2018).

1.3.2.  La compétence

Streptococcus pneumoniae est une menace particulierement importante pour la
santé humaine du fait du nombre croissant de souches résistantes aux antibiotiques.
Cela vient du fait que le pneumocoque possede une plasticité génétique
particulierement élevée. En effet, cette bactérie est capable d’intégrer du matériel
génétique exogene a son génome, qu’il provienne de la méme espece ou non. Ce
phénomene, appelé « compétence », est naturellement induit chez le pneumocoque
en phase exponentielle de croissance par un peptide sécrété dans le milieu appelé
CSP (Competence stimulation peptide) (Havarstein et al., 1995). Le CSP interagit
avec ComD, une protéine bitopique possédant un domaine histidine kinase
cytoplasmique qui phosphoryle le facteur de transcription ComE. La forme
phosphorylée de ComE induit la transcription d’une vingtaine de genes précoces de
la compétence, tels que les genes des opérons comAB et comCDE, responsables de
la sécrétion du CSP. Ce mécanisme « boule de neige » provoque une entrée en
compétence rapide et intense. Parmi les genes précoces de la compétence, comX
code un facteur de transcription activant plus de 60 genes impliqués dans U’entrée
de ’ADN exogéne et dans son intégration au génome. Dans le cas ou de ’ADN est
présent dans le milieu extérieur, la bactérie synthétise un pilus dit « de
compétence » qui permet la capture de cet ADN par la cellule bactérienne. S’il n’y
a pas d’ADN dans le milieu, le pneumocoque sécréete différentes autolysines pour

lyser les cellules pneumococcales présentes a proximité (un phénomeéne appelé
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« fratricide ») et récupérer ’ADN qui aura été libéré dans le milieu (Johnsborg and
Havarstein, 2009).

1.3.3. La résistance aux antibiotiques

La découverte de la pénicilline par Alexander Fleming en 1928 a été un évenement
majeur de santé publique au XXeme siecle, bien qu’il ait fallu attendre 1940 pour
que Howard Walter Florey et Ernst Boris Chain trouvent le moyen d’en produire a
grande échelle. L’utilisation de la pénicilline en antibiothérapie sera tres vite
adoptée et sauvera la vie de millions de personnes, notamment pendant la seconde
guerre mondiale. En 1967, la premiere souche de Streptococcus pneumoniae
résistante a la pénicilline a été isolée (Hansman and Bullen, 1967). En seulement
quelques décennies, la résistance a la pénicilline s’est propagée sur toute la planete,
jusqu’a représenter en 2001 pres de la moitié des souches infectieuses en France
(INSV, 2017). L’utilisation massive et déraisonnée des antibiotiques est de loin le
principal facteur de cette recrudescence. Il est intéressant de remarquer que
plusieurs campagnes publicitaires ont été mises en place dans les années 2000 pour
lutter contre [’abus des antibiotiques, ce qui a eu pour effet un recul important de

la résistance aux antibiotiques.

Au vu de U'importance de ce probleme, de nombreuses recherches sont menées tant
sur le plan épidémiologique que biochimique pour comprendre les mécanismes de
résistance et trouver de nouveaux traitements. Les antibiotiques béta-lactamines
(famille de molécules dont fait partie la pénicilline) ciblent des protéines de
synthése du peptidoglycane appelées « Penicillin-Binding Proteins » ou PBPs (voir
le paragraphe 2.3.2.2 pour une description plus détaillée). Chez le pneumocoque, la
résistance aux béta-lactamines se base sur des mutations acquises par les genes
codant les PBPs, qui diminuent leur affinité pour ces antibiotiques. Ce mécanisme
est grandement facilité par la capacité particuliére que possede le pneumocoque a
échanger du matériel génétique avec d’autres bactéries. De nombreuses béta-
lactamines ont été créés pour contrer cette résistance, mais quelques années apres
la commercialisation de chaque nouvel antibiotique, des souches résistantes

apparaissent de maniére systématique.
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Les béta-lactamines ne sont pas les seuls antibiotiques utilisés contre le
pneumocoque, les macrolides par exemple sont également utilisés. Ces derniers
entrent dans les bactéries et se fixent sur la sous-unité 50S des ribosomes, ce qui a
pour effet d’inhiber la synthése des protéines. Dans ce cas également, les souches
infectieuses de pneumocoque présentent un fort taux de prévalence de résistance a
cet antibiotique (entre 20% et 40%). La résistance contre les macrolides est basée
sur deux mécanismes. Le 1°" est l’expression d’une pompe a efflux permettant de
diminuer la concentration intracellulaire de I’antibiotique, et le 2" est |’expression
d’une enzyme responsable de la méthylation de I’ARN 23S du ribosome, entrainant

une chute drastique de son affinité pour les macrolides (Klugman and Lonks, 2005).

Le probleme majeur est que de plus en plus de souches combinant ces
résistances sont observées, c’est pourquoi ’ANSM (Agence Nationale de Sécurité du
Médicament) a mis en place une liste d’antibiotiques considérés comme derniers
recours (La daptomycine ou les glycopeptides par exemple) dans le cas d’un échec
de tous les antibiotiques courants (Liste des antibiotiques critiques, ANSM, février
2016). Ils sont considérés comme des derniers recours car leur emploi nécessite une
surveillance particuliere, et ne sont donc pas prescriptibles en premiére intention.
Récemment, des souches échappant a des antibiotiques de dernier recours sont

apparues également (Liu et al., 2016).

1.3.4. La division et la morphologie

Le pneumocoque est devenu ces derniéres années une bactérie modele pour
étudier la division et la morphogenese des ovocoques. Les ovocoques, dont font
partie les entérocoques ou les lactocoques par exemple, sont des bactéries de forme
ovoide, a mi-chemin entre les bacilles (en forme de batonnets) et les coques
(sphéroides). Bien que certains aspects des processus morphogénétiques soient
conserveés entre les bacilles, les coques et les ovocoques, des différences importantes
existent (voir le paragraphe 2.3 pour une description plus détaillée de la
morphogénese des ovocoques) (Massidda et al., 2013; Philippe et al., 2014; Zapun et
al., 2008).
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2.Division bactérienne et morphogénese

2.1. Généralités sur la morphologie des bactéries

Figure 1 : Morphologie de bactéries de la plaque dentaire observées par Antoni van Leeuwenhoek. Ce
dessin d’Antoni van Leeuwenhoek est issu d’une correspondance publiée le 12 septembre 1683. Il est
accompagné du texte suivant : « Ce matin j’ai frotté ma dent avec du sel et rincé ma bouche avec de l’eau
puis apres avoir mangé j’ai lavé mes molaires avec un cure-dents ; ... J’ai alors pu voir, avec un grand
émerveillement, que la dite matiére comprenait de trés petits animalcules vivants, se mouvant d’une jolie
maniére. Le plus gros spécimen observé avait un mouvement puissant et rapide, et piquait a travers 'eau
comme un Brochet ».

22



2.1.1. Les différentes morphologies

2.1.1.1. Historique

Il est communément admis que les premieres observations de bactéries ont
été réalisées par Antoni van Leeuwenhoek, un riche marchand néerlandais qui
améliora considérablement le microscope, inventé au début du XVIIe™e siecle. Sa
description de microbes de la plaque dentaire est restée célebre jusqu’a nos jours
(Fig. 1). A cette époque, bactéries, algues microscopiques, protozoaires ou méme
petits animaux étaient confondus dans le terme « Animalcules ». Il faudra attendre
1833 pour que Christian Gottfried Ehrenberg publie Die Infusionstierchen als
volkommene Organismen. Dans cet ouvrage, il sépare les bactéries de toutes les
autres cellules. Par exemple, les bactéries appelée Vibrionia sont séparées en quatre
genres différents : Bacterium (Batonnets rigides a mouvement vacillant), Vibrio
(Corps filiforme, susceptible de mouvements ondulatoires comme un serpent),
Spirillum (Corps filiforme, en hélice, inflexible), et Spirochaete (Corps en hélice,

formant un long coron flexible).

Le classement des bactéries a cette époque était intimement lié a leur
morphologie car aucune donnée métabolique n’était connue, et ce jusqu’a la
découverte du role des bactéries dans la fermentation lactique par Louis Pasteur en
1857. A Uinstar des animaux et des plantes, la morphologie des bactéries a été
pendant tres longtemps le principal critere permettant leur classification. Grace au
séquencage des génomes, il apparait aujourd’hui que la morphologie d’une espece
est un critere largement insuffisant pour établir des liens phylogénétiques. En effet,
de nombreuses bactéries ayant des morphologies similaires n’ont qu’un lien
phylogénétique trés lointain. Par exemple, les betaproteobactéries de morphologie
hélicale Rhodocyclus tenuis et Rubrivivax gelatinosus ont été classées de maniere
erronée parmi les Rhodospirillum de par leur morphologie (Imhoff et al., 1998). De
la méme maniéere, les entérocoques ovoides Enterococcus faecalis et Enterococcus
faecium étaient initialement classés dans le genre Streptococcus. Apres de
nombreuses études comparatives sur la physiologie de ces bactéries et sur la
séquence de leurs ARN ribosomaux, il est apparu que ces deux especes ne sont que

lointainement apparentées au genre Streptococcus (Kalina, 1970; Schleifer and
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Kilpper-Balz, 1984). Il est intéressant de se demander si des especes de morphologie
similaire, mais de relation phylogénétique éloignée ont des mécanismes de

morphogeneése similaires ou distincts.

2.1.1.2. Diversité des morphologies et implications biologiques

Depuis les premieres observations de bactéries par Antoni van Leeuwenhoek,
une variété impressionnante de formes bactériennes a été observée. En plus des
formes simples coques (sphéres) ou bacilles (batonnets), il existe des bactéries
spiralées, courbées, branchées, se dotant d’appendices de toutes formes ou encore

s’associant pour former des structures pluricellulaires (Fig. 2) (Kysela et al., 2016).

Il est intéressant de replacer les différentes morphologies dans le contexte
évolutif, et de chercher a comprendre ’avantage sélectif que peuvent apporter ces
différentes morphologies. Certaines bactéries de forme hélicale comme
Campylobacter jejuni ont la capacité de se déplacer en exercant un mouvement
ondulatoire, ce qui leur apporte un avantage sélectif dans un milieu visqueux comme
le mucus intestinal, principale niche de cette bactérie (Ferrero and Lee, 1988). De
plus, la pression de sélection appliquée par la présence de prédateurs comme les
protozoaires est un important facteur de diversité morphologique. Certaines
bactéries sont par exemple devenues plus rapides, plus petites, ou alors au contraire
sont devenues plus grosses ou plus longues. A cette importante pression de sélection
peut s’ajouter la pauvreté du milieu en nutriment. En effet, un meilleur rapport
surface/volume permet une meilleure acquisition des nutriments par la cellule. Dans
un environnement pauvre en nutriments, les bactéries vont donc avoir tendance a
devenir plus petites, ou a produire des prolongements comme le pédicule des
bactéries du genre Caulobacter. Chaque environnement possede donc différents
éléments responsables d’une pression de sélection, et c’est la somme de ces
pressions qui va étre responsable de |’émergence de tous les phénotypes bactériens

observes.

Au-dela de la diversité des morphologies adoptées par les bactéries, c’est le tres
grand nombre de mécanismes employés par ces organismes pour aboutir a ces formes

qui est remarquable. La forme bactérienne est conférée par le peptidoglycane (PG),
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composant majoritaire de la paroi bactérienne (voir le paragraphe 2.3 pour une
description détaillée du PG et de sa voie de synthese). Un certain nombre de
protéines impliquées dans les mécanismes fondamentaux de synthése du PG sont
largement conservées dans le régne bactérien tandis que d’autres, moins conservées,

vont conférer des spécificités morphologiques a différentes espéces bactériennes.

W appendaged
® helical

W vibrioid/curved
W branched

B multicellular
filaments

Figure 2 : Le régne bactérien posséde une grande diversité de morphologies. Phylogénie bactérienne dérivée
de la séquence des génomes pour les especes sélectionnées. Chaque taxon morphologiquement et
phylogénétiquement différent est représenté par un schéma de sa morphologie (échelle non représentative de
la taille réelle des bactéries). Les points noirs représentent les noeuds majeurs dans la phylogénie des taxons
représentés. Les points colorés indiquent des especes aux morphologies multiples. DT, Deinococcus-Thermus;
Ac, Actinobacteria; Cf, Chloroflexi; Cn, Cyanobacteria; Fi, Firmicutes; Sp, Spirochetes;
PVC,Planctomycetes,Verrucomicrobia, Chlamydiae; Cb, Chlorobi; Bd, Bacteroidetes; a, B, y, 0, €, subdivisions
des protéobactéries. (Figure issue de Kysela et al., 2016)
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2.1.2.  La paroi bactérienne

Les organismes pluricellulaires possedent généralement des cellules
différenciées qui forment une barriére protectrice entre eux et le milieu extérieur.
Les étres unicellulaires, comme les bactéries, ont eux aussi besoin d’une protection
contre les agressions chimiques ou biologiques, ou contre leur pression osmotique
interne. Chez les bactéries, cette protection est assurée par la paroi qui recouvre la
membrane plasmique. Le composant majeur de la paroi est le PG. Il s’agit d’une
macromolécule composée de chaines glycanes réticulées entre elles par de courts

peptides. Le PG et sa synthese seront détaillés dans le chapitre 2.3.2.

Apres U'invention en 1882 par Robert Koch et Paul Ehrlich d’une méthode pour
détecter spécifiquement le bacille de Koch, le docteur Christian Gram développa
une méthode de marquage différentiel de la paroi des bactéries (Gram, 1884). Cette
méthode est basée sur le marquage du PG par le violet de gentiane, suivie d’une
décoloration a l’alcool. Les bactéries peuvent ainsi étre classées en deux catégories,
les bactéries a Gram positif (Gram +) qui retiennent le colorant, et les bactéries a
Gram négatif (Gram -) qui n’en sont pas capables. Cette différence est expliquée
par la structure de la paroi de ces bactéries.

Les bactéries Gram + possedent une épaisse couche de PG (environ 15 a 30
nm) qui rend inefficace la décoloration par l’alcool. Par ailleurs, des macromolécules
appelées acides téichoiques sont enchassées dans le PG et peuvent représenter
jusqu’a 50% de la paroi des bactéries Gram + (Neuhaus and Baddiley, 2003). Les
acides téichoiques sont essentiels a la survie de la bactérie et possedent des
fonctions variées. Ils sont impliqués dans la protection contre les molécules anti-
microbiennes, dans ’homéostasie des cations ou encore dans l’attachement de
nombreuses protéines extracellulaires.

Les bactéries Gram - ne possedent qu’une faible épaisseur de PG (environ 3 a
5 nm) surmontée d’une membrane externe. Cette membrane externe est une double
couche de lipides contenant une macromolécule appelée le LPS
(Lipopolysaccharide). Le LPS, fortement immunogéne, possede une activité
endotoxinique et induit U’inflammation lors d’une infection bactérienne par des

bactéries Gram -.
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Dans de rares exceptions, la coloration de Gram n’est pas indicative de la
structure de ’enveloppe cellulaire, comme chez les mycobactéries qui apparaissent
Gram - car elles ne possedent pas de véritable paroi, mais sont dépourvues de

membrane externe.

2.2. Mécanismes impliqués dans la division

Dans ce chapitre, je vais décrire succinctement les principaux mécanismes que
les bactéries mettent en ceuvre pour se diviser. Les points communs et les
différences entre les especes seront mentionnés afin d’avoir un point de vue général
sur ces mécanismes. Ces étapes chez Streptococcus pneumoniae seront décrites plus

loin dans le manuscrit.

2.2.1.  Réplication et ségrégation du matériel génétique

La réplication de I’ADN peut étre considérée comme |’étape la plus importante
de la division bactérienne car elle représente le but ultime de la division, la
transmission de l’information génétique de la cellule mere a ses cellules filles. C’est
pour cela que la grande majorité des bactéries partagent les mémes mécanismes
pour la réplication de leur matériel génétique. Une protéine essentielle pour la
réplication de ’ADN, appelée DnaA, est retrouvée chez toutes les bactéries. DnaA
est une ATPase qui, sous sa forme liée a ’ATP, forme des hélices qui reconnaissent
des zones riches en A/T a U’origine de réplication du chromosome bactérien, appelé
OriC. Ce complexe nucléoprotéique permettra le déroulement de ’ADN dans cette
zone, ce qui entrainera le recrutement de toutes les protéines nécessaires pour
Uinitiation de la réplication (Kaguni, 2006; Katayama et al., 2010). Les protéines
impliquées dans ce mécanisme vont former deux fourches réplication, une de chaque
coté d’0riC, qui vont se rejoindre et se dissocier au niveau du site de terminaison de

la réplication, appelé Ter.

Pour transmettre le matériel génétique aux cellules filles, la cellule mere doit
non seulement répliquer son chromosome, mais également répartir équitablement

l”ADN produit par la ségrégation du chromosome. Pour effectuer cela, les bactéries
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possedent différents mécanismes. Il a tout d’abord été montré que la seule entropie
expliquerait en partie pourquoi les deux chromosomes se dirigent chacun vers une
des deux cellules filles (Jun and Mulder, 2006). Cependant, les simples lois de la
physique ne permettent pas a elles seules une ségrégation efficace et robuste des
chromosomes, d’autres mécanismes sont employés par les bactéries pour effectuer
cette tache. Les systemes ParABS et SMC, bien que non essentiels, permettent une
ségrégation efficace des chromosomes chez un grand nombre de bactéries. Ils sont
connus pour condenser le chromosome sur lui-méme, ce qui permet une séparation
plus simple des deux chromosomes issus de la réplication (Hajduk et al., 2016). E.
coli, qui ne possede pas le systeme ParABS, présente un systeme homologue au SMC
appelé MukBEF. En plus de son role de condensation du chromosome, MukBEF
s’associe a la topoisomérase IV pour permettre la décaténation de I’ADN (Nicolas et
al., 2014).

2.2.2. Détermination du site de division

Pour que le matériel génétique soit efficacement partitionné entre les deux
cellules filles, il faut que le site de division soit correctement déterminé. Un défaut
de localisation de la zone de division résultera en des cellules dépourvues de matériel
génétique, ou présentant une morphologie aberrante et bien souvent non viables.
Les especes bactériennes ont mis en place différents mécanismes pour localiser cette

zone de division.

Le mécanisme le plus connu est basé sur les protéines MinC et MinD. MinC
interagit directement avec FtsZ, la protéine majeure de la division bactérienne, et
inhibe sa polymérisation (Dajkovic et al., 2008). MinC est elle-méme liée a la
protéine MinD qui est une ATPase associée a la membrane par une hélice amphiphile.
Chez certaines bactéries comme E. coli, il existe une protéine appelée MinE qui
forme un anneau et provoque le détachement de MinD de la membrane en stimulant
son activité ATPase. Une fois dans le cytoplasme, MinD fixe une nouvelle molécule
d’ATP et se relocalise a la membrane a l'autre pole de la cellule. Ces interactions
entre MinE et MinD sont responsables d’un mouvement d’oscillation de pdle en péle

du complexe MinCDE, ce qui a pour effet de diminuer statistiquement la présence du
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complexe au milieu de la cellule, et donc d’y permettre la localisation de FtsZ
(Lutkenhaus, 2007). Chez d’autres bactéries comme B. subtilis, MinE n’est pas
présente. Cependant MinD interagit indirectement avec une autre protéine appelée
DivIVA. DivlVA est une petite protéine qui se localise dans les plus fortes zones
de courbure de la membrane, et est donc enrichie aux pdles de la cellule
(Bramkamp et al., 2008). Dans cette situation, MinC sera également statistiquement
moins présente au milieu de la cellule, favorisant la localisation de FtsZ dans cette

région.

Un second mécanisme est appelé occlusion du nucléoide. En effet, chez de
nombreuses bactéries, une protéine se lie a des séquences spécifiques de I’ADN
bactérien et va directement ou indirectement inhiber la polymérisation de FtsZ. Il
peut s’agir de la protéine Noc chez B. subtilis (Wu et al., 2009) ou de SImA chez E.
coli (Cho et al., 2011). Les sites de fixation de Noc ou SImA sont localisés sur
’ensemble du chromosome mais sont presque absents autour de |’origine de
réplication. Cette derniere étant localisée au centre de la cellule, la polymérisation
de FtsZ est inhibée dans toutes les régions occupées par le chromosome sauf au
milieu de la cellule. Malgré U'importance de ces deux systémes, ils ne sont pas
essentiels a la croissance de la bactérie. De plus il a été montré que chez B. subtilis,
’anneau formé par FtsZ (appelé ’anneau Z) peut se former précisément au centre
de la cellule en absence de MinCD et de Noc. Ces éléments tendent a montrer que
ces deux systemes ne constituent qu’une partie du mécanisme permettant a ’anneau

Z de s’assembler au centre de la cellule (Rodrigues and Harry, 2012).

Au-dela de ces mécanismes dits de « régulation négative » retrouvés largement
dans le regne bactérien, certaines especes ont mis en place d’autres mécanismes
pour localiser le site de division. Par exemple les actinomycetes comme
Streptomyces coelicor, qui ne possede ni MinCD, ni Noc/SImA, expriment la protéine
SsgB qui stimule ’assemblage de ’anneau Z, et SsgA qui localise directement SsgB
au centre de la cellule (Willemse et al., 2011). Un autre systeme de localisation
positif du site de division a été découvert quelques années plus tard chez Myxococcus
xanthus. En effet, cette bactérie ne possede aucun des systemes de localisation
connus, mais exprime la protéine PomZ qui se localise au futur site de division avant
FtsZ et qui est nécessaire pour la bonne localisation de l’anneau Z (Treuner-Lange
et al., 2013).
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Chez S. pneumoniae, qui lui aussi est dépourvu des protéines MinCD et
Noc/SlmA, une protéine de localisation positive a récemment été découverte, il
s’agit de MapZ (également appelée LocZ) (Fleurie et al., 2014a; Holeckova et al.,
2015). Cette protéine se localise a l’équateur de la cellule, et permet le recrutement
de FtsZ a cet endroit. Lorsque la cellule commence a s’allonger, ’anneau formé par
MapZ se sépare en deux anneaux qui vont rester positionnés a I’équateur des deux
futures cellules filles. Lorsque la phase de constriction de la cellule mére débute, un
troisieme anneau de MapZ réapparait au site de division parental et persiste jusqu’a

la séparation compléte des deux cellules filles.

2.2.3. Constriction de la membrane

La constriction de la membrane cytoplasmique est nécessaire a la formation de
deux compartiments cellulaires qui deviendront les cellules filles. Une des protéines
contribuant de facon essentielle a la constriction de la membrane est la GTPase
FtsZ, un homologue bactérien de la tubuline. Lorsqu’elle se lie au GTP, FtsZ
oligomérise en protofilaments s’assemblant en une structure annulaire au site de
division, 'anneau Z (Bi and Lutkenhaus, 1991; Erickson et al., 1996). Chez le
pneumocoque, l’anneau Z s’assemble au tout début du cycle cellulaire et permet le
recrutement de nombreuses protéines de la division, dont les protéines de synthese
du PG.

En plus de son role de plateforme d’assemblage pour les protéines de la division,
’anneau Z est depuis longtemps considéré comme responsable de la constriction de
la membrane. FtsZ est une protéine soluble indirectement liée a la membrane par
’intermédiaire de FtsA. Il a été montré que des forces de constriction peuvent étre
appliquées a des vésicules lipidiques par la seule présence de FtsZ fusionnée a la
région d’ancrage membranaire de FtsA (Osawa et al., 2008). De nombreux modeles
ont été proposés pour expliquer le role de FtsZ dans la constriction, impliquant par
exemple la dynamique de polymérisation (lorsque FtsZ se lie au GTP) et de
dépolymérisation (lorsque FtsZ hydrolyse le GTP en GDP) des filaments de FtsZ. L’un
de ces modeles propose que la forte courbure des protofilaments de FtsZ liés au GDP

pourrait exercer des forces de constriction locales sur la membrane (Li et al., 2013).
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Cette observation rentre toutefois en conflit avec le fait qu’une diminution drastique
de Uactivité GTPase de FtsZ n’affecte pas la vitesse de fermeture du septum
(Coltharp et al., 2016; Erickson et al., 1996; Yang et al., 2017). Une conformation
de courbure intermédiaire est également observée en équilibre avec la conformation
droite, en présence d’agents épaississants (mimant ’encombrement du cytoplasme)
tels que le polyvinyl alcohol (PVA), la méthylcellulose (MC) ou le Ficoll (Popp et al.,
2009; Erickson and Osawa, 2017). Cette conformation est également favorisée en
présence de GTP et d’EDTA, ce dernier permettant d’inhiber "activité GTPase de
FtsZ (Chen et al., 2005). Ces observations parfois contradictoires sont a l’image du
tres grand nombre de données sur les différentes conformations des protofilaments
de FtsZ, rendant leur interprétation particulierement confuse. Il reste donc un grand
travail a fournir pour comprendre comment FtsZ participe a la constriction de la

membrane.

Depuis quelques années, l’idée selon laquelle la force déployée par FtsZ ne serait
pas suffisante pour constrire la membrane a émergé et a donné lieu a des travaux
d’une importance capitale. En effet, s’il a été montré que FtsZ était capable
d’invaginer des liposomes (Osawa et al., 2008), cela ne tient pas compte de la
pression osmotique présente a ’intérieur des bactéries. Pour exemple, la pression
osmotique exercée sur une cellule de B. subtilis a été estimée aux alentours de 1.9
MPa (Whatmore and Reed, 1990), ce qui correspond a 10 fois la pression dans un
pneu de voiture. D’autres mécanismes doivent donc exister pour permettre la
constriction de la membrane bactérienne. Récemment, un article a démontré chez
E. coli qu’une diminution importante de la dynamique de l’anneau Z n’affectait pas
la constriction de la membrane, alors que la diminution de la synthése du PG septal
affectait drastiquement ce processus (Coltharp et al., 2016; Yang et al., 2017). Ce
travail a permis de proposer un modele dans lequel la synthese du PG septal, qui est

plus rigide que la membrane de la bactérie, pousse la membrane vers ’intérieur.
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2.2.4. Synthese du peptidoglycane

Nous avons vu dans un chapitre précédent que toutes les bactéries ont besoin
pour leur survie d’une paroi composée en grande partie de PG. Du PG va donc devoir
étre produit a chaque cycle cellulaire pour permettre a la cellule méere de se séparer
en deux cellules filles. Ce mécanisme étant essentiel pour la prolifération et la survie
des bactéries, un cceur de protéines impliquées dans la synthese du PG est retrouve

chez presque toutes les especes.

Les étapes menant a la synthése du PG peuvent étre regroupées en 3 catégories :
1) la synthése du précurseur du PG - le lipide Il (voir paragraphe 2.3.1) - qui a lieu
dans le cytoplasme, 2) la translocation de ce dernier a la surface de la cellule, et 3)
les dernieres étapes d’assemblage qui incluent la polymérisation des chaines
glycanes par une réaction de transglycosylation et la transpeptidation des chaines
peptidiques (voir paragraphe 2.3.2). Une fois synthétisé, le PG peut étre le siege de
modifications (voir paragraphe 2.3.3) permettant la régulation de Uactivité de

certaines enzymes associées au PG.

2.2.5.  Role du cytosquelette bactérien dans la division

Toutes les bactéries possedent des protéines de structure homologue aux
protéines du cytosquelette eucaryote. Il existe des homologues bactériens de
’actine, de la tubuline, et des filaments intermédiaires qui sont en autre impliquées
dans la morphogénese. Malgré leur homologie structurale et des propriétés
communes, elles ont bien souvent fortement divergé et possedent des fonctions bien

différentes entre les bactéries et les eucaryotes.

2.2.5.1. Les homologues de la tubuline (FtsZ et autres)

De nombreux homologues bactériens de la tubuline ont été découverts, mais le
plus connu est sans conteste FtsZ (Lowe and Amos, 1998; Nogales et al., 1998), qui
est présent chez la quasi-totalité des especes bactériennes (Erickson and Osawa,

2010). FtsZ forme des protofilaments qui s’assemblent entre eux afin de former
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’anneau Z qui sert d’échafaudage pour un grand nombre de protéines de la division
(Philippe et al., 2014). A Uinstar de la tubuline, FtsZ possede un domaine d’hydrolyse
du GTP, cependant ce n’est pas ’hydrolyse du GTP qui permet sa polymérisation,
mais la fixation au GTP. Au contraire, ’hydrolyse du GTP par FtsZ entraine la

courbure du protofilament et sa dépolymérisation (Li et al., 2013).

D’autres homologues de la tubuline ont été découverts. Par exemple chez les
bactéries appartenant au genre Prosthecobacter, les protéines BtubA et BtubB sont
non seulement des homologues structuraux de la tubuline, mais possedent également
une identité de séquence avec la tubuline trois fois supérieure a celle de FtsZ
(Jenkins et al., 2002). TubZ est un autre homologue de la tubuline retrouvé
principalement chez les bactéries du genre Bacillus. Cette protéine est le moteur

moléculaire d’un systeme de positionnement de plasmide (Larsen et al., 2007).

2.2.5.2. Les homologues de ’actine (MreB, FtsA et autres)

De nombreuses bactéries de forme allongée ont besoin de [’homologue
bactérien de ’actine MreB, pour leur élongation (van den Ent et al., 2001; Jones et
al., 2001). Alors que le pneumocoque ne possede pas cette protéine, B. subtilis en
possede plusieurs homologues, de fonction partiellement redondante (Kawai et al.,
2009). E. coli quant a elle ne possede qu’un seul homologue de MreB qui forme des
doubles protofilaments anti-paralléles attachés a la membrane (Ent et al., 2014). En
absence de MreB, E. coli est de forme arrondie et aucune mutation dans son génome
n’a permis de restaurer sa forme, ce qui montre 'importance de cette protéine dans
l’élongation de la bactérie (Kruse et al., 2004). Alors qu’il a longtemps été pensé
que MreB formait une structure hélicoidale, nous savons maintenant qu’elle forme
des amas protéiques qui effectuent un mouvement de rotation dans la région
cylindrique de la cellule ; ce mouvement est dépendant de la synthése de PG

(Dominguez-Escobar et al., 2011; Garner et al., 2011; Morgenstein et al., 2015).

FtsA, un autre homologue de ’actine, permet d’ancrer FtsZ a la membrane en
interagissant d’une part directement avec FtsZ, et d’autre part avec la membrane a
travers une hélice amphiphile (Szwedziak et al., 2012). FtsA forme des filaments en

présence d’ATP ou d’ADP, bien que FtsA semble ne pas avoir d’activité d’hydrolyse
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de UATP chez toutes les bactéries (Lara et al., 2004; Paradis-Bleau et al., 2005).
Chez le pneumocoque, une légere déplétion de FtsA bloque la fermeture du septum,
ce qui entraine l’allongement anormal des cellules, et la presence de septa non
achevés. De plus, sa forte déplétion bloque completement la synthese du septum,

ce qui a pour effet une croissance isotropique de la bactérie (Mura et al., 2017).

D’autres homologues de ’actine ont été découverts qui jouent des roles tres
divers comme la ségrégation des chromosomes pour ParM (Muller-Jensen et al.), ou

encore le positionnement d’organelles pour MamK (Komeili, 2006).

2.3.La division du pneumocoque

Dans les chapitres précédents, nous avons décrit les mécanismes permettant
la division bactérienne, et présenté quelques-unes des différences et spécificités
entre quelques especes bactériennes. Dans ce chapitre, nous rentrerons dans les
détails de ces mécanismes chez le pneumocoque. Ce chapitre descriptif suivra un
ordre chronologique, de la synthese du précurseur du PG dans le cytoplasme jusqu’a

la séparation des deux cellules filles.

2.3.1. Lasynthése du lipide Il

L’élément de base pour la synthése du lipide Il est [’uridine 5'-diphospho-N-
acetyl-d-glucosamine (UDP-GIcNAc). L’UDP-GIcNAc est un produit issu d’une branche
de la glycolyse. L’UDP-GIcNAc est produit a partir du glucose-6-phosphate, et sert
de forme activée de la N-acétylglucosamine afin d’incorporer ce sucre dans un grand
nombre de composeés cellulaires comme le PG, le LPS ou les acides téichoiques chez
les bactéries, mais également les glycoprotéines, les glycosaminoglycanes ou les

mucopolysaccharides chez les mammiferes (Milewski, 2002).
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2.3.1.1. Les étapes cytoplasmiques de la synthése du lipide Il

La premiere étape de la synthese du lipide Il est le transfert d’un groupement
enolpyruvate a partir d’une molécule de phosphoenolpyruvate (PEP) par ’enzyme
appelée MurA (Fig. 3). Contrairement aux autres bactéries, les Gram + a faible teneur
en GC (dont fait partie le pneumocoque) possedent deux homologues de MurA, MurA1
et MurA2. Il a été montré que l’on pouvait inactiver I’un des deux genes sans perte
de viabilité, leur activité est donc redondante, mais la double délétion est impossible
car leur activité est essentielle pour la bactérie (Du et al., 2000). La fosfomycine,
qui est un antibiotique a large spectre utilisé majoritairement en cas d’infection
urinaire, inactive MurA en établissant une liaison covalente avec sa sérine active
(Kahan et al., 1974).

Par la suite, le résidu enolpyruvate est réduit en D-lactate par |’enzyme MurB
(par Uutilisation du FADH; comme cofacteur), transformant ainsi ’UDP-GIcNACEP en
UDP-acide-N-acétylmuramique (UDP-MurNAc), la forme activée du MurNAc, le
deuxieme sucre présent dans le PG (Zoeiby et al., 2003). Tres récemment, il a été
montré que chez Streptococcus suis, une espece proche du pneumocoque, le géne
codant MurB est en opéron avec les genes potABCD, codant des protéines impliquées
dans ’import des polyamines. Cette structure est spécifique des streptocoques et
implique une relation entre le transport des polyamines et la synthese du PG dans
ces bactéries. Il est intéressant de noter que l’inactivation du gene potA entraine la
surexpression d’un grand nombre de genes de la division comme murC, murE, murF,
mreB, rodA, ftsW, et ftsX (Liu et al., 2018).

Une fois ’UDP-MurNAc synthétisé, des enzymes vont ajouter séquentiellement

les trois premiers acides aminés de la chaine peptidique (Fig. 3).

MurC crée tout d’abord une liaison peptidique entre ’acide carboxylique de
’UDP-MurNAc et une L-alanine (Zoeiby et al., 2003). Chez le pneumocoque, il a été
montré in vitro que MurC est un substrat de StkP, une serine/thréonine kinase, et de
sa phosphatase associée, PhpP, indiquant un probable mécanisme de modulation de
’activité de MurC (Falk and Weisblum, 2013).

Par la suite, MurD catalyse la création d’une liaison peptidique entre la L-

alanine et un D-glutamate (Zoeiby et al., 2003). De nombreuses recherches sont
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menées afin de synthétiser un inhibiteur de MurD a des fins antibiotiques (Barreteau
et al., 2012; Humljan et al., 2008; Kotnik et al., 2007; Tomasic et al., 2011; Zidar et
al., 2010). Il est important de préciser que le D-glutamate est produit par Murl, une
glutamate racémase, c’est-a-dire une enzyme qui produit un mélange équimolaire
des formes D et L du glutamate. L’activité de Murl est essentielle pour la virulence
de Streptococcus mutans, une espece tres proche du pneumocoque (Zhang et al.,
2016).

Chez le pneumocoque, le troisieme acide aminé est une L-lysine, ajoutée par
’enzyme MurE (Blewett et al., 2004). Par des expériences de croisement de souches
entre Streptococcus oralis et S. pneumoniae, il a été montré que le simple transfert
du promoteur de MurE d’une souche de S. oralis résistante aux béta-lactamines a
une souche sensible de S. pneumoniae, diminuait la sensibilité a la piperacilline et a
l’oxacilline (Todorova et al., 2015). Ce résultat est étonnant, mais est cohérent avec
d’anciens résultats identifiant MurE comme un important facteur de résistance a

’oxacilline chez S. aureus (Gardete et al., 2004).

La derniére étape cytoplasmique de la synthese du lipide Il est l’addition par
MurF du dipeptide D-alanyl-D-alanine (D-Ala-D-Ala) (Turk et al., 2013). Ce dipeptide
résulte de l'activité de deux enzymes cytoplasmiques : Alr, qui est une alanine
racémase (Im et al., 2011), fournit la D-alanine (D-Ala) pour la seconde enzyme, Ddl
ou D-alanyl-D-alanine ligase, qui établit la liaison peptidique entre les deux D-Ala.
Alr et Ddl sont deux enzymes essentielles chez le pneumocoque, mais ne sont pas
retrouvées chez I’humain, cela en fait des cibles de choix pour de futures molécules
antibiotiques. La D-cyclosérine est un antibiotique de seconde ligne contre la
bactérie Mycobacterium tuberculosis, elle est structuralement proche de la D-Ala,
et a pour effet Uinhibition a la fois de Alr et de Ddl (Prosser and de Carvalho, 2013).
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2.3.1.2. Les étapes membranaires de la synthése du lipide Il

Une fois la chaine pentapeptidique finie, MraY¥Y associe [’UDP-MurNAc-
pentapeptide a un lipide particulier, U’'undecaprenyl phosphate, qui servira
d’ancrage membranaire au précurseur jusqu’a ce que ce dernier soit polymérisé a la
surface de la cellule. L’undecaprenyl phosphate est un lipide possédant une chaine
polyinsaturée de 55 carbones obtenue par condensation de 11 unités isoprenes. A
Uinstar d’autres polyprenyl phosphate chez les eucaryotes par exemple,
’'undecaprenyl phosphate est un excellent support pour la translocation des sucres
a travers la membrane plasmique des bactéries. Il est impliqué dans la synthese du
PG, des acides téichoiques, du LPS, ou encore de la capsule par exemple (Manat et

al., 2014). Le produit de la réaction catalysé par MraY est appelé lipide I.

Une fois synthétisé, le lipide | sert de substrat a MurG, une glycosyltransférase
membranaire, qui va ajouter a ’acide-N-acétylmuramique du lipide | une molécule
de N-acétylglucosamine (Ha et al., 2000). Cette derniere étape produit le précurseur
du PG, le lipide Il.

En supplément de cette chaine de synthese, d’autres enzymes vont modifier
les précurseurs du PG afin de lui apporter des propriétés supplémentaires. Par
exemple, les deux enzymes MurT et GatD, qui forment un hétérodimere, catalysent
la conversion du D-glutamate du lipide | ou du Lipide Il en D-iso-glutamine (Fig. 3)
par le transfert d’une fonction amine partir d’une molécule de L-glutamine
(Figueiredo et al., 2012; Munch et al., 2012). L’analyse du PG du pneumocoque
montre que les peptides non amidés représentent 12.6% des peptides monomériques,
alors qu’ils ne représentent que 1.8% des peptides dimériques (Bui et al., 2012). Nous
pouvons donc supposer que |’amidation du D-glutamate est tres importante pour la
transpeptidation du PG. Cette hypothése a été confirmée par la reconstruction in
vitro de la synthese du PG. En effet, le lipide Il sous forme D-iso-glutamine est
préférentiellement utilisé par les transpeptidases du PG (Zapun et al., 2013). Tres
récemment, la structure du complexe MurT/GatD de S. pneumoniae a été résolue,
apportant des détails atomiques sur le mécanisme d’action de ces enzymes (Morlot
et al., 2018).

Une autre modification des précurseurs du PG est l’ajout d’un ou plusieurs

acides aminés sur la L-lysine en 3°™e position par les enzymes MurM et MurN,
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générant des « peptides branchés » (Fig. 3). Dans un 1¢" temps, l’amine € de la L-
lysine est substituée par une L-alanine ou une L-serine par MurM (Lloyd et al., 2008).
Dans un 2" temps, une L-alanine est ajoutée sur ’acide aminé précédent par MurN
(De Pascale et al., 2008). Ces modifications ont lieu soit sur le lipide | soit sur le
lipide I, mais ne peuvent avoir lieu sur les précurseurs solubles (Lloyd et al., 2008).
La présence de peptides branchés a été associée a la résistance aux béta-lactamines.
En effet, certaines souches particulierement résistantes a la pénicilline présentent
un géne murM « mosaique », c’est-a-dire contenant des portions de la séquence du
gene murM de Streptococcus mitis, un proche cousin du pneumocoque. Cette
mosaicité entraine une augmentation de l’activité de ’enzyme (Lloyd et al., 2008).
De plus, la délétion de ’opéron murMN chez des souches résistantes a la pénicilline

entraine la perte totale de la résistance (Filipe and Tomasz, 2000).

Les protéines MurC, MurD, MurE et MurF sont des cibles de choix pour le
développement de nouveaux antibiotiques car elles sont toutes essentielles pour la
survie des bactéries, et ne possedent pas d’homologues chez I’humain (Kouidmi et
al.). De plus, elles possedent des domaines dont les structures tertiaires présentent
de fortes similarités. Enfin, leurs mécanismes enzymatiques sont bien connus, ce qui
permet la recherche d’inhibiteurs de ces quatre enzymes. L’utilisation d’un seul
inhibiteur pour plusieurs de ces protéines pourrait empécher la survenue de
résistances, car la méme bactérie devra développer des mutations simultanément
dans chaque enzyme ciblée par l’antibiotique (Kouidmi et al., 2014). Par exemple,
certains composés inhibent a la fois MurC et MurD en reconnaissant le site de fixation
de UATP de ces enzymes (Sink et al., 2008). Un composé inhibant les quatre protéines
a méme été synthétisé. Il agit directement sur le mécanisme catalytique de ces
enzymes et semble tres prometteur pour la conception d’une future molécule
thérapeutique (Perdih et al., 2014).
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Figure 3: La synthése du lipide Il a lieu dans le cytoplasme et implique de nombreuses enzymes. GIcNAc: N-acétylglucosamine,

UDP : Uridine-5’-diphosphate, EP : Enolpyruvate, MurNAc : Acide N-acétylmuramique, Glu : Glutamate, Ala : Alanine, Lys : Lysine, Und-P : Undécaprényl
phosphate, iGln : iso-glutamine
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2.3.2. Lasynthése du peptidoglycane

Nous venons de décrire la voie de synthese du lipide Il. Nous allons voir
maintenant comment le pneumocoque utilise le lipide Il pour la synthése de son

peptidoglycane.

2.3.2.1. La translocation du lipide Il

La synthése du lipide Il étant cytoplasmique, il doit passer a travers la
membrane plasmique pour pouvoir étre utilisé a l’extérieur de la cellule. La partie
non lipidique du lipide Il étant conséquente et trés hydrophile, nous pouvons
supposer que son passage a travers la membrane nécessite [’action d’une protéine.
Pour tester cette hypothese, un dérivé fluorescent du lipide Il, le 7-nitro-2,1,3-
benzoxadiazol-4-yl-lipide 1l (NBD-lipide Il) a été inséré dans des liposomes. Le NBD-
lipide Il s’insere de maniere homogene dans la bicouche lipidique, puis la
fluorescence présente a ’extérieur est supprimée par un lavage au dithionite qui
réduit le NDB en un composé non fluorescent. Si le lipide Il était capable de traverser
la bicouche de maniere spontanée, la fluorescence devrait petit a petit diminuer en
présence de dithionite au fur et a mesure que le lipide Il serait exposé a l’extérieur.
Cependant aucun évenement de translocation n’a pu étre observé par cette
méthode, alors qu’elle a permis d’observer ce phénomene sur des vésicules dérivées
d’E. coli (van Dam et al., 2007).

Les protéines permettant la translocation du lipide Il vers la surface de la
cellule sont appelées flippases. Leur identité a fait ’objet de nombreux débats ces
dernieres années et la question n’est pas encore tranchée. Il y a 30 ans la premiéere
protéine proposée fut FtsW, car cette protéine possede plusieurs segments
transmembranaires, est toujours associée a une transpeptidase du PG et est
essentielle a la division bactérienne (Holtje, 1998). Il a fallu attendre pres de 15 ans
pour obtenir les premiéres preuves expérimentales du role de flippase de FtsW. En
effet, en utilisant la technique du NBD-lipide Il présenté précédemment, il a été
montré que 70% de la fluorescence était supprimée par le dithionite en présence de
FtsW, contre environ 50% sans la protéine (Mohammadi et al., 2011). RodA est un

paralogue de FtsW qui est impliqué dans l’élongation de nombreuses bactéries
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(Matsuhashi, 1994), c’est pourquoi on lui associe également le role de flippase. A ce
jour toutefois, les activités flippase de FtsW et de RodA n’ont pas été démontrées
expérimentalement in vitro ou in vivo. En revanche, il a récemment été montré que
RodA possede une activité glycosyltransférase nécessaire a la synthese du PG (Cho
et al., 2016; Meeske et al., 2016). Bien que cela n’exclue pas un double role (flippase
et synthase) de FtsW et RodA, il parait aujourd’hui probable qu’une autre protéine

transloque le lipide Il a travers la membrane.

Aucune autre flippase du lipide Il n’a été référencée chez le pneumocoque,
cependant, plusieurs ont été découvertes chez d’autres bactéries. MurJ par
exemple, est une protéine a 14 segments transmembranaires qui appartient a la
superfamille des protéines exportrices de MOP (multidrug/oligo-saccharidyl-
lipid/polysaccharide (Hvorup et al., 2003). Cette superfamille regroupe non
seulement des exporteurs de drogues, mais également Wzx, la protéine responsable
de la translocation des oligosaccharides couplés a l'undécaprenyl phosphate,
précurseurs de la capsule du pneumocoque (Yother, 2011). Il a de plus été montré
qu’une déficience en MurJ entraine des défauts morphologiques chez E. coli, une
diminution de la synthése de PG, et une accumulation de ses précurseurs (Inoue et
al., 2008; Sham et al., 2014). Chez Bacillus subtilis, la délétion du gene codant MurJ
n’est pas léthale mais le devient lorsque le gene codant la protéine AmJ est supprimé
(Meeske et al., 2015). AmJ permet par ailleurs de complémenter la délétion de MurJ
chez E. coli (Meeske et al., 2015). AmJ ne présente de similarité ni avec MurJ, ni
avec les autres protéines de la superfamille des MOP et il a donc été proposé qu’elle

appartienne a une nouvelle famille de flippases.

Mis a part FtsW et RodA, aucune flippase du lipide Il n’a été décrite chez le
pneumocoque. Quelques souches semblent toutefois posséder un homologue de MurJ
ou d’AmJ (recherche d’homologues protéiques avec la fonction « blast » de Uniprot :
https://www.uniprot.org/blast). Il serait intéressant de rechercher la présence de
MurJ et/ou AmJ par une analyse bioinformatique plus poussée et d’étudier le role

de ces homologues de MurJ ou AmJ chez le pneumocoque.
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2.3.2.2. La transglycosylation du lipide Il

Le PG est composé d’une succession de chaines glycanes (MurNAc-GlucNAc)
réticulées par des peptides. Pour obtenir ce polymere, la cellule utilise le lipide Il
qui a été transloqué a la surface de la cellule et le polymérise en longues chaines
glycanes. Les chaines peptidiques portées par le MurNAc sont ensuite réticulées par

transpeptidation.

La polymérisation des chaines de sucres est effectuée par les enzymes
possédant une activité glycosyltransférase (GT). Cette réaction consiste en la
création d’une liaison B-1,4 entre le MurNAc de la chaine glycane en croissance et le
GIcNAc porté par le lipide Il. La réaction commence par la déprotonation du
groupement OH en position 4 du GlcNAc par le glutamate catalytique de ’enzyme,
suivie par l’attaque nucléophile du carbone C1 du MurNAc (Fig. 4a) (Derouaux et al.,
2013).

Les enzymes possédant une activité GT sont regroupées en deux classes : Les
PBPs de classe A et les SEDS (Shape, elongation, division and sporulation). Il existe
3 PBPs de classe A chez le pneumocoque, elles sont appelées PBP1a, PBP1b et
PBP2a (Sauvage et al., 2008). Chacune de ces protéines peut étre absente
individuellement sans affecter la survie de la bactérie, mais la délétion simultanée
des genes pbpla et pbp2a n’est pas viable, ce qui indique une redondance
fonctionnelle entre ces deux protéines (Hoskins et al., 1999). Pendant de nombreuses
années, les PBPs de classe A étaient les seules enzymes connues pour posséder cette
activité, mais récemment il a été découvert que les SEDS participent activement a
la synthése des chaines glycanes du PG (Cho et al., 2016; Meeske et al., 2016). Chez
le pneumocoque, il existe deux protéines de la famille des SEDS: FtsW et RodA.
Comme indiqué précédemment, ces deux protéines pourraient également étre

impliquées dans la translocation du lipide Il (Mohammadi et al., 2011).
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2.3.2.3. La transpeptidation du peptidoglycane

Une fois les chaines glycanes polymérisées, elles sont pontées entres elles par
transpeptidation de leurs peptides. Les protéines responsables de cette activité sont
les PBPs de classe A et les PBP de classe B. En effet, les PBP de classe A possedent
deux domaines enzymatiques, un domaine possédant l’activité GT, et un domaine
possédant l’activité transpeptidase (TP). Les PBPs de classe B quant a elles ne
possede qu’un domaine TP. Chez le pneumocoque, il existe deux PBPs de classe B,
PBP2b et PBP2x, qui contrairement aux PBPs de classe A sont essentielles (Kell et
al., 1993).

Le mécanisme de transpeptidation par les PBPs est tres bien documenté, il a
lieu en trois étapes (Fig. 4b). La premiére consiste en une association non-covalente
et réversible entre ’enzyme et un pentapeptide, appelé brin donneur. Par la suite,
la sérine catalytique de ’enzyme attaque la liaison peptidique entre les deux D-Ala
terminales, ce qui a pour effet la création d’un acyl-enzyme entre la PBP et la D-Ala
en position 4, et la libération de la D-Ala distale. Enfin, ’enzyme est déacylée tout
en effectuant la transpeptidation de la D-Ala en position 4 avec la L-lys en position
3 d’un autre peptide, appelé brin accepteur (pour une revue de ce mécanisme
(Goffin and Ghuysen, 1998)).

Donneur Accepteur
a
OH A OH
----- MurNAc ~ e el Hﬁoi\; \ s o
NHAc OQHN N NHAc ? i
i4e Ac . AcHN
Peptid = _
eptide O—ﬁ’:O Peptide O—FID:O
? ¢
0—P=0 -
PG . s
0 0
|
Membrane Und Unc.l*l
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Figure 4 : Mécanismes moléculaires de la synthése du PG. (a) Mécanisme de polymérisation
d’une chaine glycane par une glycosyltransférase. (b) D-D-transpeptidation de deux chaines
peptidiques. (c) Schéma de la synthése du PG a partir du lipide II. Ac = Acétyl, Und = Undecaprenyl,
Und-P: Undecaprenol phosphate, GT: Domaine glycosyltransferase, TP : Domaine
transpeptidase, D-Ala : D-alanine, aPBP : PBP de classe A, bPBP : PBP de classe B.



2.3.2.4. La maturation du peptidoglycane

Une fois le PG synthétisé, plusieurs mécanismes sont mis en place par la

cellule afin de modifier sa composition et ses propriétés.

Modification des chaines peptidiques

Une des modifications des chaines peptidiques est la transformation des
pentapeptides en tétrapeptides par PBP3, aussi appelé DacA, une PBP dite « de
faible poids moléculaire » qui possede une activité D,D-carboxypeptidase. Le
mécanisme catalytique de DacA est trés proche de celui des autres PBPs, mais
n’inclue pas |’étape de transpeptidation, ce qui a pour seul effet de cliver la liaison
peptidique entre les deux D-Ala terminales (Goffin and Ghuysen, 1998; Morlot et al.,
2005). Etant donné que la présence de [’alanine en position 5 du brin donneur est
essentielle pour le mécanisme de transpeptidation par les PBP, la suppression de cet
acide aminé par DacA rend le peptide inapte a servir de brin donneur pour les autres
PBPs. Il a été montré qu’en absence de DacA la localisation des autres PBPs est
affectée, ce qui provoque de gros défauts morphologiques (Abdullah et al., 2014;
Morlot et al., 2004). De plus, DacA dans les cellules sauvages est localisée sur toute
la surface de la cellule mais est exclue du site de division (Morlot et al., 2004). Ces
données suggerent que la présence de pentapeptides, restreinte au site de division,
pourrait guider la localisation des PBPs. DacB est une métalloprotéase qui utilise
comme substrat le tetrapeptide produit par DacA pour en faire un tripeptide. Il a été
montré que ces deux protéines agissent séquentiellement et sont toutes deux
importantes pour la division, mais également pour I’échappement du pneumocoque
aux phagocytes, et a son adhérence a l’épithélium pulmonaire (Abdullah et al., 2014;
Barendt et al., 2011; Zhang et al., 2015).
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Modification des chaines glycanes

Chez le pneumocoque, deux modifications de la chaine glycane du PG ont été
détectées, "acétylation du groupement OH porté par le carbone 6 du MurNAc (O-
acétylation), et la déacétylation de l’azote porté par le carbone 2 du GlcNAc (N-
déacétylation) (Fig. 5). La O-acétylation et la N-déacétylation, respectivement
effectuées par Adr et PgdA, jouent un role dans la morphologie, la division cellulaire,
la résistance au lyzozyme, ou encore la formation de biofilm chez de nombreuses
bactéries (Bonnet et al., 2017; Moynihan and Clarke, 2010). Par exemple, il a tres
récemment été montré chez le pneumocoque que ’absence d’Adr, donc [’absence
d’O-acétylation du MurNAc, entraine des défauts de division, la lyse prématurée des
cellules par U'hydrolase du PG LytA durant la phase de croissance exponentielle, et

une plus forte sensibilité aux B-lactamines (Bonnet et al., 2017).

Adr
AcCoA CoA

Figure 5 : Sous-unité de base du PG et modifications de la chaine glycane. La sous-unité de
base du PG est composée de deux sucres, le GlcNAc (en rouge) et le MurNAc (en bleu), ce dernier
supportant une chaine pentapeptidique. Adr et PgdA sont les enzymes respectivement
responsables de la O-acétylation et de la N-déacétylation du PG chez le pneumocoque.
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2.3.3. L’hydrolyse du peptidoglycane

A U’image de PgdA, DacA ou DacB, évoquées précédemment, les hydrolases
du PG (CWHs ou « Cell wall hydrolases ») permettent soit de modifier sa structure,
afin de lui conférer de nouvelles propriétés, soit de le détruire. Les CWHs sont
impliquées dans de nombreux mécanismes cellulaires, le fratricide, l’autolyse, la
division, ou encore la virulence. Plus d’une dizaine de CWHs ont été découvertes
chez le pneumocoque, et alors que certaines ont été bien étudiées, les connaissances

sur la plupart d’entre elles restent partielles.

2.3.3.1. Les hydrolases du peptidoglycane impliquées dans la
division
LytB

LytB est une glucosaminidase non-autolytique qui clive la liaison glycosidique
GIlcNAc-B(1,4)-MurNAc du PG (Garcia et al., 1999; Rico-Lastres et al., 2015). Elle est
impliqué dans la séparation des deux cellules filles a la fin de la division bactérienne,
car en absence du gene lytB, S. pneumoniae forme de longues chaines qui sont
dispersées par l’ajout de LytB exogéne (De Las Rivas et al., 2002). De plus, LytB est
un facteur de virulence important pour le pneumocoque car elle est impliquée dans
’attachement aux cellules du nasopharynx, dans la constitution de biofilm, et dans
l’échappement a la phagocytose par les cellules immunitaires (Moscoso et al., 2006;
Ramos-Sevillano et al., 2011). LytB possede un domaine de liaison a la choline (CBD
ou « Choline-binding domain ») qui lui permet de se lier aux acides teichoiques
présents dans la paroi du pneumocoque (De Las Rivas et al., 2002). Il est intéressant
de remarquer que contrairement aux autolysines LytA et LytC, LytB n’a qu’une
activité limitée sur le PG (De Las Rivas et al., 2002). En effet, LytB nécessite des
conditions particulieres pour étre active, le GlcNAc du substrat doit étre acétylé, et
le muropeptide doit préférentiellement étre non réticulé. De plus, la localisation
polaire de la protéine est médiée par le CBD, mais sans intervention de la choline,
ce qui suggere la présence d’un signal de localisation spécifique (Rico-Lastres et al.,
2015).
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PcsB

PcsB est une hydrolase du PG dont l'activité exacte n’a pas encore été
démontrée (Bartual et al., 2014). PcsB est essentielle dans les souches de
S. pneumoniae D39 et R6, communément utilisées en laboratoire (Ng et al., 2004).
La déplétion de PcsB dans la souche R6 de S. pneumoniae entraine des phénotypes
divers : morphologies allongées avec des septa non clivés pour une déplétion légere,
et morphologies arrondies avec des septa mal positionnés et des défauts de
séparation des cellules pour une déplétion sévere (Bartual et al., 2014). Il a par
ailleurs été possible d’obtenir la délétion du gene codant PcsB dans d’autres souches
telles que TIGR4 et plusieurs isolats cliniques. Ces souches de délétion ont une
croissance considérablement ralentie et présentent une morphologie arrondie, un
septum mal positionné et un défaut de séparation des cellules (Giefing et al., 2008).
Dans la premiere étape de la division du pneumocoque, c’est-a-dire avant la
constriction de l’anneau Z, PcsB est localisée aux poles de la cellule et est exclue du
futur site de division, mais une fois que la constriction a débuté, PcsB se relocalise
au septum (Giefing-Kréll et al., 2011). L’ensemble de ces observations suggere que
PcsB est impliquée dans le clivage du septum et le maintien de la morphologie
ovoide. Il a été montré que PcsB interagit avec FtsX, qui elle-méme interagit avec
’ATPase FtsE (Sham et al., 2011). FtsEX est un complexe ressemblant a un
transporteur ABC dont le réle dans la régulation d’hydrolases du PG a été démontré
chezE. coli (Yang et al., 2011). Un mécanisme d’autoinhibition de PcsB a été proposé
sur la base de la structure cristalline d’un homodimere de la protéine, également
observé en solution (Bartual et al., 2014). Dans cette étude, les auteurs ont proposé
que le complexe FtsEX permette de lever cette inhibition par un changement de

conformation dépendant de l’hydrolyse de U’ATP.

MItG

Il a récemment été découvert que ’inactivation de la protéine MItG rendait
la PBP de classe B PBP2b non essentielle chez le pneumocoque. Par prédiction de
structure in silico, il semblerait que cette protéine soit une transglycosylase lytique
(Tsui et al., 2016). Une transglycosylase lytique est une enzyme clivant la liaison
glycosidique MurNAc-B(1,4)-GlcNAc du PG, produisant un GIcNAc et un 1,6-
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anhydroMurNAc inutilisable par les transglycosylases. Chez E. coli il a été proposé
que MLtG clive les chaines glycanes en croissance afin de réguler leur longueur, ce
qui influerait sur les propriétés physiques du PG (Yunck et al., 2016). Chez le
pneumocoque, la souche de délétion du gene mltG a d’importants défauts de division
car son temps de division est beaucoup plus long, et les cellules produites sont
sphériques. Cette souche de délétion contient de nombreuses mutations qui
inactivent la protéine PBP1a, ce qui indique une relation fonctionnelle entre MltG et
PBP1a. De plus, une diminution de [’activité de MItG supprime l’essentialité des
protéines impliquées dans ’élongation que sont PBP2b, MreC, MreD, RodZ et RodA.
Un modele a donc été proposé dans lequel MItG stopperait la polymérisation des
chaines glycanes par la machinerie d’élongation afin que ces chaines puissent étre
transpeptidées par PBP2b (Tsui et al., 2016).

Pmp23

Sur la base d’homologies de séquences primaires et de prédiction de
structures tertiaires, Pmp23 semble étre une enzyme de la classe des lysozymes
bactériens a laquelle appartiennent les protéines CwlT de Staphylococcus aureus et
Clostridium difficile (Xu et al., 2014). Cette hypothese est supportée par le fait que
la mutation des acides aminés possiblement catalytiques (Glu61 et Asp68)
provoquent les mémes défauts morphologiques que la délétion du gene pmp23, c’est-
a-dire des cellules plus longues, plus larges, et parfois de forme aberrante (environ
13% des cellules) (Pagliero et al., 2008) (Jacq et al., 2018). Observées en microscopie
électronique, les cellules aux morphologies aberrantes possedent des septa mal
placés et parfois multiples. Dans toutes ces cellules, FtsZ, PBP2x et PBP2b présentent
des localisations aberrantes telles que des structures annulaires asymétriques ou des
hélices. Malgré ces localisations anormales, FtsZ, PBP2x et PBP2b restent toutefois
colocalisées et la synthése du PG reste active. Dans les cellules de dimensions
élargies, une délocalisation partielle de MapZ sur ’ensemble de la surface cellulaire
a par ailleurs été observée ; et dans les cellules déformées, MapZ présente des
localisations aberrantes (structures en Y, aggrégats, localisation diffuse sur
’ensemble de la cellule, position asymétriques). MapZ est impliquée dans le

positionnement de l’anneau Z au site de division et sa localisation est dépendante
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de son domaine de liaison au PG (Fleurie et al., 2014a). Toutefois, la capacité de
MapZ a se lier au PG n’est pas affectée lorsque ce dernier n’est pas modifié par

Pmp23, ce n’est donc pas ’action de Pmp23 qui guide la localisation de MapZ.

L’ensemble de ces données suggere plutot que Pmp23 pourrait jouer un role de
« controle de qualité » visant a corriger des erreurs introduites par les PBPs lors de
la synthése du PG. Ce modeéle est supporté par le fait que Pmp23 interagisse
directement avec la transpeptidase PBP2x et que le PG présente un plus fort taux de
réticulation lorsque Pmp23 est délétée. Dans ce modeéle, la présence de chaines de
sucre improprement incorporées au PG préexistant (réticulation excessive,
orientation incorrecte, ...) entrainerait la délocalisation partielle de MapZ a moins
qu’elles ne soient dégradées par Pmp23. En absence du contréle qualité effectué par
Pmp23, la délocalisation de MapZ causerait une délocalisation subtile de FtsZ et des
PBPs, causant dans un premier de légers défauts de forme. Ces légers défauts de
localisation et de formes seraient ensuite rapidement amplifiés par la synthese de
PG active, menant a une structure anormale de l’anneau Z et des PBPs, et des
défauts morphologiques séveres (Jacq et al., 2018, ayant été impliqué dans une

partie de ce travail de recherche, cet article est mis en annexe du manuscrit).

Glucosaminidase
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Figure 6 : Sites de clivage des hydrolases du PG impliquées dans la morphogenése du
pneumocoque. (A gauche) muropeptide pentapeptidique simplifié. GlcNAc: N-
acétylglucosamine, MurNAc : Acide-N-acétylmuramique, L-ala: L-alanine, D-iGln: D-
isoglutamine, L-lys : L-lysine, D-ala : D-alanine. (A droite) Schéma simplifié du PG, le code couleur
est identique au schéma du muropeptide. Le site de clivage des hydrolases est indiqué par une
fleche rouge. Les enzymes de la classe des lysozymes et des transglycosylases lytiques clivent la
méme liaison mais par un mécanisme différent : le lysozyme est une hydrolase qui restitue les
résidus MurNAc et GlcNAc tels quels, alors qu’une transglycosylase lytique produit un GlcNac et
une molécule de 1,6-anhydroMurNAc (un MurNAc dont les groupes hydroxyles en positions 1 et 6
(voir Figure 5) ont subi une réaction de condensation pour donner un éther).
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2.3.4. Larégulation des machineries morphogénétiques

Nous avons vu jusqu’a présent la physiologie du PG, de sa synthese a son
hydrolyse, en passant par les différentes modifications qui peuvent lui étre
appliquées. Ces mécanismes doivent étre finement régulés dans le temps et dans
’espace afin de préserver U'intégrité du PG et de maintenir la morphologie de la

bactérie.

Comme évoqué précédemment, le pneumocoque est un ovocoque, c’est-a-
dire un coque de forme ovoide. Comme pour les autres bactéries, cette forme
provient de U’activité combinée des enzymes de synthese du PG, des hydrolases du
PG et des protéines qui régulent la localisation et/ou l’activité des synthases et des
hydrolases. Un modele est communément accepté dans lequel deux machineries
existent : "'une est en charge de l’élongation de la bactérie (I’élongasome), et
’autre est en charge de la division (le divisome) (Philippe et al., 2014; Sham et al.,
2012). Comme évoqué dans le chapitre 2.2.5, ces machineries sont échafaudées par
des protéines du cytosquelette. Chez les bactéries en forme de batonnet, les
bacilles, |’élongasome est échafaudé par MreB tandis que le divisome est échafaudé
par FtsZ (den Blaauwen et al., 2008; Erickson et al., 2010; Typas et al., 2011). Le
pneumocoque, bien que possédant une machinerie d’élongation, ne possede pas la
protéine de cytosquelette MreB. Il semble que FtsZ permette a la fois la mise en
place de ’élongasome et du divisome car au moins au début du cycle cellulaire, la
grande majorité de leurs composants suit la localisation de FtsZ, méme lorsque cette

derniere adopte une localisation aberrante (Fleurie et al., 2014b; Jacq et al., 2018).

Un cycle de division du pneumocoque peut étre décrit en trois étapes. La 1¢¢
étape consiste en la mise en place de l’anneau Z et peu de temps apres, des
machineries de synthése du PG. La cellule commence alors a s’allonger. La 2¢™ étape
commence lorsque la cellule entame sa constriction ; |’élongasome et le divisome
vont alors se séparer au fur et a mesure que le septum se ferme. Enfin, lors de la
3¢éme étape, les machineries morphogénétiques se relocalisent a I’équateur des deux

futures cellules filles qui commencent la 1¢r¢ étape de leur cycle de division pendant

51



que le septum parental s’acheve et que les cellules filles finissent de se séparer
(Fig. 7).

a Etape || Etape lll
b Etape Etape Il Etape Il Terminaison
FtsZ
Divisome ' ]
Elongasome ' .

O O o o

Figure 7 : Etapes de la division de S. pneumoniae et positionnement des machineries
morphogénétiques. (a) Schématisation des trois étapes de la division et images représentatives
pour chaque étape obtenues par microscopie électronique (crédits : Anne-Marie Di Guilmi et Guy
Schoehn, IBS). Barre d’échelle : 500 nm. (b) Reconstitution de la localisation de l’anneau Z et des
machineries d’élongation et de division (respectivement élongasome et divisome) a partir des
données de microscopie de fluorescence issues de la littérature (Morlot et al., 2003 ; Land et al.,
2013; Tsui et al., 2014). Les localisations sont représentées en projection radiale pour les trois
premiéres lignes du schéma, et projection longitudinale pour la ligne du bas. Le code couleur est
identique pour l’ensemble des 4 lignes : rouge : Elongasome, Bleu : divisome, Jaune : FtsZ.
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2.3.4.1. Echafaudage par |’anneau Z

Mise en place de I’anneau Z

Comme évoqué précédemment, le pneumocoque ne possede aucun des
mécanismes de localisation de FtsZ connus chez les autres bactéries. Cependant, une
protéine a récemment été découverte jouant ce role, il s’agit de la protéine
bitopique MapZ (également appelée LocZ) (Fleurie et al., 2014a; Holeckova et al.,
2015). MapZ se localise au futur site de division avant FtsZ, et la recrute grace a une
interaction tres forte entre la partie cytoplasmique de MapZ et FtsZ. MapZ possede
également un domaine extracellulaire qui se lie au PG. Une hypothése propose que
ce soit une composition en PG particuliere au centre de la cellule qui permette le
recrutement de MapZ a ce qui deviendra le site de division (Manuse et al., 2016). De
plus, alors qu’il est connu que ’anneau Z est formé d’amas protéiques (Fu et al.,
2010; Jacq et al., 2015; Strauss et al., 2012) qui effectuent un mouvement circulaire
apparent autour du site de division (mouvement en « tapis roulant, voir Fig. 11 et
(Bisson-Filho et al., 2017; Yang et al., 2017)), il a trés récemment été montré que
’anneau formé par MapZ est immobile et sert de guide au mouvement des filaments
de FtsZ (Li et al., 2017).

Un 2¢me mécanisme de localisation de l’anneau Z a été récemment proposé, il
est lié a la ségrégation des chromosomes. Il a été montré que ’origine de réplication
des chromosomes se déplace en méme temps que MapZ, mais ne dépend pas de MapZ
pour son positionnement. De plus, une perturbation de l’organisation longitudinale
du chromosome entraine un retard de localisation de MapZ et FtsZ (van Raaphorst et
al., 2017). L’absence de MapZ ou la perturbation de ’organisation du chromosome
affectent toutes deux la localisation de FtsZ mais cette derniere parvient toutefois
dans la plupart des cas a trouver le centre de la cellule. Il semble donc qu’il y ait un
autre ou d’autres mécanismes contribuant a la localisation de FtsZ. Il a récemment
été montré dans mon laboratoire d’accueil que la composition lipidique de la

membrane est différente en fonction de sa courbure. Cette composition
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différentielle pourrait permettre la localisation de FtsZ au milieu de la cellule. En
support de cette hypothese, une modification de |’organisation des lipides par
modification de la température entraine une délocalisation réversible de l’anneau Z

(Calvez and Zapun, manuscrit actuellement en soumission).

Ancrage de FtsZ a la membrane

Nous l’avons vu précédemment, FtsA est un homologue bactérien de [’actine
qui ancre FtsZ a la membrane grace a son hélice amphiphile. Chez les bactéries a
Gram positif et les cyanobactéries, il existe une protéine appelée SepF qui semble
étre partiellement redondante avec FtsA (Hamoen et al., 2006). En effet, chez B.
subtilis, SepF interagit directement avec U’extrémité C-terminale de FtsZ et possede
une hélice amphiphile comme FtsA (Singh et al., 2008). De plus, il a été montré chez
le pneumocoque qu’une surexpression de FtsA supprime partiellement les défauts de
division d’une souche délétée de SepF. Chez S. pneumoniae, il semblerait toutefois
que SepF soit recrutée plus tardivement que FtsA au site de division, et soit
impliquée uniquement dans la septation contrairement a FtsA qui semble, a U’instar
de FtsZ, impliquée a la fois dans la septation et dans ’élongation (Mura et al., 2017).

In vitro, SepF de B. subtilis forme de larges anneaux qui sont capables d’associer
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Figure 8 : Polymérisation de SepF de B. subtilis et association avec les filaments de FtsZ. (a)
Polymeres de SepF en solution observés par microscopie électronique.(b) Filaments de FtsZ en
solution observés par microscopie électronique. (c) L’ajout de SepF aux filaments de FtsZ
préformés permet l’association latérale des filaments en de long tubules rectilignes pouvant
atteindre plusieurs micrométres. Les fléches blanches sur le tubule du haut indiquent les anneaux
de SepF et les fléches blanches sur le tubule du bas indiquent les filaments de FtsZ. Barre
d’échelle : 50 nm. D’aprés Duman et al., 2013.

latéralement les filaments de FtsZ pour former des faisceaux (Fig. 8) (Duman et al.,
2013; Giindogdu et al., 2011). En plus d’ancrer FtsZ a la membrane, les anneaux de
SepF pourraient donc également favoriser ’association latérale des filaments de
FtsZ, et étre ainsi impliqués dans la formation des amas de filaments observées au
sein de l’anneau Z (Jacq et al., 2015; Duman et al., 2013; Guan and Ye, 2018)

Architecture de I’anneau Z

De nombreux travaux de recherche indiquent que la structure annulaire
appelée anneau Z est en fait un ensemble d’amas hétérogenes de FtsZ en rotation
apparente autour de la cellule (Bisson-Filho et al., 2017; Fu et al., 2010; Jacq et al.,
2015; Strauss et al., 2012; Yang et al., 2017). Chez S. pneumoniae, la composition
granulaire hétérogéne de l’anneau Z a été visualisée en PALM (Fig. 9a). Par ailleurs,
cette étude a révélé un remodelage de la structure de ’anneau Z au cours de la
phase de constriction. En effet, la diminution du diamétre de l’anneau s’accompagne

d’un épaississement (~ 30 nm) de sa dimension axiale (Fig. 9c, panneaux du haut et

c Etape |

Figure 9 : Structure et remodelage de
I’anneau Z chez S. pneumoniae. Images
représentatives de cellules de pneumocoque
exprimant un gene de fusion endogéne ftsZ-
Etape Il spdendraZ permettant |'observation par
microscopie super-résolue PALM (pour une

explication de la méthode voir chapitre 3.4.4).

k (@) Vue de dessus d’un anneau Z dévoilant sa
structure granulaire hétérogene. (b) Vue de coté
d’une structure en double anneau présente dans
Etape Il 4 % des cellules. (c) Vues de coté d’anneaux Z
: représentatifs de cellules a chaque étape de la
division : Etape | (haut), Etape Il (milieu), et
Etape 1] (bas). Barre d’échelle :
250 nm pour (a) et (b) et 500 nm pour (c).
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du milieu) alors que le nombre de molécules de FtsZ au sein de l’anneau reste
constant au cours des étapes | et Il. La constriction de l’anneau Z chez le
pneumocoque n’est donc pas liée a la diminution du nombre de molécules de FtsZ
dans l’anneau mais a un réarrangement spatial des molécules de FtsZ au sein de cet
anneau. Lors de U’étape lll, une partie des molécules de FtsZ présentes dans |’anneau
Z se relocalise aux futurs sites de division des deux nouvelles cellules filles pour
former les nouveaux anneaux Z (Fig. 9c, panneau du bas). Une nouvelle sous-
structure a également été découverte, un double anneau Z, observé dans 4 % des
cellules imagées (Fig. 9b). De nombreuses caractéristiques de ces double anneaux
suggerent qu’ils constituent un intermédiaire physiologique entre l’étape | et ’étape
Il du cycle cellulaire : 1) chaque anneau composant cette structure contient la moitié
du nombre de copies de FtsZ présentes dans un anneau unique, 2) les double anneaux
sont observés uniquement dans les cellules en phase pré-divisionnelle, 3) leur
diametre n’est pas aberrant et 4) les deux anneaux sont séparés par des distances
variant de 50 a 300 nm, ce qui est de l"ordre de grandeur de la distance séparant les

double anneaux de MapZ avant ’étape de constriction (Jacq et al., 2015).

Régulation de ’architecture de I’anneau Z

De nombreuses protéines sont connues chez toutes les bactéries pour réguler
la structure de l’anneau Z. En effet, ’anneau Z a une structure trés complexe, pas
encore entierement élucidée, et la régulation des interactions entre les monomeres
de FtsZ, entre les protofilaments, ou la régulation de leur dynamique de
polymérisation/dépolymérisation sont essentielles pour que la division bactérienne

se déroule correctement.

ZapA par exemple est une protéine dont le rdle chez E. coli est de réguler la
structure de l'anneau Z. En effet, en absence de ZapA, les amas protéiques
composant l’anneau Z sont plus petits et sont plus dynamiques (Buss et al., 2013). Il
a récemment été montré que ZapA se localise au centre de la cellule
indépendamment de FtsZ et interagit avec le chromosome par l'intermédiaire de
ZapB et de MatP. Ainsi ZapA pourrait jouer un réle dans la localisation de FtsZ et
relier la réplication du chromosome a la division cellulaire (Buss et al., 2017; Mannik
et al., 2016).
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EzrA a été découverte chez B. subtilis en analysant les mutations supresseurs
d’une souche possédant un allele thermosensible de ftsZ (Levin et al., 1999). EzrA
est un régulateur négatif de ’assemblage de FtsZ, car en son absence de nombreux
anneaux Z supplémentaires apparaissent dans les cellules (Levin et al., 1999). Il a
été montré in vitro qu’EzrA est capable d’augmenter la concentration critique en
FtsZ nécessaire a la formation de protofilaments, mais n’est pas capable de
déstabiliser les filaments déja assemblés (Chung et al., 2007; Haeusser et al., 2004).
En plus de ce role précoce dans le cycle cellulaire, il a été montré chez S. aureus,
B, subtilis et S. pneumoniae qu’EzrA connecte FtsZ, qui est cytoplasmique, aux
protéines de synthése du PG dont les domaines catalytiques sont localisés a
"extérieur de la cellule (Claessen et al., 2008; Fleurie et al., 2014b; Steele et al.,
2011).

La structure d’EzrA a été résolue par cristallographie sous la forme d’un homodimere
antiparallele (Fig. 10) et a révélé son homologie structurale avec la spectrine, une
protéine du cytosquelette eucaryote tapissant la membrane des cellules (Cleverley
et al., 2014). Il est tout a fait possible que ’homodimere observé dans les cristaux
soit physiologique car il a été montré par la méthode de double hybride bactérien
que les régions N- et C-terminales de la protéine interagissent. Chaque monomere
est composé de cing répétitions d’un faisceau de triple hélices a et d’un faisceau de
4 petites hélices a comprenant un motif QNR qui semble important pour la
localisation d’EzrA au site de division (Haeusser et al., 2007) et pour son interaction
avec FtsZ (Land et al., 2014). EzrA présente un repliement en arc de cercle d’un
diametre de 12 nm. En plus de ’hélice transmembranaire N-terminale, le faisceau
en position C-terminale pourrait jouer un role dans ’attachement d’EzrA a la
membrane par sa compostion riche en résidus hydrophobes. Les auteurs de cette
étude ont proposé que si EzrA forme un homodimeére antiparalléle, ce dernier soit
positionné perpendiculairement a la membrane et ancré solidement par les 4 sites
d’attachement (2 hélices transmembranaires + 2 faisceaux hydrophobes). La stabilité
de cette conformation semble contre-intuitive compte tenu de la forte dynamique

de ’anneau 7.

Les auteurs de ’étude structurale d’ErzA ont réalisé des expériences de modélisation
moléculaire qui ont montré qu’il est possible d’accommoder un dimeére FtsA-FtsZ a

interieur de l’arche formée par un homodimere d’EzrA (Fig. 10b). Cela permettrait

57



a EzrA de restreindre les interactions latérales entre les filaments de FtZ.
Alternativement, FtsZ pourrait interagir avec le coté externe de ’arche et d’autres

partenaires d’ErzA seraient accomodés a ’intérieur de l’arche.

Filaments
de FtsZ
b
a
Vue de face
117t Membrane
4 d LIRS plasmique
Filaments — N
de FtsA
V4
N-terminal
™ Hélice Vue de
transmembranaire dessus

Figure 10 : Structure d’EzrA et modele d’interaction avec ses partenaires FtsZ et FtsA. (a)
Représentation en ruban de la structure de la région soluble de la protéine EzrA de B. subtilis. La
position supposée de [’hélice transmembranaire de 21 résidus est indiquée par un ovale de couleur
marron. (b) Modele de positionnement de double filaments FtsZ-FtsA composés d’un filament de
FtsZ (en vert) et d’un filament de FtsA (en rouge), sous l’arche formée par ’homodimeére d’EzrA
(en bleu), ancré dans la membrane cytoplasmique par les hélices N-terminales. D’apres Cleverley
et al., 2014.

Relation entre la division et la ségrégation du chromosome

La réplication du chromosome a lieu au tout début du cycle cellulaire ; la
ségrégation des chromosomes est ensuite concomitante avec la mise en place de
’anneau Z (van Raaphorst et al., 2017). De plus en plus d’études pointent un lien
fonctionnel entre la ségrégation des chromosomes et la division. L’interaction entre

MatP, ZapA et ZapB évoquée précédemment en est un témoin (Buss et al., 2017).

FtsK par exemple est une protéine membranaire recrutée par FtsZ tres tot
dans le cycle cellulaire (Wang and Lutkenhaus). Cette protéine est une pompe a ADN

dépendante de I’hydrolyse de ’ATP dont le role est la résolution des chromosomes
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des cellules filles (Massey et al., 2006; Pease et al., 2005). FtsK est également
impliquée dans l’attachement de FtsZ a la membrane, et stabilise le divisome chez
E. coli (Draper et al., 1998). Il a été proposé que FtsK permette a la cellule de
prévenir la fermeture du septum avant que les deux chromosomes n’aient été

completement ségrégés (Dubarry and Barre, 2010).

Dynamique de I’anneau Z

La stabilité de l’anneau Z observé en microscopie de fluorescence
conventionnelle n’est qu’une apparence. En effet, il a été montré que seulement
30% des monomeres de FtsZ sont présents au sein de l'anneau Z chez B. subtilis
(Stricker et al., 2002), et 40 a 50% chez S. pneumoniae (Jacq et al., 2015). Des
expériences de retour de fluorescence apres photoblanchiment (FRAP) ont par
ailleurs montré que la demi-vie de présence des monomeres de FtsZ au sein de
’anneau est de 30 secondes chez B. subtilis, ce qui est particulierement fugace au
regard de la dynamique macroscopique de ’anneau Z. Nous savons aujourd’hui que
’anneau Z est constitué d’amas protéiques hétérogenes (Jacq et al., 2015; Strauss
et al., 2012). Bien que les molécules de FtsZ au sein de l’anneau soient immobiles,
il a été montré in vitro (Loose and Mitchison, 2014) et tres récemment in vivo, que
les filaments de FtsZ ont un mouvement dit « en tapis roulant », résultant de la
capacité de FtsZ a polymériser et dépolymériser, et dépendant donc de son activité
GTPase (Fig. 11) (Bisson-Filho et al., 2017; Yang et al., 2017).
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 FtsA Membrane \
€ PG synthases o2

Figure 11 : Polymérisation de FtsZ lors de sa liaison au GTP, formation de |’anneau Z au site
de division et modele du « tapis roulant ». D’aprés Bisson-Filho et al., 2017.
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Cette dynamique des filaments de FtsZ est nécessaire pour la processivité des
machineries de synthese du PG, en d’autres termes pour que la synthese du septum
soit homogene et complete. L’organisation des filaments de FtsZ au sein des amas
protéiques et plus généralement au sein de l’anneau n’est pas élucidée. En effet,
alors que la plupart des modeles présentent des filaments de FtsZ organisés
perpendiculairement a ’axe longitudinal de la bactérie, il a été montré que les
filaments de FtsZ au sein de l’anneau présentent une forte anisotropie, différente

en fonction des bactéries (Si et al., 2013).

2.3.4.2.  Activités de synthése du PG

D’apres le modele de synthese du PG couramment admis, le pneumocoque
commence par s’allonger en synthétisant du PG non septal (appelé synthése de PG
périphérique ou synthése pré-septale) grace au complexe protéique appelé
élongasome (Philippe et al., 2015a; Sham et al., 2012). Par la suite, la synthése de
PG septal par le divisome va mener a la formation du septum (cloison de PG
orientée perpendiculairement au grand axe de la cellule) et permettre a la cellule
de se diviser. Les protéines impliquées dans ’élongasome ont été déterminées
principalement sur la base de la morphologie de souches de délétion ou de déplétion.
C’est le cas pour PBP2b (bPBP) et la protéine SEDS RodA. En effet la déplétion d’une
de ces protéines entraine un raccourcissement des cellules, qui présentent de plus
des défauts de séparation des cellules filles (Berg et al., 2013; Straume et al., 2017).
Sur le méme principe, la délétion ou la troncation de MreC, EloR, RodZ, MreD ou
DivIVA entraine un raccourcissement des cellules (Stamsas et al.; Straume et al.,
2017; Fleurie et al., 2014b). D’autres composants de |’élongasome ont été identifiés
grace a leur interaction fonctionnelle avec une protéine connue de ’élongasome.
Par exemple, il a été montré que le complexe formé par MreC, MreD et la protéine
CozE est nécessaire a la localisation de PBP1a (aPBP) au centre de la cellule,
impliquant PBP1a et CozE dans U’élongasome (Fenton et al., 2016). La
transglycosylase lytique MItG, fait également partie de l’élongasome. En effet, la
souche de délétion de MItG contient des mutations suppresseurs inactivant PBP1a,

et la diminution de U’activité de MItG entraine la perte d’essentialité des protéines
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de [’élongasome PBP2b, MreC, MreD, RodZ et RodA (Tsui et al., 2016; Yunck et al.,
2016).

diviVA pbp2b

Figure 12 : Morphologie de souches de pneumocoque mutées pour des protéines impliquées
dans I’élongasome (haut) ou le divisome (bas). Pour les genes divIVA, mreD et gpsB, il s’agit de
souches de délétion. Pour les genes pbp2b, rodA et pbp2x, il s’agit de souches de déplétion. stkP-
K42M correspond au géne muté codant une forme inactive de la kinase StkP. stkP-KD-TMH
correspond au gene muté codant pour la kinase StkP privée de son domaine extracellulaire. Barres
d’échelle : 1 pm. L’image de la souche gpsB est adaptée de Fleurie et al., 2014b. L’image de la
souche pbp2x est adaptée de Berg et al., 2013. Les images des souches stkP-K42M et stkP-KD-TMH
sont adaptées de Fleurie et al., 2012. Les images des souches divIVA, pbp2b, mreD er rodA sont
adaptées de Straume et al., 2017.

Les protéines du divisome ont également été déterminées a partir de la
morphologie des souches mutées pour ces protéines. Par exemple, la délétion du
gene codant la protéine GpsB, un paralogue de DivIVA, entraine la formation de
cellules allongées avec des septa non finis (Fleurie et al., 2014b). C’est le cas
également pour PBP2x et FtsW, les deux protéines majeures de la syntheése du PG

septal (Berg et al., 2013; Boyle et al.; Philippe et al., 2015a).

Certaines protéines sont quant a elles impliquées a la fois dans |’élongasome
et dans le divisome. C’est le cas de FtsZ comme évoqué précédemment, mais
également de StkP, la seule Ser/Thr kinase connue chez le pneumocoque (Novakova

et al., 2005). StkP est une protéine bitopique dont la partie C-terminale a l’extérieur

61



de la cellule contient 4 domaines PASTA qui interagissent avec le PG (Maestro et al.,
2011). Il a tres récemment été montré que les trois domaines PASTA les plus proches
de la membrane sont interchangeables, permettent [’activation de StkP
indépendamment de sa liaison au PG, et controlent ’épaisseur du septum. Le
domaine PASTA distal quant a lui localise StkP au site de division et permet la
séparation finale des deux cellules filles grace a un motif de liaison a [’hydrolase du
PG LytB (Zucchini et al., 2018). Il a également été montré que le domaine
extracellulaire de StkP interagit avec PBP2x et que cette interaction est essentielle
a la localisation septale de PBP2x (Morlot et al., 2013).

Le domaine cytoplasmique de StkP quant a lui contient le domaine kinase. En
absence de StkP ou de son domaine kinase, les cellules présentent une morphologie
arrondie, des défauts d’orientation du septum, et forment des chainettes (Fig. 12).
De maniére intéressante, la souche possédant le gene muté stkP-K42M, codant une
version inactive de la kinase, présente une morphologie tout a fait différente : la
majorité des cellules sont radicalement allongées et possedent plusieurs septa
avortés. Cela indique que la présence du domaine kinase inactif inhibe la septation.
L’hypothese proposée est que le domaine kinase interagit physiquement avec les
partenaires de StkP et que son activité kinase régule ces interactions. Une version
inactive de StkP séquestrerait donc ses partenaires, entrainant des défauts de
division, alors qu’une version délétée du domaine kinase ne séquestrerait pas les
partenaires, affectant peu la division (Fleurie et al., 2012).

DivIVA et GpsB sont deux protéines paralogues interagissant avec StkP. DivIVA
semble faire partie a la fois de I’élongasome et du divisome car sa souche de délétion
a un phénotype en chaines de cellules arrondies présentant des septas avortés (Fig.
12). GpsB quant a elle semble faire partie du divisome, car en son absence les
cellules ne sont plus capables de former des septa complets. D’apres le modéele
proposé, DivIVA favoriserait dans un premier temps |’élongation a travers [’activation
de la synthese périphérique de PG par PBP2b et RodA. Ensuite, GpsB recruterait StkP
au site division ou elle phosphorylerait DivIVA, ce qui activerait la division (synthese

de PG septal) et inhiberait la synthése périphérique (Fleurie et al., 2014b).

Nous avons vu que les deux bPBPs et les deux SEDS connues chez le
pneumocoque sont essentielles et collaborent pour effectuer la synthese de PG
périphérique (PBP2b et RodA) ou septale (PBP2x et FtxW) de PG. Les trois aPBPs
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quant a elles sont individuellement dispensables et semblent étre impliquées dans
les deux modes de synthese du PG. Une protéine membranaire intégrale appelée
MacP interagit avec PBP2a et semble nécessaire a son bon fonctionnement. Il a
également été montré que MacP est phosphorylée par StkP, et que sa
phosphorylation est nécessaire pour son action sur PBP2a, indépendamment de leur

interaction (Fenton et al., 2018).

Contrairement aux enzymes de synthése du PG, tres peu de choses sont
connues sur le role des hydrolases dans la synthese du PG. En particulier, ’identité
méme de la ou les enzymes responsables de ’incorporation du nouveau PG a l’ancien
réseau est a ’heure actuelle inconnue. Alors que LytB semble impliquée dans la
séparation finale des cellules filles et Pmp23 dans la correction des erreurs de
synthése du PG, MItG et PcsB semblent étre impliquées respectivement dans la

synthése périphérique et la partition du septum.
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3. Microscopie optique et super-résolution

3.1. La microscopie optique

L’invention du premier microscope remonte probablement au début du XVI|eme
siecle. A cette époque, les microscopes les plus utilisés étaient basés sur ’utilisation
d’une seule lentille a fort grossissement. Un autre modéle de microscope, appelé
microscope compose, avait été créé par Robert Hooke. Ce microscope combinait
plusieurs lentilles afin de combiner leur pouvoir grossissant. Les lentilles a cette
époque causaient de lourdes aberrations chromatiques qui étaient donc cumulées
dans ce microscope, délivrant une image de moins bonne qualité que le microscope
a une seule lentille et rendant le microscope multi-lentille peu populaire bien
qu’avant-gardiste. De nombreux progres ont été accomplis dans la correction de ces
aberrations chromatiques, et le microscope composé fini par s’imposer a tous a la

fin du XVIIIEme siecle.

Un microscope optique classique dit « en champ clair » est constitué de plusieurs
éléments disposés entre la source de lumiere et U'ceil de l'observateur. La lumiere
blanche issue de la source de lumiére traverse tout d’abord ’échantillon déposé
sur une platine. La lumiere ainsi modifiée et porteuse de l’image de ’échantillon
est captée par l'objectif qui est un ensemble de lentilles permettant le
grossissement de ’image de U’échantillon. Par la suite, cette lumiere modifiée par
l’objectif arrive a l"oculaire, qui est composé également de lentilles, dont le role
principal est de rendre les rayons de l'image paralléles, ce qui permet une
observation agréable pour U’observateur. Un systeme d’ajustement de la distance
entre ’ensemble objectif-oculaire et la platine, appelé mise au point, permet de
disposer le plan focal au niveau de !’échantillon a observer. Une variante est le
microscope «en réflexion », dans lequel la lumiere provient du dessus de
l’échantillon et est non pas transmise mais réfléchie par ce dernier. Il est mieux
adapté pour des échantillons épais, jusqu’a plusieurs centimetres, et donne des

informations sur la surface de U'objet, contrairement au microscope a transmission
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mieux adapté aux objets trés fin ou transparents, donnant des informations sur
intérieur de U’échantillon. Bien que rapide a mettre en place et ne nécessitant que
peu de préparation de l’échantillon, la microscopie en champ clair produit une image
peu contrastée des objets biologiques, et dont la résolution est limitée a 250 nm

dans le meilleur des cas.

3.2. La microscopie de fluorescence

Pour remédier aux limitations de la microscopie en champ clair, la microscopie
de fluorescence utilise des protéines fluorescentes ou des fluorophores inorganiques
afin d’observer des protéines ou des structures d’intérét au sein d’un échantillon
biologique. Le contraste apporté par cette méthode est de loin bien plus élevé que
la microscopie en champ clair puisque ce n’est pas la lumiére traversant ’objet qui
est observée, mais la fluorescence émise par le fluorophore couplé a la molécule

d’intéreét.

La fluorescence est un phénomeéne physique qui peut étre facilement expliqué
par le diagramme de Jablonski (Fig. 13)

a b
Relaxation non-radiative
I
\
\
S, -
= 4
\ o
. ™~
. g
S : )
3
S -4
<}
g e
. hv > hv Emission de
Absorption -
A<A fluorescence
o T T T T T T T
380 430 480 530 580 630 680 730
SO Wavelength (nm)

Figure 13 : Principe de la fluorescence. (a) Le Diagramme de Jablonski représente les différents
niveaux d’énergie d’une molécule et leurs transitions. Ici, un fluorophore est excité par une
radiation lumineuse d’énergie strictement supérieure a la transition entre les états Sy et S;. Aprés
une relaxation non-radiative, sous forme de vibration ou de chaleur, la molécule retrouve son état
énergétique d’origine par l’émission d’un photon d’énergie hv strictement inférieure a l’énergie
du photon absorbé. (b) Spectres d’absorption (bleu) et d’émission (rouge) de ’AlexaFluor 647
(source : Jackson Immuno Research). L’énergie du photon émis par le fluorophore étant
strictement inférieure a celle du photon absorbé, la longueur d’onde de la lumiére émise sera
plus grande que celle absorbée, c’est le principe du décalage de Stokes.
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3.3. La limite de résolution en microscopie optique

Le caractere ondulatoire de la lumiere implique qu’elle est soumise au
phénomene de diffraction. La diffraction de la lumiere aura entre autres
conséquences qu’un point lumineux ne sera pas visible comme un point mais comme
une tache, appelée la tache d’Airy ou PSF (pour Point spread function, fonction
d’étalement du point en anglais). Cette propriété de la lumiere est un élément
essentiel de la microscopie optique car elle est responsable de la limite de résolution
autour de 250 nm. En effet, la résolution d’un microscope est la distance minimale
en dessous de laquelle deux points ne peuvent plus étre distingués ['un par
rapport a ’autre. D’apreés le critére de Rayleigh, il s’agit de de la distance R qu’il y
a entre le maximum du premier signal, et le premier minima du second signal. La
distance de Rayleigh R peut-étre exprimée en fonction de la longueur d’onde A
utilisée et de ’ouverture numérique de l’objectif NA qui est reliée aux dimensions

du cone de lumiere parvenant a l’objectif et a I’indice de réfraction du milieu.

_061%2
~ NA
Pour diminuer la limite de résolution il est donc possible d’optimiser ces deux

variables :

1- En diminuant la longueur d’onde utilisée, bien que ['utilisation du spectre
visible ne permette pas de descendre en dessous de 400 nm. Il est possible d’utiliser
d’autres sources de rayonnement, comme les électrons qui ont une longueur d’onde
100 000 fois plus petite que les photons du spectre visible, utilisés dans la

microscopie électronique.

2- En augmentant ’ouverture numérique. Pour cela, il faut que U’indice de
réfraction du milieu soit la plus haute possible. L’indice de réfraction de ’air est
approximativement de 1 alors que celui du verre est d’environ de 1.5. L’utilisation
d’un objectif a immersion dans une huile dont U’indice de réfraction est proche du

verre permet donc de diminuer la limite de résolution.

Ces astuces optiques permettent de diminuer légerement la limite de résolution,
mais sans descendre en dessous des 250 nm. C’est pourquoi de nouvelles techniques

de microscopie optique ont vu le jour afin de dépasser cette limite.
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3.4. Les microscopies a super-résolution

3.4.1. La microscopie par illumination structurée (SIM)

La microscopie par illumination structurée (SIM) consiste a utiliser une
illumination structurée des échantillons qui, en se superposant a la structure propre
de ’échantillon, provoque ’apparition des franges de moiré. Les franges de moiré
ont la propriété d’avoir une fréquence spatiale plus basse que les structures de
I’échantillon, ce qui permet a l’objectif de les capter. Apres plusieurs prises d’image
et une reconstruction informatique, la limite de résolution latérale peut étre
diminuée a 100 nm. Cette technique est trés employée par les biologistes car elle
fonctionne avec des fluorophores courament utilisés microscopie optique

conventionnelle.

3.4.2. Déplétion par émission stimulée (STED)

La microscopie de déplétion par émission stimulée est basée comme son nom
l’indique sur le principe d’émission stimulée. Contrairement a |’émission spontanée
de lumiére par un fluorophore excité (Fig. 13), il est possible de stimuler I’émission
de lumiere par ce fluorophore en utilisant un rayon lumineux incident de méme
énergie. Un microscope STED est basé sur un microscope confocal a balayage dans
lequel un laser est ajouté qui a une longueur d’onde permettant ’émission stimulée
des fluorophores et une forme de tore. Les fluorophores atteints par ce laser seront
donc désexcités, ce qui permettra d’observer uniquement la fluorescence des

fluorophores présents dans un espace restreint.
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3.4.3. Les microscopies de localisation de molécules

uniques

Les microscopies de localisation de molécules uniques (SMLM ou Single
molecule localization microscopy) se basent sur une stratégie qui consiste a
n’observer qu’un seul fluorophore a la fois. Ainsi, il est possible de déterminer avec
précision le centre de la PSF, c’est-a-dire de localiser le fluorophore. Pour exciter la
fluorescence de molécules uniques, on va avoir recours a l’activation/excitation
stochastique des fluorophores présents dans l’échantillon biologique. Un cycle
d’acquisition d’images en SMLM consiste donc a activer/exciter quelques molécules
fluorescentes dans le champ de microscopie, enregistrer leur image, puis les
éteindre. Ce cycle est répété un tres grand nombre de fois afin d’imager toutes les
molécules de U’échantillon. Par la suite, un traitement informatique permet de
localiser le centre de chacune des molécules fluorescentes et reconstituer l’image
finale qui est la somme de toutes les localisations. En théorie la résolution de cette
méthode d’imagerie pourrait atteindre la taille des fluorophores (quelques
nanometres), mais la précision de localisation du fluorophore étant dépendante du
nombre de photons détectés, la résolution des images issues de SMLM est le plus
souvent autour des 20 nm. Il existe de nombreuses méthodes de SMLM, avec
différentes manieres d’activer les fluorophores de |’échantillon. Je vais présenter ici

deux des techniques les plus utilisées, le PALM et le dSTORM.

Microscopie par localisation photo-activée (PALM)

La microscopie par localisation photo-activée (PALM ou photo-activated
localization microscopy) est une technique de SMLM basée sur l'utilisation de
protéines fluorescentes photo-transformables (Betzig et al., 2006). Il existe trois
principaux types de protéines fluorescentes photo-transformables (Adam, 2014;
Shcherbakova et al., 2014):

1- Les protéines fluorescentes photo-convertibles, comme Dendra2 ou mEos2,
sont constitutivement fluorescentes et ont la capacité de changer de longueur

d’onde d’émission apres avoir été irradiées par des ultraviolets (UV). Cette
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modification est irréversible et provient du clivage d’une liaison peptidique qui

modifie ainsi la conformation de la protéine.

2- Les protéines fluorescentes photo-activables comme PAmCherry ou PAmKate
ne sont pas constitutivement fluorescentes, mais le deviennent apres avoir été
illuminées par des UV. Dans la plupart des cas, cela provient de la décarboxylation
d’un résidu glutamate a proximité du chromophore. A la suite de cela, le
chromophore préalablement neutre devient anionique, qui est sa forme excitable.

Cette transformation est également irréversible.

3- Les protéines fluorescentes photo-commutables comme Dronpa ou mGeosM
ont la capacité de passer de ’état non-excitable a excitable apres avoir été irradiées
par des UV. La différence avec les protéines photo-activables réside dans le fait que
les protéines photo-commutables ont la capacité de revenir a un état non-excitable.
En effet, la transformation n’implique pas ici de réaction chimique, mais un

changement de conformation du chromophore.

Pour effectuer une étude en PALM, il faut exprimer dans la bactérie une protéine
fluorescente photo-transformable fusionnée avec la protéine d’intérét. Apres culture
dans un milieu défini, les cellules sont lavées, éventuellement fixées, et enfin
déposées entre lame et lamelle. Toutes les étapes jusqu’a la prise d’images doivent
étre effectuées dans un environnement le plus sombre possible afin de prévenir toute
photo-transformation des protéines fluorescentes. Pour la collecte de données PALM,
deux lasers doivent étre utilisés : le premier sera un laser UV utilisé a faible
puissance afin de photo-transformer les protéines fluorescentes de facon
stochastique (pour avoir tres peu de protéines photo-transformée a chaque prise
d’image), le second sera un laser dont la longueur d’onde est au plus proche du
maximum du spectre d’absorption de la protéine fluorescente. Ces deux lasers
peuvent étre utilisés en continu, ou séquentiellement selon la stratégie décidée par
’expérimentateur. La puissance du laser d’excitation reste identique tout au long
de la prise d’images, mais la puissance du laser UV augmentera durant la prise de
vue afin de contrebalancer la diminution de la quantité de fluorophores activables.
Plusieurs milliers d’images sont collectées (temps d’intégration d’une dizaine de

millisecondes) afin d’imager toutes les protéines fluorescentes dans le champ de
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microscopie ; la durée de collecte totale peut excéder 15 min. L’image finale est

reconstituée par traitement informatique grace au principe évoqué précédemment.

Microscopie directe de reconstruction optique stochastique (dSTORM)

La microscopie directe de reconstruction optique stochastique (dSTORM ou
direct Stochastic optical reconstruction microcopy) est une autre technique de
SMLM (Heilemann et al., 2008; van de Linde et al., 2011). Elle est basée sur le
scintillement de fluorophores organiques couramment utilisés en microscopie de
fluorescence conventionnelle comme les cyanines Alexa Fluor 647 (AF647) ou Cy3B,
ou les rhodamines Alexa Fluor 488 ou Atto 520 (Dempsey et al., 2011). Le principe
de base est la réduction stable et réversible de ces fluorophores afin de provoquer
un phénomene de scintillement de leur fluorescence (Fig. 14). Pour cela,
’échantillon est placé dans un tampon contenant un systeme enzymatique
consommant [’oxygene du milieu, ainsi qu’un agent réducteur (souvent la
mercaptoéthanolamine (MEA) ou le B-mercaptoéthanol (BME)). Une fois les
fluorophores éteints par irradiation avec une forte puissance de laser d’excitation
(irradiation en condition réductrice va entrainer l’addition d’un groupement thiol
sur le fluorophore et éteindre sa fluorescence), ils vont aléatoirement retrouver leur
état d’origine (état oxydé) de facon spontanée et/ou par irradiation aux UV. Le
protocole d’acquisition d’images est trés similaire a celui du PALM décrit dans le
paragraphe précédent. Une fois imagé, le fluorophore sera soit photoblanchi, soit de
nouveau éteint réversiblement. Une des différences majeures avec le PALM est donc
"impossibilité d’effectuer de quantification absolue puisque l’on ne peut pas savoir

si un méme fluorophore a scintillé une ou plusieurs fois.

Les fluorophores organiques peuvent étre associés a la molécule a imager de
différentes manieres. Il est possible de coupler le fluorophore a un anticorps
(primaire ou secondaire) ciblant une protéine d’intérét, il est possible également
d’utiliser un fluorophore comportant un groupement réactif ciblant un composé que
’on aura préalablement incorporé dans la cellule (desthiobiotine/streptavidine, ou
encore cycloaddition azide-alkyne par exemple (voir chapitre 3.2.1 de la section

Résultats).
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Figure 14 : Principe physique du dSTORM. Sur ce diagramme de Jablonski, un fluorophore, tel
que U'AF647 par exemple, est excitable dans son état fondamental singulet (Sq). Aprés avoir été
excité par absorption d’un photon, il est dans son état singulet excité ('F). Il peut se désexciter
soit par fluorescence (voir Fig. 13), soit par relaxation non-radiative en passant par un état
instable appelé triplet (°F). La molécule dans son état triplet peut réagir avec |’oxygéne du milieu
pour revenir a son état singulet fondamental, ou, en réagissant avec un agent réducteur du milieu
(RSH) peut former un radical anion (F°) stable. Le fluorophore sous cette forme peut enfin étre
oxydé par ’oxygene du milieu pour retourner a ’état fondamental singulet, c’est-a-dire étre de
nouveau excitable.
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3.5. Exemple d’utilisation de la microscopie
en biologie : le marquage de la synthése du

peptidoglycane

Les premieres observations de paroi bactérienne ont été faites par
microscopie électronique. Le PG étant peu dense aux électrons, il a fallu mettre en
place des techniques afin de le détecter. La premiere stratégie a été de marquer les
amines libres a la surface des bactéries par un atome lourd, dense aux électrons.
Cela a permis d’observer des parois bactériennes isolées (sacculi) en microscopie
électronique, et de prouver que la paroi confere leur forme aux bactéries (Formanek
and Formanek, 1970). L’inconvénient de cette technique est qu’elle n’est pas

spécifique au PG néo-synthétisé, mais marque toute la paroi.

Pour y remédier, la solution a été d’utiliser la D-cystéine qui n’est normalement
pas utilisée par les bactéries. Cet acide aminé est incorporé a la paroi par les
machineries de biosynthese du PG, par remplacement de la D-Ala terminale du
pentapeptide du PG (Caparros et al., 1992a, 1992b). Par la suite, un anticorps
capable de reconnaitre la D-cystéine est utilisé pour effectuer un immuno-marquage.
L’observation est réalisée en microscopie électronique si l’anticorps est couplé a des
billes d’or ou en microscopie optique de fluorescence si ce dernier est couplé a un
fluorophore (de Pedro et al., 1997).

Développée au début des années 80, la cryo microscopie électronique (cryo-EM)
a permis une meilleure conservation des structures biologiques en les vitrifiant par
congélation ultra-rapide. Cette méthode a permis l’observation du PG des bactéries
E. coli et P. aeruginosa avec une qualité exceptionnelle (Matias et al., 2003). En
effet, les deux membranes et la couche de PG périplasmique de ces bactéries ont pu
étre clairement distinguées. Afin de pouvoir étudier la synthese du PG et les
différentes protéines impliquées, il était nécessaire de pouvoir observer sa synthese

par microscopie optique de fluorescence.

Cela fut fait tout d’abord par Uutilisation d’antibiotiques couplés a des
fluorophores. Ainsi, la vancomycine qui reconnait le dipeptide D-Ala-D-Ala de la

chaine pentapeptidique du PG, permet le marquage spécifique de la zone de
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synthése puisque le PG mature posséde peu de chaines pentapeptidiques (Daniel and
Errington, 2003; Perkins and Nieto, 1974). Les molécules dérivées des antibiotiques
doivent étre utilisées avec grande précaution afin de ne pas affecter la physiologie

des bactéries observées car leur réle premier d’inhiber la croissance des bactéries.

En se basant sur les anciens travaux concernant les échanges d’acides aminés au
sein du PG, les équipes de Michael VanNieuwenhze et Yves Brun de l’Université de
l’Indiana ont développé des molécules fluorescentes dérivées de la D-Ala (les FDAA
ou Fluorescent D-amino acids) (Kuru et al., 2012, 2015). Ces molécules ont permis
de marquer les zones de synthese de PG dans un grand nombre de bactéries telles
que E. coli, B. subtilis, Agrobacterium tumefaciens, S. aureus, C. crescentus, ou
encore S. pneumoniae. Chez certaines bactéries Gram - comme E. coli ou A.
tumefaciens, les simples D-amino acides (D-Ala) sont échangés avec le 4°™ acide
aminé du peptide du PG (une D-Ala), alors que chez B. subtilis, une bactérie Gram
+, ils sont échangés avec le 5™ acide aminé (une D-Ala également). Le mécanisme
proposé pour les bactéries Gram + est l’échange entre le FDAA et la D-Ala distale des
pentapeptides par 'activité transpeptidases des PBPs (Fig. 15b) (Kuru et al., 2012).
Il a également été proposé que les simples D-amino acides pourraient étre incorporés
par la voie de biosynthése du lipide Il mais cette hypothése reste controversée
(Morales Angeles et al., 2017). Pour les bactéries Gram -, |’hypothése est que le 5¢me
acide aminé soit enlevé par une D,D-carboxipeptidase, puis que les L,D-
transpeptidases remplacent le 4™ acide aminé par le FDAA (Fig. 15¢) (Kuru et al.,
2012). Une deuxiéme stratégie de marquage basée sur ['utilisation de dipeptides D-
Ala-D-Ala a été développée en parallele. Les dipeptides sont incorporés au lipide I
par sa voie de biosynthese, lui-méme incorporé au PG naissant par l'activité GT des
protéines SEDS et des PBPs (Fig. 15d) (Liechti et al., 2014).

Les FDAAs ont permis des avancées majeures en microbiologie, comme par
exemple la découverte du PG chez certaines especes de Chlamydia (Liechti et al.,
2014; Pilhofer et al., 2013), ou encore le role de la dynamique des filaments de FtsZ
dans la synthése du PG (Bisson-Filho et al., 2017; Yang et al., 2017). Cependant,
"observation des FDAA est actuellement limitée a la microscopie optique
conventionnelle ou au SIM, ce qui limite la résolution des images obtenues a 100 nm,

soit seulerment un dixieme de la taille d’une bactérie.
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Figure 15 : Le marquage par les FDAA peut étre effectué a travers plusieurs mécanismes. (a)
Rappel de la composition d’un muropeptide chez S. pneumoniae. (b) Mécanisme proposé pour
Iincorporation des FDAA dans les bactéries a Gram positif. (c) Mécanisme proposé pour
U’incorporation des FDAA dans les bactéries a Gram négatif. (d) Mécanisme proposé pour
’incorporation des dipeptides D-alanyl-D-alanine. Le schéma présenté ici montre l"incorporation
de la molécule azide-D-alanyl-D-alanine dans le PG. Pour l"incorporation du dipeptide D-alanyl-D-
alanine-azide la seule différence est la position du résidu azide (boule rouge ans le schéma) au
sein du dipeptide, ce qui aura pour conséquence le marquage du 5™ acide aminé au lieu du 4°me,
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Résultats

1. Contexte et objectifs de ma these

L’objectif de ma these était de mieux comprendre comment les machineries
morphogénétiques s’assemblent dans la cellule et synthétisent le PG chez le
pneumocoque. La microscopie de fluorescence est une méthode de choix pour
étudier de tels mécanismes biologiques in vivo mais utilisée de facon
conventionnelle, sa résolution est limitée a environ 250 nm a cause de la diffraction
de la lumiere. Cette échelle avoisine le quart de la longueur d’une cellule de
pneumocoque (environ 1 pm) et par ailleurs, la grande majorité des protéines
morphogénétiques s’assemblent dans une région tres restreinte de la cellule qui est
la région équatoriale. Enfin, une étude de l’architecture de l’anneau Z en
microscopie de localisation de molécules uniques réalisée récemment dans le groupe
a montré que ’épaisseur axiale de I’anneau est comprise entre 95 et 127 nm (Jacq
et al., 2015). La stratégie expérimentale choisie pour réaliser mes objectifs de these
a donc logiquement été la microscopie de localisation de molécules uniques, qui
inclue les méthodes de PALM et de dSTORM (voir paragraphe 3.4.3 de U'introduction),
et permet d’atteindre des résolutions spatiales de 20 a 40 nm (Betzig et al., 2006;
Heilemann et al., 2008; van de Linde et al., 2011).

L’idée d’un marquage de la synthese du PG pour imagerie en dSTORM est née au
cours de ma these. Le développement de cette méthode nécessitait des compétences
en microbiologie, maitrisées par notre groupe, des compétences en dSTORM,
apportées par nos collaborateurs au sein de I’IBS (équipe PIXEL dirigée par Dominique
Bourgeois), et des compétences en chimie de synthése, absentes au sein de U’IBS.
Pour développer cette méthode, nous avons donc d’abord contacté les laboratoires
américains qui ont développé les FDAAs pour collaborer avec eux sur les aspects de
synthése chimique, mais pour des raisons de conflit d’intérét potentiel, ils n’ont pu

accepter notre proposition de collaboration.

Au cours de ma 1° année de thése j’ai donc travaillé sur l’assemblage des
machineries morphogénétiques. La stratégie expérimentale consistait a développer

la microscopie de localisation de molécules uniques en 2 couleurs chez le
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pneumocoque. L’objectif était de visualiser au sein d’une méme cellule la
localisation de FtsZ et d’un de ses partenaires, en particulier EzrA, afin de
comprendre comment ’anneau Z échafaude la machinerie de synthese du PG. Ces
travaux, qui ont été réalisés en collaboration avec les biophysiciens de |’équipe PIXEL
de UIBS (pour un support sur les aspects photophysiques du projet) sont détaillés

dans le paragraphe 2 de la section Résultats.

Au milieu de ma 2¢™e année de thése, nous avons eu l’opportunité de discuter
avec un chimiste de l’Université Grenoble Alpes, Yung-Sing Wong, qui travaille sur la
recherche de molécules ciblant les acides nucléiques, les transporteurs ABC ou les
membranes biologiques. Au cours de nos discussions, il est apparu que Y-S Wong
possédait toutes les compétences requises pour synthétiser les molécules dont nous
avions besoin pour marquer le PG nouvellement synthétisé a I’aide de fluorophores
utilisables en dSTORM. Au cours de mes 2™ et 3¢™e années de thése, en collaboration
avec Y-S Wong et ’équipe PIXEL, j’ai donc développé des outils permettant de
visualiser la synthése du PG en dSTORM et réalisé cette étude pionniére chez le
pneumocoque. Ces travaux sont détaillés dans le paragraphe 3 de la section

Résultats.
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2.Assemblage des machineries morphogéeneéetiques

2.1 Introduction

La morphogenése chez les ovocoques (qui incluent les lactocoques, les
entérocoques et les streptocoques, tel que S. pneumoniae) implique des protéines
affectées a Uélongation de la cellule, formant un complexe appelé
« |’élongasome », et des protéines affectées a la division de la cellule, formant un
complexe appelé « le divisome ». L’existence de ces complexes, l’identité des
protéines qui les composent, les activités enzymatiques qu’ils abritent et certaines
des interactions qu’ils impliquent sont supportées par des données de génétique,
biochimie, biophysique, biologie structurale et imagerie cellulaire. Toutefois, nous
ne savons pas encore tres bien comment [’assemblage et ’activité de ces complexes
sont régulés dans le temps et dans l’espace, et quelles sont les interactions physiques
et fonctionnelles entre eux. L’investigation des mécanismes d’assemblage de ces
complexes a pendant longtemps été limitée par la résolution de la microscopie
optique (environ 250 nm), ce qui correspond a peu prés au quart de la largeur d’une
cellule de pneumocoque. Ces dernieres années, la révolution de la microscopie
super-résolue a atteint la microbiologie et a permis de nombreuses avancées dans la
compréhension de ces mécanismes. Mon laboratoire d’accueil a fait partie des
laboratoires pionniers dans ['utilisation de la microscopie super-résolue chez les
bactéries, et le premier a mettre au point son usage chez le pneumocoque. En effet,
des 2012, en collaboration avec ’équipe PIXEL, dirigée par Dominique Bourgeois a
IBS, un travail de développement du PALM chez le pneumocoque a été effectué.
Apres de nombreux efforts et le travail de these d’un doctorant, Maxime Jacq, le
PALM a pu étre utilisé avec succes pour étudier le remodelage de l’anneau Z au cours
du cycle cellulaire chez le pneumocoque (Jacq et al., 2015). Grace a ce travail, des
données inédites sur la nanostructure de l’anneau Z au cours de la division ont été
décrites, une nouvelle sous-structure de l'anneau Z a été découverte (double
anneau), et le chemin a été ouvert pour ’étude des autres protéines de la division
en microscopie super-résolue. Dans la continuité de ce travail, nous voulions

comprendre comment certaines protéines régulent l’assemblage de ’anneau Z et
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comment la machinerie de synthése du PG s’assemble sur ce dernier. Parmi ces

protéines, nous nous sommes plus particulierement intéressés a EzrA.

Cette protéine est présente chez un grand nombre de bactéries a Gram positif,
dont de nombreux pathogenes ciblés par I’OMS comme des menaces majeures pour
la santé humaine (S. aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, S.
pneumoniae, Clostridium difficile et Enterococcus faecium). Cette protéine
essentielle chez le pneumocoque pourrait donc étre une cible intéressante pour la
recherche de nouveaux antibiotiques. De plus EzrA, qui est une protéine
membranaire dont la région soluble est localisée dans le cytoplasme (Fig. 10 de la
section Introduction), joue un role central et multiple dans la division. Par un
mécanisme encore inconu mais qui repose sur sa capacité a inhiber la polymérisation
de FtsZ, EzrA inhibe l’assemblage d’anneaux Z sur des sites autres que le site de
division (Levin et al., 1999). Il a également été proposé qu’EzrA stabilise I’anneau Z
une fois assemblé au centre de la cellule (Steele et al., 2011). Enfin, EzrA interagit
directement avec FtsZ et avec DivIVA et GpsB, elles-méme en interaction directe
avec les PBPs ; EzrA joue donc un réle majeur dans la connexion entre l’anneau Z
cytoplasmique et les machineries de synthese du PG qui sont

extracellulaires (Claessen et al., 2008; Fleurie et al., 2014; Steele et al., 2011).

Dans le but de mieux comprendre comment EzrA s’assemble sur ’anneau Z et
comment elle assure sa connection avec les synthases du PG, nous avons cherché a
adapter une méthode de microscopie super-résolue a 2 couleurs chez le
pneumocoque, pour observer dans une méme cellule la nanostructure d’EzrA et de
FtsZ.
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2.2 Résultats et discussion

1. Construction d’une souche de S. pneumoniae exprimant la protéine de

fusion EzrA-spDendra2

Dans le but d’observer EzrA en PALM, il nous fallait construire une souche de
pneumocoque exprimant la protéine EzrA fusionnée a une protéine fluorescente
phototransformable. La précédente étude de notre équipe basée sur le PALM avait
utilisé la protéine fluorescente photo-convertible spDendra2 (voir chapitre 3.4.3 de
la section Introduction), dérivée de Dendra2 et optimisée pour une utilisation chez
S. pneumoniae (Jacq et al., 2015). De plus, dans cette méme étude, il avait été
montré que 'imagerie PALM chez le pneumocoque était de meilleure qualité lorsque
le géne fusionné a spdendra2 était exprimé au site endogene. Nous avons donc décidé
de créer la souche ezrA::ezrA-spdendra2. Pour ce faire, nous avons utilisé la
technique de biologie moléculaire appelée Janus, permettant de modifier le génome
du pneumocoque sans introduire de cassette de résistance dans la région modifiée,
limitant ainsi au maximum les effets polaires de la mutation ou de la délétion de
gene (Sung et al., 2001). Pour les détails de la construction de la souche, voir la

section Matériel et méthodes.

2. La fusion EzrA-spDendra2 permet d’observer la nanostructure de I'anneau

formé par EzrA en PALM

Les collectes et traitements de données PALM avec la souche portant le gene de
fusion ezrA-spdendra2 ont été effectués dans les mémes conditions que ceux réalisés
avec la souche exprimant le gene de fusion ftsZ-spdendra2. La précision de
localisation moyenne des protéines fluorescentes imagées est de 28 + 5 nm, et le
nombre moyen de localisations est de 166 + 62 localisations par cellule. La totalité
des cellules exprime la protéine de fusion EzrA-spDendra2, qui présente un profil de
localisation annulaire, observé en projection 2D le long de |’axe radial dans la plupart
des cellules (Fig. 16a). Cependant, il arrive parfois que certaines cellules prennent

une orientation différente. Pour les cellules en question, il est possible d’observer
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la structure annulaire de dessus (Fig. 16b). Nous pouvons ici observer que, tout
comme FtsZ, I’anneau formé par la protéine EzrA n’est pas homogene, mais présente
des amas protéiques hétérogenes. Ces amas sont parfois méme séparés par des zones
tres sombres, suggérant que la structure annulaire formée par EzrA n’est pas
continue. Toutefois, ne sachant pas quelle est la proportion de molécules d’EzrA qui
ont été imageées, il faut rester prudent quant a ’interprétation de ces zones de faible
densité de signal. Elles pourraient constituter des régions dépourvues de molécule
d’intérét, mais peut-étre aussi résulter d’une photo-conversion non homogene de
spDendra2 au sein du complexe de division. La nanostructure d’EzrA ressemble
toutefois a celle de ’anneau Z, ce qui est cohérent avec le fait qu’EzrA interagisse

avec FtsZ.

Nous n’avons pas cherché a comparer de facon plus poussée les nanostructures
de FtsZ et EzrA observées en PALM simple couleur. En effet, cette analyse aurait
manqué de rigueur sachant que les observations de FtsZ et EzrA n’auraient pas été
réalisées au sein d’une méme cellule. Pour réalier une étude plus robuste, nous avons
décidé de mettre en place la microscopie super-résolue a 2 couleurs, afin d’observer

la nanostructure des anneaux formeés par FtsZ et EzrA dans une méme cellule.

a b

Figure 16 : Microscopie super-résolue PALM des cellules exprimant la fusion endogéne EzrA-
spDendra2. (a) Champ large en PALM de cellules de pneumocoque exprimant la protéine de fusion
endogéne EzrA-spDendra2. Barre d’échelle = 1 pm. (b) Détail du champ de microscopie PALM
montrant un anneau formé par EzrA-spDendra2 dans une cellule qui présente un angle d’inclinaison
par rapport a l’axe longitudinal. Barre d’échelle = 200 nm.
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3. Mise en place de la microscopie super-résolue a 2 couleurs chez

S. pneumoniae

Il existe plusieurs facons d’observer un échantillon en SMLM a 2 couleurs. Il
est possible de combiner les techniques de PALM et de dSTORM de différentes
manieres, en PALM-PALM, PALM-dSTORM, et dSTORM-dSTORM. Le PALM-PALM
consiste a exprimer deux protéines d’intérét fusionnées chacune a une protéine
fluorescente photo-transformable de couleur différente. Le PALM-dSTORM consiste
a effectuer un immunomarquage avec un fluorophore utilisable en dSTORM sur des
cellules fixées exprimant une protéine fusionnée avec une protéine fluorescente
photo-transformable. Enfin, le dSTORM-dSTORM consiste a effectuer deux
immunomarquages successifs avec deux fluorophores de couleur différente,
utilisables en dSTORM. Chacune des techniques a ses avantages et ses inconvénients,
et le choix stratégique doit prendre en compte tous les parametres, comme la
disponibilité d’anticorps ou de nanobodies ciblant la protéine d’intérét, ou la
fonctionalité de la protéine d’intérét fusionée a la protéine photo-transformable. En
plus des difficultés inhérentes aux techniques de SMLM simple couleur, U'utilisation
d’une deuxieme couleur pose de nombreux problémes photophysiques. En effet, la
nature ondulatoire de la lumiére suppose que deux signaux lumineux a deux
longueurs d’ondes différentes se comporteront de maniere différente dans le
microscope, ce qui provoquera des aberrations chromatiques latérales et axiales
(décalage du signal lumineux et plan focal différent) (Pour une excellente revue sur
la résolution des problemes liés a la SMLM a 2 couleurs voir : Georgieva et al., 2016).
Enfin, imager au cours d’une méme expérience deux fluorophores, méme
séquentiellement, implique une gestion parfaite des spectres d’émission et
d’excitation des deux fluorophores et nécessite parfois des montages optiques

complexes.

Etant donné que nous disposions de la souche exprimant la protéine de fusion
FtsZ-spDendra2 au site endogene de ftsZ (FtsZ-spDendra2 est la seule copie de FtsZ
dans la cellule), la souche exprimant EzrA-spDendra2 au site endogene d’ezrA (EzrA-
spDendra2 est la seule copie d’EzrA dans la cellule), et d’anticorps contre FtsZ ou
EzrA, nous avons choisi la technique du PALM-dSTORM. Avant de pouvoir observer les

deux protéines dans une méme souche, nous voulions nous assurer que la
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nanostructure de FtsZ-spDendra2 imagée en dSTORM a ’aide d’anticorps anti-FtsZ
fluorescents (couplés ici a UAlexa Fluo 647 ou AF647) était similaire a la
nanostructure de FtsZ-spDendra2 imagée en PALM dans la méme cellule. La fusion
FtsZ-spDendra2 étant la seule copie de FtsZ dans la cellule, cette expérience était

un controle parfait avant d’initier les expériences de co-localisation de FtsZ et EzrA.

Nous avons donc observé la souche exprimant la protéine de fusion FtsZ-
spDendra2, aprés avoir effectué un immunomarquage de FtsZ en utilisant un
anticorps primaire de lapin anti-FtsZ, puis un anticorps secondaire ciblant les
immunoglobulines de lapin. L’anticorps secondaire était lié a une molécule d’AF647,
qui est le fluorophore le plus couramment utilisé en dSTORM. Ces cellules,
immergées dans un tampon adéquat pour induire le scintillement de ’AF647, ont été
imagées en dSTORM sans illumination UV afin d’éviter de photo-convertir spDendra2,
puis imagées en PALM par photoconversion de spDendra2 a ’aide d’un laser UV. Nous
avons observé plusieurs bactéries présentant un angle d’inclinaison par rapport a
’axe longitudinal, nous permettant d’observer la nanostructure de l’anneau Z en

vue de dessus (Fig. 17).

Nous avons réussi a obtenir des images de [’anneau Z dans les deux couleurs
(orangée pour spDendra2 et rouge foncé pour ’AF647). Cependant, nous observons
que méme si les anneaux se superposent globalement, les amas protéiques observés
par 'une au l'autre des techniques ne se superposent pas. Cette non co-localisation
des amas protéiques n’est certainement pas due a la présence de deux versions de
FtsZ (FtsZ-spDendra2 et version non fusionnée de FtsZ) car 1) la seule copie de FtsZ
dans la souche utilisée est la protéine de fusion FtsZ-spDendra2, et 2) l’analyse du
contenu de nos cellules par Western Blot a ’aide d’un anticorps anti-FtsZ n’a pas
révélé de clivage protéolitique qui aurait pu libérer du FtsZ non fusionné a

spDendra2.

Plusieurs raisons peuvent expliquer ce résultat. Tout d’abord, il est possible
que la présence de la protéine fluorescente fusionnée a FtsZ cache certains épitopes
de FtsZ, limitant sa reconnaissance par les anticorps dans certaines régions. Il est
possible également que ce soit la fixation de FtsZ a certains partenaires qui limite la
fixation des anticorps. Nous savons également que seulement 20% des molécules de

spDendra2 sont imagées dans cette souche (Jacq et al., 2015). Il se pourrait donc
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que le sous-échantillonage des fusions FtsZ-spDendra2, associé au sur-échantillonage
de Uanticorps polyclonal ciblant FtsZ soit responsable des différences observées.
Cette expérience contrdle qui montre que FtsZ-spDendra2 ne co-localise pas avec
elle-méme indique que la méthode PALM/dSTORM ne permet pas d’étudier la co-
localisation d’amas protéiques entre FtsZ et un partenaire chez le pneumocoque.
Nous ne pouvons donc pas utiliser cette méthode en U’état pour déterminer si les
amas protéiques de FtsZ et d’EzrA sont co-localisés. Une des solutions envisagées
pour résoudre ce probleme est d’utiliser la stratégie du PALM-PALM ou
dSTORM/dSTORM en utilisant des fluorophores compatibles.

AF647 spDendra2 superposition

Cellule 1

Cellule 2

Figure 17 : Imagerie PALM-dSTORM 2-couleurs de I’anneau Z. Détails d’un champ de microscopie
PALM-dSTORM représentant deux cellules observées selon un angle d’inclinaison par rapport a
’axe longitudinal. Les fléches oranges pointent les amas protéiques observées dans chacune des
images. La souche exprimant la protéine de fusion FtsZ-spDendra2 a été utilisée pour une
expérience d’immuno-marquage. Les cellules fixées ont été incubées avec un anticorps primaire
de lapin anti-FtsZ, suivi de Uincubation avec un anticorps secondaire dirigé contre
immunoglobuline de lapin, couplé au fluorophore AF647. Les cellules immunomarquées ont été
immergées dans un tampon de dSTORM, ensuite imagées selon un protocole d’imagerie PALM, puis
imagées selon un protocole d’imagerie dSTORM. Barre d’échelle = 200 nm.
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3. Synthése du peptidoglycane

3.1 Introduction

La synthése du PG a d’abord été observée en microscopie optique en utilisant
des sondes fluorescentes dérivées des antibiotiques, comme la vancomycine, la
bocilline, ou encore la céphalosporine par exemple (Daniel and Errington, 2003;
Kocaoglu et al., 2012). La vancomycine reconnait le dipeptide D-Ala-D-Ala présent
dans les pentapeptides portés par le lipide Il ou le PG nouvellement synthétisé, alors
que la bocilline ou la céphalosporine, des antibiotiques de la famille des B-

lactamines, se lient de maniere covalente aux PBPs.

Un second type de marquage est basé sur l'utilisation de dérivés de la D-Ala. En
2012, des D-amino acides fluorescents ont été développés (FDAAs ou « Fluorescent
D-amino acids »), et ont permis le marquage du PG nouvellement synthétisé chez de
nombreuses bactéries comme E. coli, B. subtilis, A. tumefaciens, S. aureus, C.

crescentus, ou encore S. pneumoniae (Kuru et al., 2012) (Voir paragraphe 3.5 de la

section Introduction). Cette technologie a été utilisée dans un grand nombre

d’études, qui ont permis des avancées dans la compréhension de la physiologie de
nombreuses bactéries (Pour une revue compléete voir (Radkov et al., 2018)). Les
FDAAs peuvent étre utilisés en microscopie de fluorescence conventionnelle (qui
permet d’obtenir une résolution spatiale d’environ 250 nm) ou en microscopie SIM
(Structured illumination microscopy), qui permet d’atteindre une résolution deux
fois supérieure (environ 110 nm) (Wegel et al., 2016). La résolution spatiale du SIM
reste toutefois insuffisante pour visualiser le processus de synthese du PG au sein de
la région d’assemblage des machineries morphogénétiques chez le pneumocoque car
|’épaisseur axiale de ’anneau Z varie de 95 a 127 nm (Jacq et al., 2105). C’est
pourquoi nous avons décidé de développer une méthode de marquage de la synthese
du PG basée sur des dérivés de D-amino acides mais permettant une observation en
dSTORM, qui permet d’atteindre une résolution spatiale de l'ordre de la dizaine de

nanometres (voir paragraphe 3.4.3 de la section Introduction).
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3.2 Résultats

1. Conception de sondes pour visualiser la synthése du peptidoglycane en

dSTORM

Les FDAAs ont de multiples avantages : ce sont de petites molécules
facilement synthétisables, qui n’inhibent pas la croissance des bactéries, et qui sont
utilisables chez un treés grand nombre d’especes bactériennes. Les FDAAs disponibles
au début de ma thése n’étaient pas utilisables en dSTORM, c’est pourquoi nous avons

da développer des dérivés de D-Ala adaptés a cette technique.

Un des fluorophores les plus couramment utilisés en dSTORM est I’ Alexa Fluor
647 (AF647). Il s’agit d’un fluorophore de la famille des cyanines, trés brillant
(c’est-a-dire qui émet un tres grand nombre de photons), donc apportant une
excellente précision de localisation (Dempsey et al., 2011). De facon analogue aux
FDAAs, nous avons envisagé de  synthétiser des dérivés de
D-Ala directement couplés a ce fluorophore. Cependant, une des stratégies de
marquage consiste en U'import d’un dipeptide a U'intérieur de la bactérie pour
incorporation dans le lipide Il. Il nous semblait donc qu’une molécule AF647-D-Ala-
D-Ala serait trop volumineuse pour rentrer efficacement dans la cellule et/ou
pourrait bloquer la synthese du lipide II. De plus, synthétiser plusieurs dérivés D-Ala

associés a des fluorophores différents aurait été un travail tres long et couteux.

Pour pallier a ces problemes de synthese et de marquage, nous avons décidé de

mettre en place une méthode basée sur la chimie click.

La chimie click regroupe un ensemble de réactions chimiques dites
biocompatibles, permettant d’établir une liaison covalente entre deux molécules,
dans des conditions de réaction simple (Kolb et al., 2001). Une des méthodes de
chimie click les plus utilisées en biologie est la réaction de cycloaddition azide-
alkyne (AAC). Cette réaction permet la création d’une liaison covalente entre un
azide et un alkyne, qui peut étre catalysée soit par la présence de cuivre dans le
mélange réactionnel (Rostovtsev et al.; Tornge et al., 2002), soit par 'utilisation

d’un dérivé du cyclooctyne, le dibenzocyclooctyne (DIBO) par exemple, comme
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support pour l'alkyne, ne nécessitant plus de catalyseur extérieur (Agard et al.,
2004) (Fig.18).

a
.
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Figure 18 : Réaction de cycloaddition azide-alkyne (AAC). (a) Réaction AAC catalysée par du
cuivre (CuAAC). (b) Réaction AAC spontanée (SPAAC), la tension du cycle cyclootyne entraine une
diminution de |’énergie d’activation et permet a la réaction d’avoir lieu a température ambiante,
en ’absence de catalyseur.

Deux stratégies étaient possibles : coupler la D-Ala au groupement azide qui se
lierait a une cyclooctyne, ou a linverse coupler la D-Ala a une cyclooctyne qui
réagirait avec un azide. Le composé azide-D-Ala est structuralement plus proche de
la D-Ala que le composé DIBO-D-Ala, ce qui réduit les risques d’encombrement
stérique lorsque la molécule est intégrée au PG (Fig. 19a). De plus, il est possible de
trouver dans le commerce des fluorophores couplés au DIBO ou a d’autres

cyclooctynes. Nous avons donc choisi de coupler les dérivés de D-Ala a ’azide.

Afin de tester les deux voies d’incorporations des D-aminoacides (voie
extracellulaire par U’activité TP des PBPs pour les simples D-Ala ; voie intracellulaire

de biosynthese du lipide Il et activité GT des SEDS et PBPs pour les dipeptides D-Ala-

88



D-Ala ; voir paragraphe 3.5 de la section Introduction pour une decription des

ménanismes d’incorporations), notre collaborateur (Y-S Wong) a synthétisé les

composées suivants : azide-D-alanine (zDA), azide-D-alanyl-D-alanine (zDADA), et D-
alanyl-D-alanine-azide (DADAz) (Fig. 19).

D-Alanine

HoN, \(J\ X HoN,

zDA DIBO-DA

D-Alanyl-D-Alanine

H
o N
N ToM

DADAz zDADA

Figure 19 : Conception des réactifs pour le marquage de la synthése du PG. (a) Pour lier la D-
alanine au fluorophore il y a deux possibilités, ajouter un groupement azide a la D-alanine qui
réagira avec un fluorophore couplé a une molécule de DIBO, ou ajouter la molécule de DIBO sur
la D-alanine, afin de la faire réagir avec un fluorophore azidé. Afin de limiter le plus possible les
risques d’encombrement stérique, nous synthétisé la version azidée de la D-alanine. (b) Afin de
tester l'incorporation du dipeptide D-alanyl-D-alanine, il est possible de disposer le groupement
azide sur le carbone B en position N-terminale ou C-terminale du dipeptide. Nous avons synthétisé
les deux molécules afin de tester ’influence de la position du fluorophore sur le marquage du PG.
Les molécules synthétisées sont encadrées en rouge. zDA : Azide-D-alanine, DIBO-DA :

Dibenzocyclooctyne-D-alanine, DADAz :

alanine.
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2. Le zDADA est la molécule qui permet le meilleur marquage.

Nous avons testé les 3 réactifs par une méthode de marquage en deux étapes
incluant une réaction de chimie click : en bref, les cellules en phase de croissance
exponentielle sont incubées sur de courtes durées (5 minutes) avec les dérivés de D-
aminoacides (DAAs), période au cours de laquelle ces molécules sont intégrées au
PG. Les cellules sont ensuite fixées pour bloquer ’incorporation de DAAs, lavées,
puis incubées en présence de DIBO-AF647 qui va se lier de facon covalente aux DAAs
(Kuru et al., 2012; Liechti et al., 2014).

Avec le zDA (incorporé au PG par ’activité TP des PBPs), nous observons un
marquage faible dans la zone de synthese du PG, difficilement distinguable du bruit
de fond observé a la surface des cellules (Fig. 20). Plusieurs hypotheses peuvent
expliquer cela. Sachant que le zDA permet de marquer les chaines peptidiques en
position 5 (derniére D-Ala), il est possible que la majorité du zDA incorporé ait été
clivé par la D,D-carboxypeptidase DacA ou par l’activité transpeptidase des PBPs,
car la proportion de pentapeptides chez le pneumocoque n’excéde pas 3% (Bui et
al., 2012). Il est possible également que ’activité d’échange de la D-Ala terminale
par du zDA ne soit pas suffisamment efficace pour obtenir une densité de marquage
satisfaisante en dSTORM, bien que suffisante pour une imagerie en fluorescence
conventionnelle. Afin d’explorer ces hypotheses, nous avons décidé d’utiliser la
seconde voie d’incorporation des D-aminoacides marqués (via la voie de biosynthese
du lipide Il et Uactivité GT des SEDS et PBPs), basée sur [’utilisation de dipeptides D-
Ala-D-Ala. Nous avons donc marqué le PG naissant a [’aide des dipeptides DADAz et
zDADA.

Nous observons un marquage tout aussi faible avec le DADAz qu’avec le zDA (Fig.
20). Le point commun entre les deux marquages est qu’ils permettent tous deux
d’incorporer le groupement azide sur le 5°™ acide aminé de la chaine peptidique du
PG. Cette observation supporte donc ’hypothése que le groupement azide incorporé
en position 5 a ’aide du zDA et du DADAz est rapidement éliminé par clivage du 5™

résidu des chaines pentapeptidiques.

Le marquage par le zDADA en revanche a permis d’obtenir un signal tres dense
au niveau du site de division parental et des futures cellules filles (Fig. 20). Le zDADA

permet ’incorporation du groupement azide sur le 4™ acide aminé du peptide et
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est incorporé dans le PG par la méme voie que le DADAz (biosynthése du lipide Il et
activité GT des SEDS et PBPs).

L’ensemble de ces observations suggere que la position de l’acide aminé marqué,
plutot que la voie d’incorporation du dérivé azidé, est importante pour obtenir un
fort taux de marquage. Chez le pneumocoque, un marquage des chaines
peptidiques du PG en position 4 permet donc d’obtenir le meilleur rapport

signal/bruit en imagerie dSTORM.

dSTORM

Champ clair

Figure 20 : Le dipeptide azidé en position N-terminale permet un meilleur marquage en
dSTORM. Les cultures bactériennes ont été incubées pendant 5 min a 37°C en présence d’une des
trois molécules a une concentration finale de 250 pM, puis apres fixation, les cellules ont été
incubées dans une solution de PBS 1X contenant du DIBO-AF647 a une concentration de 10 mM.
Les images du haut montrent les images reconstruite dSTORM, celles du bas correspondent au
méme champ de microscopie imagé en champ clair. zDA : Azide-D-alanine, DADAz : D-alanyl-D-
alanine-azide, zDADA : Azide-D-alanyl-D-alanine. Barre d’échelle = 1um.
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3. Acquisition et analyse biophysique des images dSTORM.

Le marquage par le zDADA a permis d’obtenir environ 1308 +/- 664
localisations (n = 228) par cellule. Peu de temps avant la rédaction de ce manuscrit,
une étude de la synthese du PG en dSTORM chez S. aureus avait permis d’obtenir un
nombre moyen de 683 localisations par cellule (Lund et al., 2018) (section réponse
aux rapporteurs). Dans cette étude, le PG avait été marqué par chimie click a 'aide

de zDADA, d’AF647-alkyne, en présence d’un catalyseur cuivre.

Le marquage du jeune PG par le zDADA a permis d’observer les zones de
synthese a une résolution inédite chez le pneumocoque. La précision de localisation,
c’est-a-dire la distance minimale séparant deux molécules qui permet de localiser le
centre de chacun des signaux fluorescents (voir la section Matériel et méthodes),
est de 18 + 5 nm. La résolution spatiale des images reconstruites, directement reliée
a la densité d’échantillonnage au niveau des structures observées (voir la section

Matériel et méthodes), a été évaluée a partir de 110 cellules et estimée a 18 nm.

Ce niveau de résolution a permis de révéler des détails non visualisables en
microcopie de fluorescence conventionnelle, et de faire des mesures précises des
dimensions des zones de synthese du PG. En nous basant sur le profil de localisation
des zones de synthese du PG, sur la morphologie des cellules observées en champ
clair et sur le diametre de la zone de synthése parentale, nous avons classé les
cellules en trois groupes, correspondant a des étapes successives du cycle cellulaire.
La 1¢r étape (étape l) correspond aux cellules qui synthétisent du PG au niveau de
leur équateur, et qui ne présentent pas de constriction apparente a ce site. A cette
étape la zone annulaire marquée par le zDADA a un diametre compris entre 1200 nm
et 800 nm. La 2" étape (étape Il) correspond aux cellules qui présentent clairement
une constriction au milieu de la cellule mais ne montrent pas d’activité de synthese
du PG dans la zone équatoriale des deux futures cellules filles. A cette étape la zone
annulaire marquée par le zDADA a un diamétre compris entre 850 nm et 550 nm.
Enfin, la 3®me étape (étape lll) correspond aux cellules en fin de division : un
marquage est encore observé au niveau du site de division parental et deux nouveaux
sites de marquage sont observés a l’équateur des futures cellules filles (Fig. 21a).
A cette étape, la zone annulaire parentale marquée par le zDADA a un diamétre

inférieur 650 nm.
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4. La zone de synthese du peptidoglycane évolue similairement a 'anneau Z au

début de la division et s’en dissocie par la suite.

Sur un échantillon de 238 cellules analysées, 62 % des cellules étaient a I’étape
I, 17 % a Uétape I, et 16 % a ’étape lll. 4 % des cellules présentaient quant a elles
une synthese de PG atypique, sous la forme d’un « V » ou d’un double anneau par
exemple (Fig. 21b). Les méme profils de localisation avec des statistiques similaires
ont été observés lors de I’étude de FtsZ (couplée a la protéine photoconvertible
spDendra2) en PALM (Jacq et al., 2015). En effet, dans cette étude, 57 % des cellules
étaient a 'étape |, 24 % a U'étape Il, et 15% a ’étape lll (Fig. 21c). Etant donné que
les deux études ont été effectuées en état de régime permanent (voir section
Matériel et méthodes), nous pouvons considérer que la proportion de cellules dans
une méme étape du cycle cellulaire représente le temps relatif que dure cette étape.
Nous pouvons estimer que la proportion de cellules a chaque étape de la division est
similaire entre les deux expériences. En effet, il y a légerement plus de cellules a
I’étape | dans notre analyse, mais cela vient tres probablement de la différence
d’appréciation de Uexpérimentateur dans l’analyse de quelques cellules pour
lesquelles il est difficile de déterminer si la constriction a débuté ou non. Nous en
déduisons que la machinerie de synthese du PG est présente et active au site de

division sur des durées similaires a la localisation de FtsZ.

Les diameétres de ’anneau de syntheése du PG et de l’anneau Z sont tres
proches dans les deux 1¢s étapes de la division. Pour les cellules a U’étape I, ces
diamétres sont compris entre 1200 nm et 800 nm pour le PG marqué, et entre 1200
nm et 700 nm pour l’anneau Z. Pour les cellules a l’étape Il, les diametres de la zone
de synthese du PG et de l’anneau Z sont respectivement compris entre 850 nm et
550 nm, et entre 800 et 450 nm. En prenant en considération le fait que le PG est
synthétisé a la surface de la cellule, et que FtsZ est localisée dans le cytoplasme, il
y a une distance approximative de 50 nm entre les deux marquages, ce qui résulte
en une différence de 100 nm au niveau du diametre des zones annulaires de
marquage. Nous pouvons donc supposer que les dynamiques de localisation
(positionnement et vitesse de diminution du diamétre annulaire) de la zone de
synthése du PG et de ’anneau Z sont similaires pour les deux 1¢s étapes de la

division. A U’étape lll, la zone de synthése du PG a un diamétre inférieur a 650 nm
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contre 450 nm pour ’anneau Z, indiquant que la synthése du PG est retardée par
rapport a la constriction de [’anneau Z a la fin du cycle cellulaire. Cette observation
est cohérente avec le découplement de la localisation des PBPs et de ’anneau Z
observé par microcopie de fluorescence conventionnelle et 3D-SIM (Land et al., 2013;
Morlot et al., 2003).

Toutes ces données nous permettent de confirmer que l’évolution de la zone de
synthése du PG est corrélée avec l’évolution de ’anneau Z, du début de la division
jusqu’a ce que les deux cellules filles commencent leur cycle de division. A ce
moment-la, la progression de la zone annulaire de synthese du PG et celle de

’anneau Z se découplent jusqu’a la fin de la division de la cellule mere.

Durant chacune des trois étapes du cycle cellulaire, le diametre de la zone
annulaire de synthése du PG diminue de maniere statistiquement significative (Fig.
21d). La SMLM permet non seulement de mesurer des dimensions d’architecture de
localisation, mais également d’estimer le nombre de molécules fluorescentes dans
chaque structure observée. Contrairement au PALM, le dSTORM ne nous permet pas
de quantifier de maniére absolue le nombre de fluorophores, mais permet toutefois
de compter et comparer le nombre de molécules imagées dans différentes cellules
sur un méme champ de microscopie. Le comptage des molécules imagées a révéle
qu’il n’y a pas de différence significative d’incorporation de PG entre les étapes | et
Il alors que le diameétre de la zone d’incorporation chute de facon significative (Fig.
21d). L’étude PALM de FtsZ chez le pneumocoque avait également montré que le
nombre de copies de FtsZ dans ’anneau Z ne diminue pas entre l’étape | et ’étape
II, bien que le diametre de ’anneau Z entre ces deux étapes diminue de facon
significative (Jacq et al., 2015). Cette observation suggere que la capacité des
filaments de FtsZ a échafauder la machinerie de synthese du PG, ainsi que l'activité
globale de cette derniére, ne varient pas entre les étapes | et Il. Enfin lors de |’étape
[ll, FtsZ est partiellement relocalisée a |’équateur des deux cellules filles, ce qui
diminue le nombre de molécules au site de division de la cellule mere. Cette
observation est corrélée avec le fait que le nombre de localisations relatives au
marquage du PG dans la zone de synthese parentale diminue également
drastiquement entre les étapes Il et Il (Fig. 21d). Malgré un découplage dans la

localisation de l’anneau Z et de la zone annulaire de syntheése du PG en fin de
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division, U'activité de synthese du PG évolue donc de facon cohérente avec la

dynamique (vitesse de constriction, nombre de molécules) de l’anneau Z.
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Figure 21 : Les trois étapes de la division du pneumocoque. (a) Schéma des trois étapes de la
division du pneumocoque montrant les zones de synthése du PG (zone rouge) et la morphologie
de la cellule. (b) Cellules représentatives des différentes étapes schématisées en (a). Les cellules
ont été incubées 5 min en présence de 250 pM de zDADA, puis fixées, lavées et incubées en
présence de 10 mM de DIBO-AF647. Barre d’échelle = 500 nm. (c) Comparaison du pourcentage de
cellules a chaque étape de la division en fonction du marquage observé, zDADA (Gris foncé) ou
FtsZ (Gris clair). (d) Dispersion de la population des cellules en terme de diamétre de la zone
d’incorporation du PG, rapportée en fonction du nombre de localisations observées. Les trois
populations correspondent aux cellules a l’étape | (Rouge), ’étape Il (Vert), et l’étape Ill (Bleu).
*** indique p < 0,001 (voir la section Methodes pour le test statistique utilisé).
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5. Lafermeture compléte du septum n’a lieu qu’a la fin de la division.

Un des problemes posés par la microscopie optique est que le signal que l’on
observe est la somme des fluorophores présents dans la profondeur de champ, qui
est dans nos expériences inférieure, mais toutefois relativement proche, du diametre
des cellules de pneumocoque (< 700 nm). Le pneumocoque, par sa forme ovoide, se
dépose systématiquement selon son axe longitudinal. Les profils de localisation
observés sont donc généralement des lignes qui résultent de la projection 2D de
régions annulaires selon l’axe radial de la cellule. Dans notre étude, cela pose
probleme car nous cherchons a connaitre la structure fine de la région
d’incorporation du PG, en particulier ici le septum (disque plein ou couronne
circulaire de PG au centre de la cellule en division), il nous faut donc |’observer sous

un autre angle.

Pour parvenir a imager la bactérie sous un autre angle, plusieurs stratégies
peuvent étre mises en place. Par exemple, il est possible d’utiliser des techniques
de microscopie 3D telle que celle basée sur ’astigmatisme en SMLM. Une autre
possibilité est de changer physiquement [’orientation des bactéries sur le support de
microscopie. Cela peut étre effectué de plusieurs manieres, par dépot des bactéries
sur un support contenant des puits qui vont permettre d’orienter [’axe longitudinal
de la bactérie a environ 90° par rapport au plan focal (Bisson-Filho et al., 2017). La
méthode que j’ai choisie consiste a déposer l’échantillon entre deux lamelles
hydrophobes qui vont laisser entre elles une plus grande distance que deux lamelles
hydrophiles. Si la distance est suffisante, les cellules auront la possibilité de se placer
dans presque toutes les orientations, ce qui permettra de les observer sous tous les
angles. Il ne faut cependant pas que la distance entre les deux lamelles soit de plus
de quelques micrometres sinon les bactéries bougent, ce qui est incompatible avec

la SMLM, dont la durée d’acquisition peut dépasser 15 min.

Dans le but d’observer la structure du septum, les bactéries ont été incubées
une heure en présence de zDADA afin de marquer le PG au cours d’un ou plusieurs
cycles de division. Aprés fixation et ajout du fluorophore, les cellules ont été
observées en dSTORM entre deux lamelles hydrophobes. On observe sur un champ de
microscopie des cellules présentant plusieurs orientations, bien que la majorité se

soit déposée le long de ’axe longitudinal (Fig. 22a). La premiére chose que nous
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observons est que les cellules ont été marquées sur ’ensemble de leur surface mais
que le marquage a un aspect granuleux et hétérogene. Cet aspect pourrait provenir
du fait que les tétrapeptides (sous forme de monomeres, diméres ou trimeres) ne
représentent que 23% des chaines peptidiques du PG chez S. pneumoniae (contre 3%
pour les pentapeptides et 45% pour les tripeptides) (Voir Annexe 3) (BuiVollmer2012).
En effet, une partie des tétrapeptides est transformée par la L,D-carboxypeptidase

DacB en tripeptides, et ces derniers ne porteront donc pas de marquage fluorescent.

En sélectionnant des cellules présentant un angle d’inclinaison par rapport a l’axe
longitudinal, il nous est possible de visualiser la progression du septum (Fig. 22b). On
observe globalement un signal plus fort au niveau du septum que sur le reste de la
surface bactérienne. Nous pouvons proposer des hypotheses expliquant ce résultat.
Tout d’abord, il se peut que la proportion de tetrapeptides soit plus importante au
niveau du septum que sur le reste de la surface de la cellule. Il se peut également
que le réseau de PG au niveau du septum soit plus dense que sur le reste de la surface
cellulaire : le remodelage du septum (partition par des hydroplases du PG et possible
insertion de PG) ainsi que la tension due a la pression osmotique (qui a pour effet de
« tendre » mécaniquement le PG apres partition du septum) pourraient espacer les

fluorophores a la surface de la cellule.

Nous pouvons remarquer également qu’au tout début de la constriction le
septum est presque absent, et que plus la division progresse, plus |’épaisseur radiale
de la couronne septale s’agrandit. Cela suggere que la vitesse de progression des
hydrolases impliquées dans la partition du septum est plus lente que celle de la
machinerie de synthese de PG septal a la fin du cycle cellulaire. Enfin, nous
observons que le septum ne forme pas de disque avant la derniere étape du cycle
cellulaire (Fig. 22b, image 8) ; des étapes 2 a 7, il forme une couronne annulaire.
Cette observation est en accord avec des expériences de 3D-SIM réalisées par
I’équipe de Malcolm Winkler qui n’ont montré la présence de disque septal qu’a des

étapes tres tardives du cycle cellulaire (Tsui et al., 2014a).
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Figure 22 : Marquage du peptidoglycane chez S. pneumoniae au cours d’un cycle cellulaire
complet et observation des cellules avec un angle d’inclinaison. Les cellules ont été incubées
en présence de 250 uM de zDADA pendant 1 h, puis fixées, lavées et incubées en présence de 10
mM de DIBO-AF647. (a) Champ large de cellules de pneumocoque. (b) Cellules de pneumocoque a
différentes étapes de la division, du début de la constriction (1) a la séparation des deux cellules
filles (8). Barres d’echelle : 500 nm.
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6. Le remodelage du septum joue un role essentiel dans |’élongation du

pneumocoque

Le gain de résolution que nous apporte le dSTORM nous a permis de faire des
mesures fines des dimensions de la zone d’incorporation du PG. Une des stratégies
possibles pour comprendre comment le PG est synthétisé est d’observer le devenir
du nouveau matériel. C’est pourquoi nous avons effectué une expérience dite de
« pulse-chase » (impulsion-chasse). Cette expérience consiste a marquer le PG
nouvellement synthétisé sur une courte période, comme nous ’avons fait
précédemment, puis apres élimination du zDADA non incorporé par lavage des
cellules, a poursuivre leur croissance durant un temps donné. Pour mettre au point
cette expérience il nous a d’abord fallu déterminer la durée d’incubation avec le
zDADA qui est nécessaire et suffisante pour obtenir un marquage du PG observable
en dSTORM. Cette durée devait étre la plus courte possible pour obtenir la meilleure
résolution temporelle possible dans nos expériences. Un marquage de 5 minutes
semble étre un bon compromis entre durée d’incubation et densité de marquage
(Fig. 23). Nous avons également déterminé la durée de chasse minimale pour
observer une modification de la région de PG marquée. Nous avons ainsi effectué
une expérience de « pulse-chase » avec un marquage de 5 min, suivi d’une chasse

de 15 min.

De la méme maniere que pour le simple marquage du PG, nous avons groupé
les cellules observées dans différentes classes. Dans |’expérience de « pulse-chase »,
les différents profils de localisation du PG incluent des doubles anneaux, des formes
en diabolo, du marquage polaire, ou encore des profils en forme de X encadrés par
deux doubles anneaux. Nous pouvons observer également des cellules dont le
marquage est intermédiaire entre ces différentes étapes. En comparant ces images
a celles obtenues par simple marquage, il est possible de déterminer la chronologie
des profils de fluorescence. En effet, les doubles anneaux ont un diametre compris
entre 1100 et 700 nm, ils apparaissent donc certainement dans des cellules ayant
été marquées durant U’étape I. La forme en diabolo a un diametre central (zone de
constriction) compris entre 800 et 400 nm. Les cellules qui présentent ce profil en
diabolo ont donc tres certainement été marquées a U’étape Il car a cette étape, le

diameétre de la zone de constriction est compris entre 850 et 550 nm. Le profil en
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forme de X encadré par deux doubles anneaux est évident a attribuer car il ne peut
étre issu que de cellules marquées a U’étape lll, qui présentaient un anneau parental

encadré par les anneaux de synthése de PG des deux cellules filles.

30 minutes 5 minutes

1 minute 15 secondes

Figure 23 : Détermination de la durée optimale de marquage par le zDADA. Les cellules ont été
incubées en présence de 250 pM de zDADA, puis fixées, lavées et incubées en présence de 10 mM
de DIBO-AF647. La durée indiquée au-dessus des images correspond a la durée de U'incubation
avec 250 pM de zDADA. Les images montrées sont des images de microscopie en champ clair (a),
de microscopie de fluorescence conventionnelle (b) et de dSTORM (c). Barres d’échelle = 500 nm.
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Etape Etape lll

Figure 24 : La zone de PG marquée est chassée de différentes maniéres en fonction de I’étape de division. Ligne du haut : Représentation
schématique du profil de localisation du PG marqué apres la période de « pulse », pour chacune des trois étapes de la division. Ligne du milieu :
Représentation schématique du profil de localisation du PG marqué apreés la période de « chase », pour chacune des trois étapes de la division. Ligne du
bas : Cellules représentatives de chacune des 5 catégories de marquage observées apres la chasse. Les cellules ont été incubées en présence de 250 pM
de zDADA, lavées, incubées en absence de zDADA, puis fixées, lavées et incubées en présence de 10 mM de DIBO-AF647. Les images montrées sont celles
en champ clair (a), en microscopie de fluorescence conventionnelle (b) et en dSTORM (c). Barres d’échelle = 1 pm.
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Les marquages polaires de ’expérience de « pulse-chase » correspondent
nécessairement a des septa fraichement partitionnés, ils sont donc observés dans
des cellules filles provenant d’une cellule mére qui avait déja initié sa phase de
constriction lors du marquage, qui était donc a l’étape Il ou a U’étape lll. Si la cellule
présentant un marquage polaire a également un marquage équatorial, cela signifie
que la cellule mere était a ’étape lll de la division, étape a laquelle les futures
cellules filles ont déja initié la synthése du PG au niveau de leur équateur. Durant la
chasse, le septum a achevé sa partition, les cellules filles se sont séparées et ont
synthétisé du PG non marqué au niveau de leur équateur. Au contraire, si seul un
marquage polaire est visible, cela signifie que la cellule mere était a l’étape Il de la
division car les futures cellules filles n’avaient pas initié la synthese de PG au niveau

de leur équateur.

Afin de valider la chronologie que l'on vient d’établir, il est important de
vérifier que la proportion de cellules a chaque étape de la division est identique
entre les expériences de simple marquage et de « pulse-chase ». Alors que les étapes
[, Il et Il représentaient respectivement 62%, 17% et 16% dans l’expérience de simple
marquage, elles représentent 59%, 21% et 18% dans l’expérience de « pulse-chase »
(Fig. 24). Les populations entre les différentes étapes sont donc sensiblement
similaires entre les deux expériences, ce qui est cohérent avec la chronologie des

évenements que nous avons établi précédemment.
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Figure 25 : La proportion de cellules a chaque étape de la division est conservée entre les
expériences de simple marquage et de « pulse-chase ». L’expérience de simple marquage est
représentée en gris foncé et l’expérience de « pulse-chase » en gris clair.
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Nous observons une différence importante dans l’évolution des zones marquées

lors de ’étape | et celles marquées lors de |’étape II.

Les cellules en début de cycle cellulaire n’ont pas de septum visible en
microscopie électronique (Fig. 7 de la section Introduction et (Jacq et al., 2018)).
Avant la phase de constriction, le PG synthétisé au temps t+1 va donc pousser le PG
synthétisé au temps t de facon « latérale » ou « péripérique » par rapport au plan de
division. Si le PG a été marqué au temps t, la période de chasse va partager la zone
fluorescente en deux zones discretes, séparées par une zone sombre au milieu, il

s’agira du PG synthétisé au temps t+1 en absence de zDADA.

Dans les cellules a U’étape Il, un septum (non fermé) est visible en microscopie
électronique (Fig. 7 de la section Introduction et (Jacq et al., 2018)). Le septum est
partitionné par des hydrolases (incluant PcsB chez le pneumocoque) du PG et la
région septale va former les poles des deux cellules filles. Lorsque le PG est marqué
a l’étape Il, la partition du septum au cours de la période de chasse va donc produire
le marquage en forme de diabolo. Lorsque le marquage a eu lieu tardivement au
cours de ’étape Il, il arrive que la chasse se poursuive jusqu’a la séparation des
cellules filles, c’est pourquoi nous observons quelques cellules isolées avec un
marquage polaire. L’augmentation de la surface marquée aprés partition du septum
est clairement visible lorsque l'on compare les expériences de « pulse » et de
« pulse-chase » correspondant a U’étape Il, et montre le role essentiel de ce
phénomene dans |’élongation du pneumocoque. Nos expériences ne nous permettent
pas aujourd’hui de déterminer si du nouveau PG est inséré dans la zone septale lors
de sa partition. Cette hypothese avait été suggérée par des expériences de
modélisation mathématique réalisées a partir de coupes cellulaires d’Enterrococcus
faecalis observées en microsopie électronique (Higgins and Shockman, 1976) et est
supportée par la présence de l’élongasome en périphérie du septum (Fig. 7), comme
révélé par des expériences de 3D-SIM (Tsui et al., 2014). Sur la base de ces données,
il est fort probable que l’élongasome insere du nouveau matériel dans la zone septale

en cours de partition (en périphérie du septum).

Malgré ces points qui restent a éclaircir, nous pouvons toutefois conclure de nos
expériences que l’élongation du pneumocoque résulte de Uinsertion de PG

« périphérique » au début du cycle cellulaire et du remodelage du septum. Le
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remodelage du septum inclut ’hydrolyse partielle de ce dernier en son milieu (sa
partition) pour permettre la séparation des cellules, tres certainement une activité
de synthese par l’élongasome en périphérie du septum, et possiblement un autre
type d’hydrolyse ménagée pour relacher la tension du PG septal. Ces deux/trois
types d’activité permettraient ainsi de générer la forme ovoide des poles du

pneumocoque.

La tres haute résolution obtenue a ’aide du dSTORM nous a permis de mesurer
avec précision le diametre de la zone annulaire de synthese du PG. Nous pouvons
également mesurer la largeur de cette zone apres les périodes de « pulse » et de
« pulse-chase » (Fig. 26). Dans l’expérience de <« pulse », nous observons tout
d’abord que la largeur de la zone d’insertion du PG dans les cellules a |’étape | est
similaire a celle des cellules a ’étape Il (75 + 15 nm et 77 + 21 nm, respectivement).
Etant donné que le diametre de cette zone de synthese annulaire diminue, que sa
largeur est constante, et que la quantité de PG produite est similaire entre I’étape |
et ’étape Il (Fig. 21.d), nous en déduisons qu’il y a en apparence plus de PG produit
par unité de surface durant U’étape Il que durant U’étape |. Sachant que la zone
annulaire de synthése est observée en projection 2D, cela peut signifier deux choses.
Le réseau de PG produit lors de |’étape Il pourrait étre plus compact que celui produit
lors de ’étape I. La diminution de surface de synthése causée par la diminution de
diameétre pourrait également étre compensée par une augmentation de ’épaisseur
radiale de la couronne septale. En d’autres termes, la circonférence du septum étant
de plus en plus petite, la machinerie de synthése semble progresser plus
rapidement vers le centre de la bactérie lors de la phase de constriction. Nous
observons enfin durant l’étape Il un léger épaississement de la zone de synthese du
PG (94 + 32 nm). Etant donné qu’il y a peu de paroi septale incorporée a cette étape
(Voir la quantification des molécules imagées dans la figure 21d), elle est

probablement remodelée en grande partie durant la durée du marquage.

En comparant la largeur des zones marquées dans l’expérience de « pulse-
chase », nous observons que la région fluorescente dans les cellules marquées a
l’étape Il (largeur de la forme en diabolo) est légerement plus large que dans les

cellules marquées a I’étape | (distance entre les doubles bandes).
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Figure 26 : Le remodelage du PG aprés sa synthése entraine un élargissement de la zone
marquée. La largeur de la zone marquée est mesurée selon la méthode de la largeur a mi-hauteur
du signal fluorescent. Les fleches noires montrent la région qui a été mesurée pour chaque profil
de localisation. Dans le cas des doubles anneaux, la partie sombre du milieu est comprise dans la
mesure. * signifie p < 0,05, ** signifie p < 0,01, **** signifie p < 0,0001.
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Pour déterminer si la surface moyenne de synthése du PG est identique entre
les cellules marquées a U'étape | et a ’étape Il, nous avons modélisé le profil en
double bande comme un cylindre et le profil en forme de diabolo comme un double

cone tronqué, et calculé la surface latérale dans ces deux modeles (Fig. 27).

-----------
------

- h > < h >
RA Retr:
S=2*xmxRxh S=2+xm*(R+7r)*h
S=2xm*x875%115 S=2xm*(875+618) x66
S =0,63 pm? ¥ 0,02 pm? S$=0,61pm? ¥ 0,04 pm?

Figure 27 : Modélisation de la zone de marquage du PG a l’issue de I’expérience de « pulse-
chase » et calcul de la surface marquée. La zone de PG synthétisé au cours de |’étape | peut
étre assimilée a un cylindre aprés la période de chasse (surface comprise entre les doubles
bandes), alors que le modele le plus proche du profil en diabolo (profil observé apres la prériode
de chasse des cellules marquées a l’étape Il) est un double cone tronqué.

La surface mesurée dans les deux modeles est similaire (0.63 + 0.02 pm?2 pour
le profil en double bandes contre 0.61 + 0.04 um? pour le profil en diabolo). Ceci
indique que la surface de PG générée durant les deux premieres étapes de la division
est constante sur une durée donnée. En d’autres termes, le remodelage du septum
contribue a l’élongation du pneumocoque de facon équivalente (en termes

d’extension de surface) a la synthése périphérique de PG.
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7. Le peptidoglycane périphérique subit également un remodelage

Nous venons de voir que le septum est remodelé apres sa synthese. Nous nous
sommes demandé si le PG periphérique subissait également un remodelage apres sa

synthese.

Pour répondre a cette question, nous avons compareé la largeur (épaisseur axiale)
de I’anneau simple de PG a l’étape | avec la largeur des deux anneaux observés apres
la période de chasse. Nous observons que chacun des deux anneaux au sein d’un
double anneau est significativement plus large que ’anneau simple (75 + 15 nm pour
’anneau simple et 105 + 18 nm pour chacun des doubles anneaux). Un anneau
marqué d’une largeur d’environ 75 nm a donc généré deux anneaux de largeur
supérieure. Le PG périphérique subit donc un remodelage aprés sa synthése, qui

augmente de maniére importante la surface qu’il occupe.

8. DivIVA est nécessaire a la division et a |'élongation du pneumocoque

Nous venons de voir que la technique de marquage de la synthése du PG par le
zDADA nous permet de distinguer en dSTORM les deux composantes de ’élongation
du pneumocoque que sont la synthése périphérique de PG (synthése observée a
l’étape |) et le remodelage du septum. Jusqu’a présent, un défaut d’élongation du
pneumocoque était systématiquement mis sur le compte d’un défaut de synthese
périphérique de PG. Il est donc possible que certaines protéines aient été impliquées
a tort dans la synthese périphérique de PG, et qu’elles fassent en réalité partie d’une
machinerie de remodelage du septum. C’est pourquoi nous nous sommes intéressés
a la triade formée par StkP et les paralogues DivIVA et GpsB, qui sont reconnues

comme impliquées respectivement dans la synthése périphérique et septale de PG.

Les souches AstkP, AgpsB et AdivIVA ont été fournies par notre collaborateur
Christophe Grangeasse (MMSB, Lyon), qui les avait précédemment étudiées (Fleurie
et al., 2012, 2014b). Dans ces souches, qui sont dérivées de la souche de laboratoire
R800, aucune cassette de résistance a un antibitoique n’est présente dans la région
du gene délété (voir la méthode « Janus » dans la section Matériel et méthodes).
Les méthodes du simple marquage par le zDADA et du « pulse-chase » ont été

appliquées afin d’observer la synthese et le remodelage du PG dans ces souches.
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Nous observons pour la souche délétée du gene stkP que certaines cellules ont
une morphologie et une incorporation de PG similaires a celles de la souche sauvage,
alors que d’autres ont une morphologie allongée avec des zones de synthése de PG
dédoublées et une absence de constriction des marquages septaux (Fig. 28). Ces
observations different de celles rapportées dans une étude par Fleurie et al., dans
laquelle la souche de délétion du gene stkP présente une morphologie arrondie,
forme des chainettes et montre une désorientation du plan de division (Fleurie et
al., 2012). Dans ’étude de Fleurie et al., les bactéries ont été cultivées dans un
milieu riche appelé THY, alors que dans notre expérience les bactéries sont cultivées
dans un milieu défini appelé CY. De plus, nos expériences ont été réalisées sur des
cultures en état dit de « régime permanent », obtenu apres plusieurs dilutions de
cultures en phase exponentielle de croissance et permettant que U'ensemble des
bactéries soient en phase de division active. Une morphologie alongée avait
également été observée pour une souche de déplétion de StkP cultivée en milieu CY
(Beilharz et al., 2012). Il est connu chez le pneumocoque que la composition du
milieu de culture affecte, parfois de maniere drastique, la morphologie et la

physiologie des bactéries.

Dans l'expérience de simple marquage sur les cellules AstkP, une des
observations majeures est que le diamétre du septum parental a |’étape Il semble
plus large que dans la souche sauvage dans de nombreuses cellules. Cette
observation, dont la validation nécessite encore de réaliser des mesures précises de
ces septa, indique un défaut de constriction des cellules. Nos expériences ne nous
permettent pas de déterminer si c’est la synthese septale qui est ralentie ou si c’est
le remodelage du septum qui est affecté. Une analyse de ce phénotype en
microscopie électronqgiue (sur des coupes de cellules pour observer les septa)
pourrait permettre d’explorer ces deux possiblitiés. La deuxieme observation
majeure avec l’expérience de simple marquage est la présence de doubles bandes
dans les cellules les plus allongées. Ces doubles bandes qui apparaissent en absence
de période de « chasse » indiquent la présence des machineries de synthése du PG
sur un site double, alors que ces dernieres se localisent sur un site unique au niveau

de U’équateur de la cellule dans la souche sauvage.
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Dans U'expérience du « pulse-chase », la souche AstkP a les mémes défauts
morphologiques que dans U'expérience du simple marquage. Un nombre plus
important de cellules présentent des profils en double bande comparé a l’expérience
de simple marquage, il semble donc que la synthese périphérique ne soit pas
affectée. Un comptage des différents profils de localisation reste toutefois a
effectuer pour vérifier cette hypothese. Les marquages de type « diabolo » semblent
quant a eux beaucoup moins nombreux que dans la souche de type sauvage, ce qui
est corrélé au fait que la souche AstkP présente des défauts de division qui se
manifestent par des morphologies allongées. De nombreuses cellules présentent
enfin des profils de fluorescence larges et diffus (fléches jaunes sur la figure 28), qui
pourraient résulter d’un remodelage déficient du septum ou du remodelage des
regions de synthese doubles observées dans |’expérience de simple marquage.
L’ensemble de ces observations suggere donc que dans nos conditions
expérimentales, |’absence de StkP affecte davantage la septation que la synthése
périphérique. Une étude plus compléte de cette souche permettra de définir quel
est la composante de la septation - sythese du septum et/ou remodelage du septum
(partition, activité de synthese de ’élongasome, putative hydrolyse ménagée) - qui

est défectueuse.

Pour la souche de délétion de gpsB (fournie par C. Grangeasse) nous observons
que les cellules sont de tailles tres variées, avec une prépondérance de cellules
allongées, indiquant un défaut de division comme rapporté dans des études
précédentes réalisées par les groupes de C. Grangeasse et M. Winkler (Fig. 28)
(Fleurie et al., 2014b; Rued et al., 2017). Dans la souche AgpsB, nos expériences de
simple marquage suggerent en plus que la chronologie des évenements de synthese
du PG dans la cellule mere et les cellules filles est perturbée. En effet, dans les
cellules sauvages, les deux cellules filles débutent la synthese du PG quasiment en
méme temps, lorsque la cellule mére est a l’étape Il du cycle cellulaire et donc que
le septum parental montre une forte constriction. En absence de GpsB, les
différences d’intensité et/ou de diametre des anneaux de synthése du PG observés
dans les cellules filles indiquent que ces dernieres débutent la synthése du PG de
facon asynchrone. Par ailleurs, de facon consistente avec la morphologie allongée

des cellules AgpsB, les diametres des zones de synthése parentales semblent
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globalement plus larges que dans la souche de type sauvage, en particulier a l’étape
[ll, suggérant que la synthése du septum est ralentie ou que son remodelage est
défectueux. Une mesure des dimensions des zones marquées permettra de valider
ces observations. Enfin, nous observons parfois une zone de synthese du PG de forme
hélicale, similaire aux observations rapportées par Fleurie et al. (Fleurie et al.,
2014b).

L’analyse de U’expérience de « pulse-chase » de la souche AgpsB montre que la
synthése périphérique fonctionne correctement chez ce mutant puisque l’on observe
l’apparition des doubles bandes caractéristiques de la synthese de PG périphérique.
De facon intriguante, les cellules ayant largement initié leur phase de constriction
(cellules vraissemblablement marquée a ’étape Il) ne présentent pas de profil de
fluorescence en diabolo mais présentent des doubles bandes avec une zone sombre
au milieu, comme dans les cellules marquées a l’étape |. Cette observation suggere
que le septum dans cette souche n’est pas synthétisé correctement. Nos expériences
ne nous permettent pas aujourd’hui de savoir quelle est la composante affectée
(synthése septale plus lente ou vitesse d’hydrolyse du septum plus rapide) mais les
images de microscopie électronique publiées par l’équipe de C. Grangeasse semblent
indiquer que la synthése septale est déficiente (Fleurie et al., 2014b). GpsB semble
donc en effet étre impliquée dans la promotion de la synthése septale de PG,
mais semble également importante pour la synchronicité de la synthése du PG

dans les cellules filles.

Figure 28 : Morphologie et synthése du peptidoglycane de souches mutées pour les génes
codants pour la triade StkP/GpsB/DivIVA. Pour chaque souche, une expérience de simple
marquage a été effectuée (colonne « Pulse »), ainsi qu’une expérience de « Pulse-chase »
(colonne « Pulse-chase »). Pour chaque champ de microsocpie, trois images sont montrées : (a) le
champ clair montrant la morphologie des bactéries observées, (b) Le marquage fluorescent
observé en microscopie conventionnelle, (c) le marquage fluorescent observé en dSTORM. Les
fleches rouges indiquent des marquages en doubles bandes dans la souche AstkP. Les fleches
bleues montrent des cellules ayant une faible constriction, mais dans lesquelles les cellules filles
ont déja commencé a synthétiser du PG au niveau de leur équateur. Les fléches jaunes
correspondent a des septa présentant des profils de fluorescence larges et diffus dans la souche
AstkP. La fleche orange indique un marquage fluorescent de forme hélicoidale dans la souche
AgpsB. Les fléches vertes montrent des cellules en contriction mais présentant un marquage en
double bande. Les fleches violettes indiquent des marquages en double bande présentant une
asvmétrie. Barres d’échelle : 1 um pour (a) et (b) et 500 nm pour (c).
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La troisieme souche étudiée est la souche de délétion du gene divIVA. Il a été
montré que les cellules de cette souche sont arrondies, forment de longues chaines,
et ont des septa complets mais non séparés (Fleurie et al., 2014b). De ces
observations, il a été déduit que DivIVA est impliquée dans la synthese périphérique

de PG et dans la séparation des cellules filles.

L’expérience de simple marquage par le zDADA de la souche AdivIVA montre des
cellules dont la morphologie est similaire au phénotype rapporté dans la littérature
(Fig. 28). En effet, on observe des septa parentaux de large diametre, y compris dans
les cellules a U'étape lll (cellules dans lesquelles les cellules filles ont initié la
synthese du PG a leur équateur), ce qui indique un défaut de synthése septale ou de
remodelage du septum. Cette observation est corrélée avec les défauts de division
présentés par cette souche. En revanche, nous n’observons pas d’autres défauts
apparents comme des hélices par exemple. Les défauts de division de cette souche
sont différents de la souche AgpsB. En effet, bien que les septa de la souche délétée
du gene gpsB présentent des degrés de constriction hétérogenes et que la
constriction semble ralentie, la constriction ne semble toutefois pas bloquée puisque
les cellules ne forment pas de chainettes. Les septa de la souche AdivIVA au contraire
semblent a peu prés tous bloqués a une méme étape précoce, et la souche forme de

longues chainettes.

L’expérience de « pulse-chase » dans la souche AdivIVA montre des marquages
tres différents les uns des autres. Nous observons de maniere tres étonnante des
marquages en doubles bandes, qui indiquent que la synthese périphérique de PG est
active. Cependant, ces doubles bandes sont parfois légerement asymeétriques,
comme observé sur la 2°™ image de la figure 29a. Il semblerait donc que,
contrairement a ce qui a été précédemment proposé, la synthése périphérique soit
toujours active en absence de DivIVA, mais que [’homogénéité ou la régularité du

processus de synthese soient affectées.

Dans les cellules AdivIVA, nous n’observons pas de profil de localisation de type
« diabolo », caractéristiques du remodelage du septum des cellules marquées a
l’étape Il. Cela n’est pas étonnant car un nombre extrémement faible de cellules
semble avoir atteint le niveau de constriction associé au profil de type « diabolo ».

L’arrondissement des cellules (leur moindre élongation) proviendrait donc, tout
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comme le phénotype en chainette, d’un blocage du remodelage du septum. Une des
possibilités est que DivIVA permette la transition entre U’étape | et 'étape Il de la
division. Si tel était le cas, les cellules resteraient a ’étape | et il n’y aurait pas de
signe visible de constriction (pas de cellules aux étapes Il et Ill). Pour tester cette
hypothése, nous avons comparé la proportion de cellules a chaque étape de la
division pour les deux souches. Etonnament, il apparait que la proportion de cellules
a 'étape | et aux étapes I+l soit similaire entre les deux souches (Fig. 29b). En
effet, la souche sauvage et la souche AdivIVA possedent respectivement 62 % et 58
% des cellules a I’étape I. Les étapes Il et Il sont confondues dans la souche AdivIiVA
car la constriction parentale est tellement ralentie que lorsqu’un signe de
constriction apparait au niveau du site de division parental, les cellules filles ont
déja commencé a synthétiser du PG au niveau de leur équateur. En absence de
DivIVA, la majorité des cellules qui ne sont pas a l’étape | présentent donc un profil
de localisation qui se rapproche de ’étape lll. Nous avons donc comparé la proportion
du nombre total de cellules aux étapes Il et Il dans la souche sauvage et AdiviVA.
Cette proportion s’éleve a 34 % et 39 % dans la souche sauvage et dans la souche
AdivIVA, respectivement. Nous déduisons de ces observations que DivIlVA ne
semble pas impliquée dans l’inititation de la constriction septale mais est

nécessaire a la progression de cette derniére et au remodelage du septum.

Dans U’experience du « pulse-chase » de la souche AdiviIVA, de nombreuses
cellules présentent un profil de fluorescence asymétrique par rapport a l’axe
longitudinal de la cellule (Fig. 29a). Cela prend majoritairement la forme d’un Y (Fig.
29a, 1° image a gauche) ou d’un anneau courbe (Fig. 29a, 2¢" image). Lorsque ce
défaut est présent dans des cellules présentant un angle d’inclinaison par rapport a
’axe longitudinal (Fig. 29a 3°™e image), il apparait que la forme en Y est la
représentation en 2D d’une structure annulaire scindée en deux dans le plan
transversal. Il est intéressant de constater que dans ces cellules, la zone de PG
marquée semble plus large au niveau des deux branches du Y qu’au niveau du

« pied » du Y.
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Figure 29 : La souche AdivIVA présente des défauts de synthése du PG. (a) Images dSTORM de
cellules AdivIVA observées aprés une expérience de « pulse-chase ». Les deux premiéres images
correspondent a des cellules présentant un profil en Y, soit un profil de type « double bande »
asymeétrique. La troisieme image montre un profil de localisation similaire a celui observé sur la
1¢r¢ image mais avec un angle d’inclinaison. La quatriéme image montre une chasse qui pourrait
correspondre aux prémices d’un « diabolo », mais qui se forme de facon asymétrique. Barre
d’échelle : 200 nm. (b) Proportion de cellules a différentes étapes du cycle cellulaire pour la
souche sauvage (Gris foncé) et la souche AdivIiVA (Gris clair).

Ces observations indiquent que bien que l’absence de DivIVA dérégule les
mécanismes de synthese et de remodelage du PG, ces derniers ne sont pas
completement inhibés. Cela est en accord avec le fait que certaines cellules
parviennent quand méme a se diviser, donc a synthétiser et remodeler leur septum.
Nos expériences de « pulse » et de « pulse-chase » ne nous permettent pas de
déterminer si la zone comprise entre les deux branches de PG marqué contient du
PG. Cette information permettrait de savoir si le profil de marquage asymétrique
résulte d’une synthese asymétrique ou d’une hydrolyse asymétrique dans cette

région de la cellule. Pour répondre a cette question, nous envisageons de réaliser
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une expérience de « pulse-chase » pour marquer le PG et marquer ensuite la surface
de la bactérie a ’aide d’un AF532 couplé a un groupement NHS. Ceci nous permettra
de déterminer si I’espace compris entre les deux branches de la fourche est comblé

ou vide.

Bien que le role de DivIVA reste encore mystérieux, nos observations en dSTORM
suggerent qu’elle n’est pas impliquée dans la promotion de la synthese de PG
périphérique ou dans la transition de |’étape | vers les phases de constriction (phases
Il et Ill), mais qu’elle est plutét impliquée dans la régularité de la synthése de PG
(périphérique et/ou septal) et dans le remodelage du septum. Pour investiguer le
role de DivIVA plus en profondeur, une observation des cellules AdivIVA en
microscopie électronique (coupes fines) permettra de déterminer si les septa sont

synthétisés et/ou hydrolysés de facon complete et réguliere.
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Discussion

La synthese du PG et les mécanismes de régulation associés est un champ d’étude
tres dynamique. En effet, alors que les premieres études sur la paroi des bactéries
remontent au XIX®° siecle, des découvertes majeures et des changements de
paradigme ont eu lieu depuis le début du XXléme siecle, en relation étroite avec
’avenement de nouvelles techniques expérimentales. A titre d’exemple, les progres
en biochimie et cristallographie des protéines a permis la découverte de l’homologie
entre certaines protéines bactériennes (FtsZ, MreB, FtsA, ou EzrA par exemple) et
les protéines du cytosquelette eucaryote (Voir chapitre 2.2.5 de la section
Introduction) (Cleverley et al., 2014; van den Ent et al., 2001; Jones et al., 2001;
Lowe and Amos, 1998; Nogales et al., 1998). Cette découverte apporte non
seulement un éclairage sur la physiologie des bactéries, mais nous renseigne plus
globalement sur les relations évolutives entre les différents domaines du vivant. Plus
récemment, les évolutions majeures de la microscopie optique associée a de
nouvelles technologies de marquage ont apporté une compréhension sans précédent
de la dynamique des complexes morphogénétiques au cours du cycle cellulaire
bactérien (Bisson-Filho et al., 2017; Yang et al., 2017).

Durant ma these, j’ai exploité ces développements récents pour revisiter les
processus de la morphogénese chez un ovocoque, la bactérie pathogene opportuniste
Streptococcus pneumoniae. En particulier, j’ai utilisé la microscopie de localisation
de molécules uniques, une technologie de pointe permettant d’obtenir des

résolutions de ’ordre du nanometre en microscopie de fluorescence.

Vers la nano-structure comparée de FtsZ et d’EzrA

Dans le but de mieux comprendre comment l’anneau Z échafaude les protéines
de la division et de synthése du PG, nous avons cherché a adapter une méthode de
super-résolution a 2 couleurs chez le pneumocoque, pour observer dans une méme

cellule la nanostructure de FtsZ et d’un de ses partenaires. Nous avons choisi la
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protéine EzrA pour mettre au point cette méthode. EzrA est une protéine du
cytosquelette présente chez un grand nombre de bactéries a Gram positif, impliquée
dans la régulation de l’assemblage de l’anneau Z, mais également dans la liaison
entre FtsZ et les protéines de synthese du PG. Nous avons d’abord créé une souche
de pneumocoque exprimant la protéine EzrA fusionnée avec une protéine photo-
convertible spDendra2, utilisable en PALM. Nous avons montré que la protéine de
fusion était fonctionnelle et utilisable pour obtenir des images en microscopie super-
résolue. Nous avons ensuite tenté de mettre au point une méthode de super-
résolution a 2 couleurs PALM-dSTORM afin d’observer les protéines FtsZ et EzrA dans
une méme cellule. Nous avons réussi a collecter des données de localisation en 2
couleurs, mais nous n’avons pas réussi a obtenir de co-localisation satisfaisante pour
une expérience controle dans laquelle une fusion FtsZ-spDendra2 était observée
simultanément en PALM et en dSTORM. Ce probleme a remis en cause la technique
choisie (co-localisation PALM-dSTORM) pour comparer la nanostructure de FtsZ avec
son partenaire et a contrecarré [’acquisition de données exploitables. L’idée pour la
suite de ce projet est de se diriger vers des méthodes alternatives telles que le PALM-
PALM ou le dSTORM-dSTORM en 2 couleurs. La seconde partie de mon sujet de these
donnant des résultats plus prometteurs, j’ai mis de coté le projet de co-localisation
de FtsZ et d’EzrA afin de me consacrer entierement a ’imagerie de la synthese du
PG en dSTORM.

Imagerie super-résolue de la synthése du PG

De grand progres ont été effectués ces derniéres années en ce qui concerne le
marquage du PG, mais au départ de ma these, les observations restaient limitées a
une résolution de l’ordre de 100 nm (par SIM), soit environ le dixiéme de la longueur
d’une cellule de pneumocoque. Pour dépasser cette limite de résolution et observer
des détails nouveaux dans la synthese du PG, nous avons développé une stratégie qui
allie des méthodes établies de marquage du PG, de chimie click et de dSTORM. La
méthode développée nous a permis d’imager la synthese du PG a une résolution de
’ordre de la vingtaine de nanometres et a mis en évidence des phénomeénes qui
n’avaient encore jamais été observés. Toutes les étapes du cycle cellulaire d’un

ovocoque (S. pneumoniae) ont pu étre imagées. En revanche, notre marqueur étant
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inséré directement dans le précurseur du PG (le lipide Il), il révele certainement
’activité de toutes les enzymes possédant une activité glycosyltransférase (PBPs de
classe A et SEDS). Il faut donc rester prudent quant a U'interprétation des profils de

fluorescence et la corrélation avec les différentes machineries morphogénétiques.

Nous avons effectué des mesures de dimensions de la zone de synthese du PG
chez le pneumocoque durant les différentes phases du cycle cellulaire, ce qui a
révélé que durant les premieres étapes de la division, la zone annulaire de synthese
de PG diminue en diamétre mais que son épaisseur axiale reste constante,
contrairement a ce qui a été montré pour ’anneau Z (Jacq et al., 2015). Cela suggéere
que la machinerie de synthese du PG reste confinée dans les membranes localisées
de part et d’autre du septum bien que la zone d’assemblage de l’anneau Z soit
variable. La largeur du septum mesurée sur des images de microscopie électronique
est d’environ 25 nm chez le pneumocoque (Zucchini et al., 2018), tandis que la
largeur moyenne de la zone de synthese du PG mesurée sur nos images de dSTORM
est de 75 nm. Nous pouvons donc supposer que le profil de fluorescence observé
correspond a la zone active de synthese du PG, mais également a une légere chasse

due a Uintégration des 5 minutes de marquage (période de « pulse »).

Nous avons également effectué une quantification relative de la quantité de PG
synthétisé, ce qui a montré que cette derniére est constante au cours des étapes |
et Il. Le fait que la largeur de la zone de synthese et la quantité de PG marqué
n’augmentent pas entre ’étape | et U’étape Il, alors que le diamétre de la zone
annulaire de synthese diminue, suggere que la machinerie de synthese progresse vers
le centre du site de division, ce qui est consistant avec la synthese d’un septum.
Toutefois, le marquage du PG sur une durée supérieure au cycle de division (~ 30
min) montre que le septum du pneumocoque ne se ferme que tres tardivement au
cours de la division. Ces résultats sont cohérents avec des études en 3D-SIM et AFM

(microscopie a force atomique) chez le pneumocoque (Wheeler et al., 2011).
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Le remodelage du peptidoglycane septal joue un roéle essentiel dans

I’élongation du pneumocoque.

D’apres le modéele de morphogenese du pneumocoque communément admis (voir
figure 30, Modeéle 1), le cycle cellulaire débute par une phase d’élongation provenant
de la synthese périphérique de PG par I’« élongasome » (PG de couleur orange dans
le modeéle 1 de la figure 30). Cette étape est également appelée synthese de PG pré-
septal. Par la suite, un complexe protéique appelé « divisome » synthétise du PG
septal dans le plan de division pour former le septum (PG de couleur bleue dans le
modele 1 de la figure 30). Le septum est ensuite remodelé afin de constituer les

poles oblongs des deux cellules filles.

Le phénomene de remodelage du septum, assez peu défini a ’heure actuelle,
nécessite la partition du septum pour former les poles des deux cellules filles. Ce
mécanisme fait intervenir des hydrolases du PG (seule PcsB a été impliquée a ce
jour dans U’hydrolyse du septum chez S. pneumoniae). Sachant que, lors de la phase
de constriction (étapes Il et lll), ’élongasome est toujours présent en périphérie du
septum (Voir Fig. 7 de la section Introduction), le remodelage du septum pourrait

impliquer une activité de synthése de la part de I’élongasome.

Dans le modele 1 de la figure 30, la composante de ’activité de synthese de
l’élongasome au cours de la phase de constriction est prise en compte, mais
Uinterprétation des phénotypes morphologiques de souches mutantes reste souvent
binaire : un défaut d’élongation est associé a la participation du gene muté dans
l’élongasome et la synthese périphérique mais n’est que rarement associé a un

remodelage du septum.

Nos observations en dSTORM du PG néo-synthétisé dans une souche sauvage et
une souche mutante de S. pneumoniae qui ne s’allonge pas (AdivIVA, discutée dans
le paragraphe suivant) montrent que le remodelage du septum est responsable d’une
part importante de [’élongation chez cette bactérie et suggere que l’activité
combinée de I’élongasome et du divisome permette de générer un réseau de PG

dont les propriétés physiques contribuent a la forme ovoide du pneumocoque.
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La protéine DivIVA n’est pas impliquée dans la synthése de PG pré-septal mais

dans le remodelage du septum

Les cellules de la souche de délétion de DivIVA sont plus courtes que les cellules
de la souche sauvage, signe que DivIVA joue un role dans ’élongation du
pneumocoque. Le role du remodelage du septum dans l’élongation ayant été négligé,
il a été proposé que DivIVA soit impliquée dans l’élongasome et la synthese
périphérique (pré-septale) de PG (Fleurie et al., 2014b; Straume et al., 2017). Nous
avons montré qu’aprés la chasse du PG marqué, le profil fluorescent en double
bande, caractéristique de la synthese de PG pré-septal, était toujours visible en
absence de DivIVA, indiquant que cette derniére n’est pas nécessaire a la synthése
de PG pré-septal. De plus, la souche AdivIVA possede un défaut de séparation des
cellules filles évident, indiquant que DivIVA est impliquée dans la partition du

septum.

L’implication de DivIVA dans |’élongasome et/ou le divisome reste a éclaircir
mais nos travaux montrent que ’interprétation du role d’une protéine sur la base
unique de la morphologie cellulaire peut mener a des erreurs qui faussent les
modéles proposés. A l’image de ce travail réalisé sur DivIVA, il serait intéressant de
revisiter le role de ’ensemble des protéines impliquées dans |’élongation, voire
méme dans la division, du pneumocoque. Il se pourrait que d’autres protéines de
’élongasome soient en fait nécessaires au remodelage du septum plutét qu’a la

synthése pré-septale.

Vers un nouveau modéle de la morphogénése des ovocoques ?

Tout d’abord, il est important de rappeler que le terme de « septum » est
’apparition d’une cloison de PG au centre de la cellule en division. Il ne doit pas
étre confondu avec le terme de « PG septal » qui est le PG synthétisé de maniére
centripéte par le divisome. Le septum est constitué de PG septal, mais le PG septal
peut ne pas former de septum si sa partition (hydrolyse ménagée) est aussi rapide

que sa synthese.

Par ailleurs, il est important de signaler que les termes « élongasome » et

« divisome » sont source de confusion car ils supposent que |’élongasome ne soit
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impliqué que dans ’élongation de la cellule, et que le divisome ne soit impliqué que
dans la septation. Or nos données indiquent que le remodelage du septum participe
a lélongation de la cellule de facon équivalente a la synthése pré-septale
(périphérique), et nous savons que les deux machineries de synthése du PG sont
présentes dans la région septale lors de ce remodelage : l’élongasome reste en
périphérie du septum alors que le divisome se localise au niveau du front de
progression centripete du septum dans les derniéeres étapes de la division (Tsui et
al., 2014b). L’ensemble de ces données suggere donc que |’élongasome participe lui-
aussi en quelque sorte a la division (a travers le remodelage du septum) et que le
divisome participe a [’élongation en produisant du PG qui constituera les poles de la

cellule aprés remodelage.

Nos images de dSTORM permettent pour la premiere fois de visualiser cette
intrication entre élongation et septation. Et cette observation, ainsi qu’un certain
nombre d’autres données rapportées dans la littérature, remettent en cause le

modéle actuellement admis de la morphogénése des ovocoques.

Tout d’abord, a l’image de DivIVA, la délétion ou la déplétion d’autres protéines
de l’élongasome (MreC, MreD, PBP2b et RodA) entrainent un défaut de séparation
des cellules (Straume et al., 2017). L’élongasome dans son ensemble pourrait étre
associé non pas a une synthese pré-septale mais au remodelage du septum. Notons

toutefois que ces deux activités ne sont pas exclusives.

De plus, nous avons montré que le PG pré-septal subit un remodelage au méme
titre que le PG septal. Ce phénoméne n’avait jamais été observé et n’est donc pas

inclus dans le modele actuel de la morphogénese des ovocoques (Fig. 30, Modele 1).

Une autre observation importante est que deux des représentants majeurs du
divisome et de l’élongasome, respectivement PBP2x et PBP2b, arrivent en méme
temps au site de division et sont tous deux recrutés par FtsZ au début du cycle
cellulaire (Fleurie et al., 2014b; Morlot et al., 2003; Tsui et al., 2014b).
L’élongasome et le divisome ne forment donc pas deux complexes physiquement

distincts au début du cycle cellulaire.

Enfin, les bactéries en phase d’élongation pré-septale observées par microscopie

électronique possedent un renflement dirigé vers Uintérieur de la cellule au niveau
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de U’équateur (Higgins and Shockman, 1970; Tomasz et al., 1964). Ce renflement
ressemble a un prémice de septum et suggere que le divisome pourrait étre actif des

le début du cycle cellulaire.

Ces différentes observations suggerent que le complexe protéique appelé
« divisome » est actif en méme temps que « l’élongasome » dés leur recrutement au
site de division. Dans ce cas, il devrait y avoir synthese concomitante de PG septal
et de PG pré-septal dés le début du cycle cellulaire. Si le PG septal formait un septum
dés le début du cycle cellulaire, alors le profil en diabolo (lors de ’expérience de
« pulse-chase ») devrait étre observé dans toutes les cellules, y compris dans celles
qui sont en phase précoce de division. Cette prédiction n’étant pas vérifiée dans nos
images de dSTORM, une hypothese alternative serait que le PG synthétisé par le
divisome ne forme pas de septum a cette étape-la mais soit remodelé
immédiatement par les hydrolases ET par [’élongasome. Ce modele est consistent
avec le fait que le PG pré-septal subisse lui-aussi un remodelage. Ainsi, le PG pré-
septal pourrait étre en fait du PG septal dont la vitesse de remodelage est
équivalente a la vitesse de synthése, prévenant [’apparition d’un septum (figure
30, Modele 2). Dans ce modele, le divisome synthétiserait le PG septal et
’élongasome catalyserait son remodelage en combinant des activités de synthése

et d’hydrolyse.

Un nom plus approprié pour LU« élongasome » serait donc plutot

« remodelasome »

Dans les phases plus tardives du cycle cellulaire, |’apparition du septum (qui
implique que la vitesse de synthése soit supérieure a la vitesse d’hydrolyse),
résulterait soit d’un ralentissement de activité du remodelasome, soit d’une
augmentation de Uactivité du divisome (Fig. 30b-c). Les différents profils de
localisation attribués a de la syntheése pré-septale ou a de la synthese septale ne
seraient donc dus qu’a des différences dans les vitesses de progression du divisome
et du remodelasome vers le centre du plan de division (le point de fermeture du
septum). La création de surface étant constante au cours des étapes | et I, (Fig. 27)
’hypothese la plus probable serait que le remodelasome ait une activité constante
durant ces deux étapes et que ce soit la progression plus rapide du divisome vers le

centre du plan de division qui permette ’apparition du septum.
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L’avantage de ce modele est qu’il simplifie grandement les mécanismes
impliqués dans la morphogénese des ovocoques. En effet, pour que le modele 1 soit
compatible avec nos observations (remodelage du PG apparent des [’étape 1), il
faudrait qu’il existe deux machineries de remodelage, |’une associée a |’élongasome,
’autre au divisome. Dans notre modele, une seule machinerie, le remodelasome,

permettrait de remodeler le PG synthétisé par le divisome.

Notre modele réunifie également les différentes observations faites sur la
syntheése du septum dans trois especes majeures d’ovocoques : S. pneumoniae, E.
faecalis, et Lactococcus lactis. En effet, il a été montré que la dimension radiale du
septum chez S. pneumoniae et de L. lactis reste approximativement constante
(~ 100 nm) au cours de la division et que le septum ne se ferme qu’a une étape tres
tardive (lorsque le septum a un diametre d’environ 200 nm) (Wheeler et al., 2011).
En revanche, chez E. faecalis, la dimension radiale du septum augmente au fur et a
mesure de la division, et le septum se ferme tres tot (lorsque le septum a un diametre
d’environ 500 nm). De plus, il a été montré dans la méme étude que la synthese de
PG pré-septal allongeait la cellule de 300 nm chez S. pneumoniae et E. faecalis,
contre 600 nm chez L. lactis. Etant donné que ces trois bactéries sont
phylogénétiquement tres proches les unes des autres et qu’elles ont une morphologie
similaire, il est peu probable qu’elles aient des systemes de régulation des complexes
morphogénétiques différents, ce qui serait nécessaire avec le modele 1 de division.
Dans notre modele, nous proposons que de légeres différences dans l'activité du
divisome et du remodelasome existent entre les trois especes, et menent aux
différences observées dans la progression du septum et dans la morphologie de la
cellule (L. lactis est légerement plus allongé que S. pneumoniae qui est lui-méme

légerement plus allongé qu’E. faecalis).

Il est intéressant de constater que la synthese de PG pré-septal n’est pas limitée
aux ovocoques. En effet les bacilles tels que B. subtilis ou E. coli, qui possedent un
élongasome dépendant de MreB, ont une étape d’élongation pré-septale dépendante
de FtsZ (Aarsman et al., 2005; Den Blaauwen et al., 2003; Scheffers et al., 2004;
Vats et al., 2009). Cette élongation pré-septale semble ne pas avoir d’intérét pour

les bacilles dont ’élongation résulte principalement de 'activité de synthese
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réalisée par le complexe RodA/bPBP/MreB dans la région cylindrique de la cellule.
Cependant, en considérant, d’apres le modele 2, qu’il ne s’agit en réalité que de la
conséquence du remodelage du septum, il n’est pas étonnant que les bacilles

possedent eux aussi une phase d’élongation pré-septale.

PBP2b et RodA sont toutes deux associées a |’élongasome, soit dans notre
modéle au remodelasome, qui inclurait également des hydrolases du PG (Berg et al.,
2013; Philippe et al., 2015b). PBP2x est quant a elle associée au divisome, qui dans
notre modele n’inclue pas d’hydrolase du PG. Le fait que l’inactivation de PBP2b par
des B-lactamines soit bactériolytique alors que celle de PBP2x soit bactériostatique
est donc cohérent avec ’existence d’un remodelasome et d’un divisome : il est plus
délétere pour la cellule d’inhiber une synthase dans un complexe qui inclue
également une activité d’hydrolyse du PG (l’hydrolyse n’est alors plus compensée
par U'activité de synthese) que dans un complexe qui ne possede qu’une activité de
synthese (Hakenbeck et al., 1987; Philippe et al., 2015b). L’hypothese d’un
remodelasome qui combinerait des activités d’hydrolyse ménagée du PG septal et de
synthése par PBP2b/RodA est également compatible avec le fait que ’inactivation
de la transglycosylase lytique MItG entraine la perte d’essentialité de PBP2b et RodA
(Tsui et al., 2016).

En conclusion, nous proposons ici un nouveau modele de la morphogenése chez
les ovocoques, qui est cohérent avec un grand nombre d’observations provenant de
ma these ou de la bibliographie. Le modele admis précédemment proposait qu’un
élongasome synthétise du PG en périphérie du septum, différent voire adjacent au
PG septal, qu’un divisome synthétise le PG septal et qu’une machinerie de
remodelage permette le clivage du septum. Notre modele n’est pas radicalement
différent mais il propose un mécanisme plus simple, basé sur l’existence de deux
machineries : le divisome (ne contenant que des synthases du PG) synthétiserait
le PG septal (que I’on pourrait illustrer en termes de maconnerie par le gros
ceuvre) et le remodelasome (contenant des synthases et des hydrolases du PG) se
chargerait du clivage du septum et d’une synthése de PG qui viendrait renforcer
et/ou compléter le PG septal (que I’on pourrait illustrer en termes de maconnerie
par de la sculpture, du modelage et des finitions). Le divisome et le
remodelasome seraient actifs tous deux dés le début du cycle cellulaire et la

septation (I’apparition d’un septum) ne résulterait pas de [’activation du

125



divisome mais d’une accélération de la vitesse de progression de ce dernier vers
le centre du plan de division. Ce nouveau modele permettra peut-étre d’ouvrir des
perspectives et de nouveaux axes de réflexions qui contribueront a améliorer notre

compréhension de la morphogénése bactérienne.

Figure 30 : Modéles de morphogénése des ovocoques (a) Le modéle 1 correspond au modele }
couramment admis dans la littérature. Ce schéma est tiré de Philippe et al. , 2015. Dans ce
modele, 'élongasome (Carrés rouges) synthétise le PG périphérique (Paroi orange), puis le
divisome (Carrés bleus) synthétise le PG septal (paroi bleue). Des hydrolases du PG (Pac-man vert)
clivent le septum. Dans le modéle 2, le divisome (carrés bleus) synthétise du PG septal (paroi
bleue) qui est partiellement dégradé par des hydrolases du PG (Pac-man rouges) appartenant au
remodelasome. Afin de solidifier le PG septal partiellement dégradé, du PG est également inséré
par des synthases (carrés rouges) au sein du remodelasome. Apres ’étape pré-septale, la vitesse
de progression du divisome vers le point de fermeture du septum accélére, ce qui a pour effet
’apparition du septum. (b) et (c) Détails du modéle 2 de morphogénése des ovocoques. Dans ce
modele, lorsque le divisome et le remodelasome ont une vitesse de progression identique (en b) ,
le septum ne peut pas émerger. Il s’agit d’une situation de type « tapis-roulant ». A Uinverse, si
le divisome progresse plus rapidement que le remodelasome (en c), le surplus de PG septal
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Matériel et méthodes

Souches bactériennes

Les souches et oligonucléotides utilisés dans ces travaux sont présentés dans
la table 1. Le fragment d’ADN ezrA-spdendra2 a été construit par la méthode de PCR
reconstitutive ou « overlap extension PCR » (Bryksin and Matsumura, 2010; Shuldiner
et al., 1990). En résumé, plusieurs fragments d’ADN possédant des séquences
identiques au niveau de leurs extrémités 3’ ou 5’ sont combinés par PCR. Le
remplacement allélique du gene ezrA par la construction ezrA-spdenra2 a été
effectué par la méthode Janus (Sung et al., 2001). En résumé, nous avons utilisé une
procédure en deux étapes basée sur l'insertion, puis la délétion, d’une cassette kan-
rpsL bicistonique appelée Janus dans la région du gene ezrA. Cette méthode permet
de muter le gene ciblé sans présence finale d’une cassette de résistance a un

antibiotique, afin de prévenir les effets polaires sur |’expression des genes voisins.

Conditions de croissance, milieux et transformation

Les cultures liquides des souches de S. pneumoniae ont été effectuées a 37°C,
dans le milieu C supplémenté avec 0.5% d’extrait de levure (CY) (Lacks and
Hotchkiss, 1960) ou en milieu Todd-Hewitt (TH ; BD sciences).

Pour la transformation du pneumocoque, un minimum de 250 ng d’ADN ont
été ajoutés aux cellules incubées en présence du peptide de stimulation de la
compétence 1 (CSP1) dans du TH supplémenté avec 1 mM de CacCl,. Les cellules ont
été cultivées pendant 2 heures a 37°C en absence d’antibiotique de sélection, et les
transformants ont été sélectionnés sur des boites de pétri contenant du milieu
« Columbia blood agar » (BD sciences) supplémenté avec 4% de sang défibriné de
cheval, et avec ’antibiotique approprié (200 pg/ml de streptomycine ou 250 pg/ml
de kanamycine).

Toutes les cultures destinées a une observation en microscopie optique ont

été cultivées dans du milieu CY.
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Souches, oligonucléotides Génotype ou description Référence

R800 R6, rpsl::rpsl1, Strt Souche de laboratoire
AstkP R800, AstkP, Str" Fleurie et al., 2012
AgpsB R800, AgpsB, Str* Fleurie et al., 2014
AdivIVA R800, AdiviVA, Str® Fleurie et al., 2014
ftsZ-spdendra2 R800, ftsz::ftsZ-spdendra2, Str ® Jacq et al., 2015
ezrA-spdendra2 R800, ezrA::ezrA-spdendra2, Str ® Cette étude
FOROCAG amorce pour l'amplification de la région en 5' du gene ezrA Cette étude

TATCGTAAACTAATTGATGC

amorce pour 'amplification de la région en 5' du gene ezrA

REVOCA7 CACATTATCCATTAAAAATCAAACGGTTA AAMMACGAATCGTTTC Cette étude

s oE e e S e st et coneune

REVOCAO amorce pour l'ar22$2;2$22$£?r1é$lc2ﬁ62|1c3' du gene ezrA Cotte étude
P2 amorce pour l'amplification de la cassette Janus Sung et al., 2001

AGAGACCTGGGCCCCTTTCC

Table 1: Souches et oligonucléotides utilisés dans cette étude. Les nucléotides en gras
représentent la partie de l’amorce qui s’hybride a la cassette Janus.

Préparation des échantillons observés en PALM

Dix mililitres de culture sont innoculés avec 50 pl d’un aliquot de stock glycérol
de la souche congelée et conservée a -80°C. Les cellules sont cultivées dans du milieu
CY a 37°C (dans un incubateur statique a CO2) jusqu’a ce qu’elles atteignent un état
de régime permanent : cet état est atteint apres deux cycles de dilution des cultures

dans du milieu CY (dilution au 20°™¢) lorsque la densité optique a 600 nm (DOsoonm)
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atteint la valeur de 0.3. Cette méthode de culture permet que la totalité des
bactéries soit en état de division active, également appelé « régime permanent ».

Les cellules sont ensuite directement fixées dans le milieu de culture par
ajout de 2% de paraformaldehyde (EM grade, Electron Microscopy Sciences) et
incubation a 20°C pendant 1 heure. Les cellules sont lavées par trois cycles incluant
une centrifugation a 4 000 x g pendant 2 min (température ambiante) et resuspension
des culots dans 50 ul de PBS 1X.

Trois microlitres de suspension de cellules sont enfin transférés sur une
lamelle de microscopie propre (les lamelles sont lavées par un traitement de 40
minutes dans un four a ozone). La lamelle est alors recouverte d’une seconde lamelle
propre de taille inférieure. Un poids important est appliqué sur ’ensemble par le
plat de la main afin de ne laisser qu’un espace suffisant pour observer les bactéries
dans le méme plan. Le montage est enfin scellé par l’application d’un vernis a ongles

transparent.

Marquage en deux étapes du peptidoglycane et préparation des échantillons pour
observation en dSTORM

Dix mililitres de culture sont innoculés avec 50 pl d’un stock glycérol de la
souche congelée et conservée a -80°C. Les cellules sont cultivées dans du milieu CY
a 37°C (dans un incubateur statique a COz) jusqu’a ce qu’elles atteignent un état de
régime permanent.

Les cellules sont alors centrifugées pendant 2 min a 4 000 x g et a température
ambiante. Le culot est resuspendu dans 600 pul de milieu CY préchauffé a 37°C
contenant le dérivé de la D-Alanine (zDA, zDADA ou DADAz) a une concentration
finale de 250 pM. Les cellules sont incubées dans un bain-marie a 37°C pendant la
période de marquage (5 min la plupart du temps).

A lissue de la période de marquage (période de « pulse »), du
paraformaldéhyde est ajouté a une concentration finale de 2%, et le tout est placé
sur la glace durant la nuit. Le lendemain, les cellules sont lavées deux fois par
centrifugation a 4 000 x g pendant 2 min (température ambiante) et resuspension
des culots dans 1 ml de PBS 1X.

131



Par la suite, la réaction de chimie click est effectuée par incubation des
cellules dans 150 ml de PBS 1X contenant du DIBO-AF647 (Life technologies) a une
concentration de 25 pM. Aprés 1 heure d’incubation a température ambiante, les
cellules sont lavées au moins deux fois par centrifugation a 4 000 x g pendant 2 min
(température ambiante) et resuspension des culots dans 1 ml de PBS 1X.

Le dernier lavage est effectué avec 1 ml de tampon pré-dSTORM (150 mM Tris-

HCl pH8, 50 mM NaCl, 10 % glucose). Aprés centrifugation, le surnageant est jeté et
les cellules sont resuspendues dans 10 ul de tampon dSTORM (150 mM Tris-HCl pH8,
50 mM NaCl, 10 % glucose, 200 mM mercaptoethanolamine (MEA), (solution mere a
1M congelée), 1 mg/ml de glucose oxidase, et 80 pg/ml de catalase. La glucose
oxidase et la catalase sont ajoutées a partir d’une solution méere congelée contenant
10 mg/ml de glucose oxidase et 0.8 mg/ml de catalase.
En considérant que le tampon dSTORM est dilué environ au demi par le tampon pré-
dSTORM présent de maniere résiduelle avec le culot de bactéries, la composition du
tampon final est la suivante : 150 mM Tris-HCl pH8, 50 mM NaCl, 10 % glucose, 100
mM mercaptoethanolamine (MEA), 0.5 mg/ml de glucose oxidase, et 40 pg/ml de
catalase

Les cellules resuspendues dans le tampon de dSTORM sont montées entre deux

lamelles de la méme maniere que précédement.

Microscope PALM/dSTORM et acquisition des données

Les images de PALM et de dSTORM ont été acquises a 20°C avec un microscope
PALM/dSTORM construit par nos collaborateurs de I’équipe PIXEL de U'IBS, basé sur
un microscope Olympus IX81 (Olympus, Japon) et équipé avec des lasers solides

pompés par diode a 405 nm, 488 nm, 561 nm, et 643 nm.

L’illumination en champ large a été effectuée par la focalisation du faisceau
laser polarisé circulairement dans le plan focal arriere d’un objectif 100X
apochromatique a immersion a huile avec une ouverture numérique (NA) de 1.49
(Olympus).

L’intensité et la séquence temporelle de Uillumination laser de I’échantillon

est réglée par un filtre ajustable acousto-optique (AOTF ; Quanta Tech). Les images
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de fluorescence ont été acquises avec une caméra CCD (Photometrics) controlée par

le logiciel Metamorph (Molecular Devices).

Pour la collection des données PALM, la photoconversion de spDendra2 a été
effectuée a l’aide d’un laser de longueur d’onde 405 nm, en augmentant sa puissance
de 1% a 100% (valeur maximale de 14.4 W/cm?), afin de contrebalancer la diminution
du nombre de protéines non photo-converties disponibles. L’excitation de la forme
photo-convertie de spDendra2 a été effectuée a l’aide d’un laser de longueur d’onde
561 nm, avec une puissance de 8.8 kW/cm? au centre du faisceau. Les images ont
été collectées jusqu’a atteindre un plateau bas dans la fréquence des signaux
fluorescents détectés, signe que la majorité des protéines ont été photo-converties
et imagées. Afin de minimiser [’autofluorescence induite par le laser UV, les données
ont été collectées en utilisant un schéma d’illumination alterné consistant en une
période d’illumination a 405 nm de 21 ms pour la photo-conversion, suivie d’une

période d’illumination a 561 nm de 30 ms pour ’excitation de la fluorescence.

Pour la collection des données dSTORM, ’échantillon immergé dans le tampon
dSTORM a été illuminé simultanément a l’aide d’un laser de longueur d’onde 405
nm, en augmentant sa puissance de 1% a 100% (valeur maximale de 14.4 W/cm?), et
a l’aide d’un laser de longueur d’onde 643 nm d’une puissance maximale de 21
kW/cm?2.

Les images en microscopie conventionnelle des échantillons pour le dSTORM
ont été prises sur le microscope PALM/dSTORM, avant ’acquisition dSTORM, avec

une illumination faible par le laser a 643 nm (0.01 % de la puissance maximale).

Analyse des données et reconstruction des images super-résolues

Tout le processus de reconstruction des données a été effectué avec le plugin
ThunderSTORM (Ovesny et al., 2014) pour le logiciel ImageJ. En bref, le logiciel
localise dans un premier temps les molécules fluorescentes en modélisant leur signal
comme une courbe gaussienne, la molécule étant localisée en son centre.
La localisation de toutes les molécules observées dans chacune des milliers d’image
acquises sont regroupées dans une matrice. Les données sont ensuite affinées par la

correction du scintillement inhérent a la méthode. Enfin, la dérive de ’échantillon

133



durant l"acquisition est corrigée a l’aide de la référence fournie par la présence des
billes fluorescentes (nano-billes d’or ou TetraSpec). Dans un dernier temps, une
image finale est reconstituée en attribuant a chaque localisation un profil gaussien
spécifique.

Les moyennes de précision de localisation obtenues ont été calculées par le
logiciel a partir de la déviation standard de la PSF (Point spread function) et du

nombre de photons émis par les fluorophores.

Fluorescence conventionnelle

résolution ~250 nm

Localisation des molécules uniques

Suppression des signaux issus du scintillement des
fluorophores

Correction de la dérive de |I’échantillon pour chaque image
|

Reconstitution de I'image finale

Microscopie super-résolue

résolution ~20 nm

Figure 31 : Processus général pour I’acquisition d’une image en microscopie de localisation de
molécule unique. Les deux images correspondent au détail d’un champ de microscopie de cellules
de la souche de S. pneumoniae R800, dont le PG nouvellement synthétisé est rendu fluorescent
par la méthode du marquage en deux étapes zDADA puis DIBO-AlexaFluor647. L’image du haut
correspond a une acquisition de microscopie conventionnelle, et ’image du bas correspond a une
acquisition de dSTORM.
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La résolution spatiale des images reconstruites a été estimée d’apres la

résolution de Nyquist a partir du nombre de molécules (N) présentes dans ’aire de

2
la surface marquée (A), et donnée par la formule r = \/?/A (Shim et al., 2012).

Les zones annulaires de synthese du PG ayant été observées en grande majorité en
projection 2D le long de "axe radial de la cellule, les surfaces marquées ont été
assimilées a des rectangles dont la longueur est égale au diametre de la zone
annulaire de synthese du PG et la largeur est égale a |’épaisseur axiale de la zone de

synthése.

Analyse de la géométrie des zones de synthése du peptidoglycane et comptage

du nombre de molécules

A Uaide du plugin ThunderSTORM, des zones englobant chacun des sites
de synthese ont été sélectionnées manuellement et leur profil d’intensité de
fluorescence a été projeté perpendiculairement ou parallelement au plus grand
axe de l’anneau (Fig. 32).

A partir de ces projections, les dimensions de l’anneau sont mesurées. Le
diametre de la zone annulaire de synthese a été déterminé comme étant la distance
entre les deux minimums d’intensité le long du plus grand axe de l’anneau.
Pour la mesure de l’épaisseur axiale de la zone de synthese, la projection du
signal fluorescent parallelement au plus grand axe de l’anneau est estimée
comme étant proche d’une distribution gaussienne. L’épaisseur axiale de la
zone de synthese correspond a la largueur a mi-hauteur (FHWM) de cette fonction
gaussienne.

Afin de tester la signification statistique des données, les « p values » ont été

obtenues par un test de Mann-Whitney en utilisant le logiciel R.
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Diameétre \ ;
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Figure 32 : Mesure des dimensions de la zone annulaire de synthése du PG. Haut : image
reconstruite en dSTORM et sélection des zones analysées sous ImageJ (rouge) pour déterminer
le diameétre (image de gauche) et ’épaisseur de la région de synthese (image de droite). Bas :
projection de U'intensité de fluorescence des zones rouges sélectionnées, perpendiculairement
(image de gauche) ou parallélement (image de droite) au grand axe de l’anneau. FHWM : largueur

a mi-hauteur
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Annexes

Annexe 1 : The cell wall hydrolase Pmp23 is important
for assembly and stability of the division ring in

Streptococcus pneumoniae.
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Bacterial division is intimately linked to synthesis and remodeling of the peptidoglycan, a cage-like
polymer that surrounds the bacterial cell, providing shape and mechanical resistance. The bacterial
division machinery, which is scaffolded by the cytoskeleton protein FtsZ, includes proteins with
: enzymatic, structural or regulatory functions. These proteins establish a complex network of transient
. functional and/or physical interactions which preserve cell shape and cell integrity. Cell wall hydrolases
. required for peptidoglycan remodeling are major contributors to this mechanism. Consistent with this,
© their deletion or depletion often results in morphological and/or division defects. However, the exact
. function of most of them remains elusive. In this work, we show that the putative lysozyme activity of
. the cell wall hydrolase Pmp23 is important for proper morphology and cell division in the opportunistic
* human pathogen Streptococcus pneumoniae. Our data indicate that active Pmp23 is required for proper
localization of the Z-ring and the FtsZ-positioning protein MapZ. In addition, Pmp23 localizes to the
division site and interacts directly with the essential peptidoglycan synthase PBP2x. Altogether, our
data reveal a new regulatory function for peptidoglycan hydrolases.

Bacterial division results from the combination of membrane constriction with expansion and remodeling of the

cell wall. The main constituent of the cell wall is the peptidoglycan (PG), a stress-bearing mesh made of glycan

chains crosslinked by peptides'. PG expansion and remodeling requires three major classes of enzymes: the SEDS
. (Shape, elongation, division and sporulation) polymerases RodA and FtsW, which elongate the glycan chains, the
. penicillin-binding proteins (PBPs), which catalyze the polymerization of the glycan chains and the crosslinkage

of the peptides, and the cell wall hydrolases (CWHs), which carry various cell wall degrading and remodeling
. activities>>. The enzymatic activity of many CWHs is known but for most of them, their function in bacterial
© morphogenesis and division remains unclear. Known CWH functions include regulation of PG precursor avail-
. ability, PG maturation, septum splitting, cell separation and autolysis*’. It has also been proposed that some

CWHs cooperate with synthases to cleave within the existing PG polymer to allow insertion of new material, but

direct evidence for such mechanism is still lacking®. While the role of the CWHs involved in cell separation and
. autolysis has been rather well studied, little is known regarding the cellular function of the other ones, especially
. those involved in PG maturation, which includes the regulation of the length of the glycan and peptide chains, as
: well as the degree of crosslinking.
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During the bacterial division cycle, cell wall synthesis and remodeling are coordinated with membrane
constriction, led by the tubulin homologue FtsZ. This coordination relies on a complex network of transient
functional and physical interactions, yet to be fully identified and characterized, between SEDS proteins, PBPs,
CWHs, FtsZ and other proteins of the divisome with structural or regulatory functions. The tubulin-homologue
FtsZ, which polymerizes at midcell into a ring-like structure called the Z-ring’, has a major role in this coordi-
nation mechanism since it recruits directly or indirectly various division proteins to the division site, including
some of the PBPs and CWHs®"!!. Assembly and stability of the Z-ring is thus essential for proper division. In the
opportunistic human pathogen Streptococcus pneumoniae, the MapZ protein (also named LocZ) regulates Z-ring
positioning, orientation, stability and constriction at midcell through direct interaction with FtsZ!>"'*. In addi-
tion, MapZ is a substrate of the Ser/Thr kinase StkP and both phosphorylated and non-phosphorylated forms of
MapZ are required for proper Z-ring formation and dynamics'?. Other pneumococcal proteins with a key regula-
tory function in cell division are CWHs since impairment of their activity or localization leads to severe shape and
division defects'*~>°. However, their precise regulatory function in these processes remains unclear. Investigating
this question in model organisms like Escherichia coli and Bacillus subtilis is not an easy task because these bacte-
ria possess several tens of CWHs with redundant functions*. By contrast, the ovococcus S. pneumoniae does not
only possess a small number of CWHs (12 pneumococcal CWHs have been identified so far), but they also appear
to have non-redundant functions since single deletions are sufficient to observe shape and division defects'>=’.
Among the CWHs involved in pneumococcal growth and division, the N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase/
endopeptidase PcsB is required for septum splitting'”*!, the putative lytic transglycosylase MItG is required for
peripheral cell wall synthesis?’, the D,D-carboxypeptidase PBP3 (DacA) and the L,D-carboxypeptidase DacB
limit the amount of crosslinking by trimming the pentapeptide substrates of the PBP synthases'®!***~2%, and the
endo-f3-N-acetylglucosaminidase LytB is responsible for the physical and final separation of daughter cells*. A
sixth CWH, called Pmp23 (spr0930 gene), is involved in S. pneumoniae cell division and morphogenesis. Pmp23,
which carries a glycoside hydrolase domain that is conserved in many Gram-positive bacteria (including various
human pathogens), was originally proposed to behave as a putative N-acetylmuramidase (lytic transglycosylase
or lysozyme) in S. pneumoniae'®*. Its deletion results in enlarged cells and misplaced septa but its exact function
in S. pneumoniae morphogenesis and division has remained mysterious so far'®!>?’. In this work, we investigated
the role of Pmp23 in the localization and activity of S. pneumoniae division and cell wall synthesis machinery.
Using 3D homology modeling, genetics, fluorescence microscopy and protein-protein interaction experiments,
we provide data supporting the idea that Pmp23 is a bacterial lysozyme involved in the stability of the division
machinery, revealing a new connection between cell wall metabolism and cell division.

Results

Pmp23 displays homology with bacterial lysozymes. In a previous work, Pmp23 was proposed to
belong to the N-acetylmuramidase family'$?¢, which includes lytic transglycosylases (LTs) and goose(G)-type
lysozymes. Lysozymes and LTs are both sugar hydrolases that cleave the 3-1,4 MurNAc-GlcNAc glycosidic bond
(N-acetylmuramidase activity), but LTs use the C-6 hydroxyl of MurNAc instead of water as a nucleophile in
the cleavage reaction, generating a product ending with 1,6-anhydro MurNAc. The enzymatic activity of G-type
lysozymes and LTs all require a Glu residue that is conserved in Pmp23 (E61) but near this catalytic position,
G-type lysozymes carry an Asn and a second negatively charged catalytic residue that are not conserved in LTs***
and are present in Pmp23 (N119 and E74), suggesting that Pmp23 might be a G-type lysozyme (Fig. S1). However,
the low sequence identity of Pmp23 with the G-type lysozyme (10% over 186 residues) prompted us to revisit this
analysis. A search for structural homologues in the Protein Data Bank through the NCBI server (http://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/) identified the bacterial lysozyme domain (bLysG) of CwlT from Clostridium difficile (Cwltc,)
and Staphylococcus aureus (Cwltg,), which display 32% and 29% identity with Pmp23, respectively (Fig. 1a). We
then performed 3D homology modeling through the Swiss Model server (http://swissmodel.expasy.org/), using
the bLysG domain of Cwltgy (PDB code 4HPE) and Cwltg, (PDB code 4FDY) as templates® (Figs 1b and S1b,c).
Both Pmp23,3ypg and Pmp23,zpy models were predicted with high-confidence factors (mean value £SD, 0.7 £ 0.1
for Pmp23,4p; and Pmp23,;5y) and most exclusively contain a-helices that form two N- and C-terminal lobes
delimiting the putative active site groove, which traverses one face of the protein (Figs 1b and S1b,c). Within
the active site, the catalytic Glu and Asp residues of bLysG domains®® (E81 and D88 in CwlTg4, E83 and D90 in
CwlTs,) are conserved in Pmp23 and correspond to positions E61 and D68 (Fig. 1). In addition, the DVMQSSES
sequence motif, which is conserved in bLysG domains but absent in LTs and G-type lysozymes and defines the
bLysG family?®?, is strictly conserved in Pmp23 (D VMQSSES) (Figs 1 and S1). Pmp23 thus possesses all the
specific features of a bacterial lysozyme.

Deletion of pmp23 and inactivation of its predicted bacterial lysozyme activity cause morpho-
logical defects. Deletion of the pmp23 gene using an antibiotic insertion cassette was previously shown to
affect cell morphogenesis and division in S. pneumoniae R6 or D39'*1%->". To verify that the phenotypes of these
strains were not due to a polar effect on the expression of neighboring genes, we constructed a markerless pmp23
deletion strain of S. pneumoniae R6 (Apmp23). Median values of 1.65 4 0.22 pym (n=370) and 1.86+0.29 um
(n=643) were obtained for the cell length of wild-type and Apmp23 cells, respectively (Fig. 2a). Median values of
0.70 £ 0.03 um and 0.80 & 0.05 um were obtained for the cell width of wild-type and Apmp23 cells, respectively.
Statistical analyses of the length and width distributions indicated that the observed differences between the two
strains are significant (U test of Mann-Whitney, p-values <0.0001 for all analyses, see Fig. 2a). In the absence of
Pmp23, cells are thus slightly but significantly longer and larger than those of the wild-type strain. In addition,
~13% of Apmp23 cells had a distorted shape and/or division defects. Analysis of these abnormal cells by elec-
tron microscopy revealed the presence of misplaced, aborted and sometimes multiple septa (Figs 2b and S2c).
When the pmp23 deletion strain was complemented with a 3xflag-pmp23 construct, normal cell morphology was
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Figure 1. Pmp23 displays homology to bacterial lysozymes. (a) The sequence of Pmp23 from S. pneumoniae
R6 was aligned with CwlT from C. difficile 630 (CwlT4) and S. aureus Mu50 (CwlTy,). Conserved residues are
shown in red boxes, similar residues in yellow boxes with red characters. The secondary structures of CwlTs,
(PDB code 4FDY) and the predicted ones for Pmp23 are indicated below and above the sequence alignment,
respectively. Residues are numbered according to Pmp23. The catalytic Glu and Asp residues of the bLysG
domains are highlighted with red stars, the lysozyme-specific Asn and Glu with blue stars and the bLysG-
specific DVMQSSES motif with an orange box. Note that Pmp23 possesses all these residues (E61, D68, E74,
N119). (b) Upper panel: topology of Pmp23 showing the transmembrane segment (in dark grey) and the
extracellular bLysG domain (in deepteal). Lower panel: ribbon and surface representation of the Pmp23 model
based on the structure of CwlT from C. difficile (PDB code 4HPE). The N- and C-termini are labeled. The E61
and D68 catalytic residues are shown in red and the DVMQSSES motif is colored in orange.
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Figure 2. Characterization of wild-type and pmp23 mutant S. pneumoniae cell morphology. (a) Phase contrast
images of exponentially growing wild-type (WT), Apmp23, pmp23(E61Q), pmp23(D68N) and Apmp23-3xflag-
pmp23 (3xflag-pmp23) S. pneumoniae cells. Orange arrows indicate cells with a distorted shape and/or division
defects. Distributions of cell length and width among the cell population in wild-type (n =370), Apmp23
(n=643), pmp23(E61Q) (n=740), pmp23(D68N) (n=599) and Apmp23-3xflag-pmp23 (n=>590) strains

are represented with box plots showing the interquartile range (25" and 75" percentile), the median value

and whiskers for minimum and maximum values. P-values from the U test of Mann-Whitney are indicated
with an exact number when no significant difference is observed (p-value > 0.05) or with an asterisk when the
observed differences are statistically significant (p-value < 0.05). Quadruple asterisks indicate p-values < 0.0001.
(b) Electron microscopy images of thin sections of wild-type, Apmp23, pmp23(E61Q) and pmp23(D68N) S.
pneumoniae cells.

almost completely restored, with only 1% of cells being misshaped (median cell length value of 1.644-0.27 um,
p-value =0.1021; median cell width value of 0.66 & 0.04 um, p-value < 0.0001, when compared with the wild-type
strain), suggesting that the shape and division defects of the Apmp23 cells are likely due to the absence of Pmp23
(Fig. 2a).

To reconstitute Pmp23 hydrolytic activity in vitro, full-length Pmp23 fused to the Glutathione S-Transferase
(GST-Pmp23) was purified and solubilized with the non-ionic detergent DDM, and incubated overnight at 37°C
in the presence of purified sacculi from wild-type and Apmp23 pneumococcal strains (see the Methods section).
The use of sacculi from the Apmp23 strain was meant to increase the proportion of specific Pmp23 substrate in
the purified sacculi. Despite intensive efforts to provide a suitable substrate for Pmp23 (removal of teichoic acids,
amidase digestion for removal of peptide chains, and chemical N-acetylation), we were unable to detect peptido-
glycan degradation products. Accordingly, we sought to determine whether the predicted catalytic residues are
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important for Pmp23 function in vivo and assess the importance of its putative lysozyme activity for pneumococ-
cal division and morphogenesis.

When mutations E61Q and D68N were introduced in the endogenous pmp23 gene, the mutant cells displayed
shape defects similar to those observed when pmp23 was deleted (Figs 2 and S2d,e). Indeed, pmp23(E61Q) and
pmp23(D68N) cells were longer than wild-type cells, with median cell length values of 1.77 £ 0.29 pm (n = 740)
and 1.77 £ 0.31 um (n = 599), respectively. The mutant cells were also larger, with median cell width values of
0.78 +0.04 um for strain pmp23(E61Q) and 0.84 = 0.04 um for strain pmp23(D68N) (Fig. 2a). Statistical analyses
of the length and width distributions indicated that the observed differences between the wild-type strain and
these two prmp23 mutant strains are significant (Mann-Whitney p-values < 0.0001, see Fig. 2a). Finally, ~16% of
mutant cells showed division defects (Figs 2b and S2d,e). Importantly, the stability of the mutant proteins and the
wild-type control were similar (Fig. S2a).

In conclusion, the overall phenotype of the Apmp23 strain suggests that Pmp23 is involved in pneumococcal
division and maintenance of cell shape. In addition, the fact that mutations E61Q and D68N phenocopy the
pmp23 deletion supports the idea that Pmp23 is an active lysozyme in vivo and that this enzymatic activity is
required for proper morphogenesis and division of S. pneumoniae.

Inactivation of Pmp23 |eads to aberrant localization of FtsZ and the cell wall synthesis machinery.
The morphological and division defects observed with the pmp23 mutant strains suggest that the localization
or activity of the cell wall synthesis machinery is perturbed when Pmp23 is absent or inactive. To test this idea,
we first investigated the localization of the major division protein FtsZ, which scaffolds the cell wall synthesis
machinery, and the cell wall synthases PBP2x and PBP2b in wild-type, Apmp23 and pmp23(E61Q) strains. To do
so, we expressed previously described ftsZ-gfp, fisZ-mkate2, gfp-pbp2x and gfp-pbp2b fusions at their endogenous
locus, under the control of their native promoter'!. Importantly, production of these fluorescent fusion proteins
did not modify the morphology of the wild-type and the Pmp23 mutant strains. Most Apmp23 and pmp23(E61Q)
cells (88%, n =310 and 85%, n =232, respectively), including those with slightly enlarged dimensions, displayed
a wild-type localization of FtsZ, PBP2x and PBP2b, with midcell positioning of ring-like structures, progressive
constriction and relocalization at the division sites of the future daughter cells'"**-** (Figs 3 and S3a). However
and importantly, all cells with major morphological defects (12% of Apmp23 cells; 15% of pmp23(E61Q) cells)
showed aberrant FtsZ, PBP2x and PBP2b localizations, including annular structures positioned asymmetrically
and helix-like structures (Figs 3 and S3a). Aberrant FtsZ structures always co-localized with PBP2x and PBP2b
(Fig. 3b,c). Time-lapse experiments performed on pmp23(E61Q) cells expressing the ftsZ-gfp fusion further
showed that asymmetric and helical FtsZ structures can form in cells with or without primary morphological
defects (Fig. S4). In addition, helices can either form as soon as FtsZ becomes visible in the daughter cell or arise
from single Z-rings that fall apart at some point (Fig. S4). Finally, asymmetric Z-rings and more unexpectedly
some of the helical Z-rings are able to constrict, leading to the generation of daughter cells with unequal size
(Fig. S4). We verified that FtsZ-GFP levels are not affected in the absence of Pmp23 or in the presence of the
Pmp23(E61Q) variant (Fig. S3b), and that helical FtsZ structures were also observed when the native copy of FtsZ
was immunolabeled in Apmp23 and pmp23(E61Q) cells (Fig. S3¢). Altogether, these observations suggest that in
the absence of Pmp23 or in the presence of an inactive variant, the division and cell wall synthesis machinery is
most of the time able to assemble at midcell, but in some cells degenerates into helical structures. Furthermore,
helical or asymmetric Z-rings can also form at the onset of the cell cycle and none of these structures constitute
dead ends for the division process.

Cell wall synthesis is not affected by Pmp23 inactivation. We next wondered whether the aberrant
FtsZ, PBP2x and PBP2b structures observed in Apmp23 and pmp23(E61Q) cells might arise from altered cell
wall synthesis. To test this idea, we monitored cell wall synthesis activity by pulse-chase labeling of new PG using
fluorescent D-amino acids (FDAAs)*. Wild-type, Apmp23 and pmp23(E61Q) cells expressing an FtsZ-mKate2
fusion were grown shortly in the presence of the BADA label, then the excess dye was washed away and cells
were further incubated for 4 min. Most mutant cells (74%, n =206 for Apmp23; 70%, n=131 for pmp23(E61Q))
displayed a wild-type PG labeling, which appeared as a single or double bands flanking the Z-ring depending on
the advancement of the cell cycle (Fig. 4). In Apmp23 and pmp23(E61Q) cells displaying major morphological
defects (21% and 25%, respectively), PG labeling still co-localized with or flanked FtsZ although FtsZ displayed
asymmetric or helical structures (Fig. 4). Given that FtsZ always co-localizes with PBPs!! (Fig. 3b,c), these obser-
vations suggest that in the absence of Pmp23 or in the presence of an inactive enzyme, the PG synthesis machin-
ery remains active even though it displays abnormal localization. Very surprisingly in a small proportion of
Apmp23 and pmp23(E61Q) cells with no major morphological defects (5% for both strains), the Z-ring and PG
labeling were oriented in different planes, indicating that the Z-ring had changed orientation during the chase
period (Fig. 4). This unexpected observation further suggests that Pmp23 inactivation causes instability of the
orientation of the division and PG synthesis machinery.

MapZ localization is altered in pmp23 mutant cells. Because cell wall synthesis is still active when
Pmp23 is inactive, we wondered whether aberrant FtsZ and PBP structures might arise from impaired local-
ization of MapZ, which is involved in FtsZ positioning, orientation stability and constriction'?'. To investi-
gate this, we expressed a previously described gfp-mapZ fusion'? in wild-type, Apmp23 and pmp23(E61Q) cells.
Wild-type cells displayed the previously described MapZ localization profile: assembly of a single septal ring at
the onset of the cell cycle, splitting of this initial ring and progressive separation of the double ring, appearance
and constriction of a third ring at midcell (Figs 5 and S5a). While Apmip23 and pmp23(E61Q) cells with wild-type
morphology and dimensions displayed typical MapZ localization profiles, cells with enlarged cell dimensions
(14% (n=370) of Apmp23 cells and 17% (n=361) of pmp23(E61Q) cells) displayed a slight delocalization of
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Figure 3. FtsZ and PBP localization in wild-type and pmp23 mutant cells. (a) Live S. pneumoniae cells
expressing an endogenous copy of ftsZ-gfp in wild-type (WT), Apmp23 and pmp23(E61Q) genetic
backgrounds. Examples of cells with wild-type FtsZ localization (green arrows) and distorted cells with
asymmetric (orange arrowheads) or helical (orange arrows) FtsZ localization are indicated. GFP fluorescence
and merged images (between the GFP and the phase contrast channels) are shown. Scale bars=1 pm. (b,c). Live
S. pneumoniae cells expressing the endogenous copy of ftsZ-gfp together with either gfp-pbp2x (b) or gfp-pbp2b
(¢) in wild-type (WT), Apmp23 and pmp23(E61Q) genetic backgrounds. Examples of cells with wild-type FtsZ
and PBP localization (green arrows) and distorted cells with asymmetric (orange arrowheads) or helical (orange
arrows) FtsZ and PBP localization are indicated. Phase contrast (PC), GFP and mKate2 fluorescence images are
shown. Scale bars=1pm.
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Figure 4. FtsZ localization and PG labeling in wild-type and pmp23 mutant cells. Pulse-chase labeling of

PG with BADA in live S. pneumoniae cells expressing an endogenous ftsZ-mkate2 fusion in wild-type (WT),
Apmp23 and pmp23(E61Q) genetic backgrounds. Examples of cells with wild-type FtsZ localization and PG
labeling (green arrows), distorted cells with asymmetric (orange arrowheads) or helical (orange arrows) FtsZ
localization and PG labeling are indicated. Blue arrowheads point at cells in which the Z-ring and PG labeling
are oriented in different planes. Phase contrast (PC), mKate2 and BADA fluorescence, and merged images are
shown. Scale bars=1 pm.

MapZ around the cell periphery (Figs 5 and S5a). In addition, all Apmp23 and pmp23(E61Q) cells with major
morphological defects (13% of Apmp23 cells and 15% of pmp23(E61Q) cells) showed aberrant MapZ structures,
including y-shaped, aggregated structures, membrane delocalization or asymmetric positioning of MapZ rings
relative to the division site (Figs 5 and S5a). GFP-MapZ levels were not affected by pmp23 deletion or expression
of the inactive variant (Fig. S5b). We thus conclude that Pmp23 is not required for the assembly of the MapZ rings
but Pmp23 inactivation leads to partial mislocalization of MapZ.

We next sought to investigate why MapZ localization is affected when Pmp23 is inactive. MapZ localization
was previously shown to be driven by its C-terminal PG binding domain®*. We purified sacculi from wild-type
and Apmp23 cells, and analyzed the PG composition (see the Methods section). The glycan strands in pneumo-
coccal PG are very long, most of them containing more than 50 disaccharides®>. The purified sacculi thus had to
be treated with mutanolysin before analysis, preventing determination of the average length of the glycan strands.
Nevertheless, the analysis of PG composition revealed that the strain lacking pmp23 had 8% more dimers than
monomers, while the wild-type strain had nearly identical proportion of monomers and dimers (Fig. $6). Despite
this change in PG composition, MapZ ability to bind the polymer was not significantly affected in pull-down
experiments using a recombinant construct of MapZ extracellular domain and purified sacculi from wild-type
and Apmp23 cells (Fig. S7a). In addition, MapZ phosphorylation did not display significant variation in the
Apmp23 strain when compared to the wild-type strain (Fig. S7b). Consistent with this observation, the StkP
kinase retained septal localization in the Apmp23 strain (Fig. S7¢).

Pmp23 is enriched at midcell and interacts with PBP2x. Because Pmp23 is predicted to have a gly-
cosidase activity and not a peptidase activity, we hypothesized that the increase in dimer proportion versus mon-
omers in the pmp23 deletion strain could reflect an aberrant functioning of some peptidoglycan transpeptidases
(PBPs), suggesting a potential functional or physical interaction between PBPs and Pmp23. Interestingly, fluo-
rescence microscopy imaging of S. pneumoniae cells expressing an ectopic sfgfp-pmp23 fusion revealed that 75%
of the cell population (n=210) displayed a diffuse cytoplasmic and membrane fluorescence signal while 25%
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Figure 5. MapZ localization in wild-type and pmp23 mutant cells. Live S. pneumoniae cells expressing an
endogenous copy of gfp-mapZ in wild-type (WT), Apmp23 and pmp23(E61Q) genetic backgrounds. Examples
of cells displaying wild-type morphology and wild-type MapZ localizations (green arrows), enlarged cells with
a slight membrane delocalization of MapZ (yellow arrows) and abnormal morphology with aberrant MapZ
localizations (orange arrows). GFP fluorescence and merged images (between the GFP and the phase contrast
channels) are shown. Scale bars=1 pm.
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of cells showed enriched fluorescence at the septum (Fig. 6a). Diffuse fluorescence might be due to the fact that
about 30% of the sfGFP-Pmp23 fusion protein is cleaved, as observed by the presence of a band corresponding
to the sfGFP (~30kDa) in the anti-GFP Western blot shown in Figure S2a. In addition, about 30% of cells dis-
played fluorescence foci, possibly reflecting the presence of stGFP-Pmp23 aggregates. These observations thus
indicate that the sfGFP-Pmp23 fusion protein is not fully functional. Nevertheless, the observation of septal
fluorescence suggests that in 25% of cells, Pmp23 is ideally located to interact with the PBPs. This observation
prompted us to perform immunoprecipitation experiments to identify potential PBP partners of Pmp23. To do
so, we used anti-FLAG IgGs on detergent-solubilized membrane fractions from pneumococcal cells expressing
the 3xflag-pmp23 fusion. Immunoprecipitated fractions were analyzed by western blot using anti-FLAG IgGs
and antibodies specific for each of the five high-molecular weight pneumococcal PBPs (PBP2x, PBP2b, PBP1a,
PBP1b and PBP2a)*. Consistent with the idea that Pmp23 and PBP2x interact in the membranes of S. pneumo-
niae, PBP2x was co-immunoprecipitated with 3xFLAG-Pmp23 (Fig. 6b). Importantly, PBP2x was not detected
in the immunoprecipitate from an extract derived from a strain that did not express 3xflag-pmp23 (Fig. 6b).
To determine whether Pmp23 and PBP2x interact directly in vitro and to quantify this interaction, microscale
thermophoresis was carried out by titrating the binding of the extracellular domain of PBP2x’! to the full-length
membrane form of Pmp23. While no binding of Pmp23 was detected with the BSA (bovine serum albumine) con-
trol, an affinity constant of 9 & 0.8 uM was obtained for the Pmp23-PBP2x complex (Fig. 6¢). This result indicates
that Pmp23 and PBP2x interact directly through their extracellular domain.

Discussion

This study provides evidence that Pmp23 is neither a LT nor a G-type lysozyme as previously predicted'®* but is
most likely a bacterial lysozyme required for proper cell morphogenesis and division. In support of this idea, we
show that Pmp23 contains the bLysG-specific DVMQSSES motif and catalytic residues (E61 and D68 in particu-
lar), and that mutations E61Q and D68N phenocopy the deletion of the protein.

Indeed when Pmp23 is absent or is mutated on one of the putative catalytic residues E61 or D68, S. pneumo-
niae cells are larger and longer, and a portion of them displays severe morphological and division defects. In the
large majority of Pmp23 mutant cells with wild-type morphology or minor morphological defects, FtsZ and the
PBPs display a wild-type localization pattern, indicating that the division and PG synthesis machinery is most of
the time able to assemble at midcell and constrict throughout the cell cycle. However, cells with severe morpho-
logical defects all display abnormal FtsZ localizations, including Z-rings assembled at asymmetric positions and
helix-like structures. As expected because the Z-ring serves as a scaffolding platform for the cell wall synthesis
machinery, PBP2x and PBP2b always co-localize with these abnormal FtsZ structures. In addition, monitoring
of PG synthesis showed that PBPs remain active even though FtsZ is mislocalized. Asymmetric or helical FtsZ
structures can appear in newborn daughter cells with no primary morphological defects; they can form de novo
when the FtsZ relocalizes to the division sites of the future daughter cells, or they can arise from regular Z-rings,
indicating that in some cells, Pmp23 inactivation impairs the assembly or stability of the Z-ring. In support of this
idea, pulse-chase PG labeling experiments revealed that in Pmp23 mutant cells, the Z-ring can change its orienta-
tion or structure during the course of the division cycle, while the PBPs are actively synthesizing PG.
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Figure 6. Pmp23 localizes to the division site and interacts with PBP2x. (a) Phase contrast (PC) and
fluorescence microcopy images of live S. pneumoniae cells expressing an ectopic copy of sfgfp-pmp23. Examples
of cells displaying sfGFP-Pmp23 septal localization (green arrows) and foci (orange arrows) are indicated.
GFP fluorescence and merged images (between the GFP and the phase contrast channels) are shown. Scale
bars =1 pm. (b) Membrane proteins from S. pneumoniae cells expressing the native copy of pmp23 (Nat) or

a 3xflag-pmp23 fusion were solubilized with Triton X-100 and used for immunoprecipitation experiments
using anti-FLAG resin. The analyzed samples correspond to the solubilized membrane proteins (Mb) and the
immunoprecipitated fractions (IP). The anti-PBP2x serum and anti-FLAG antibodies used for the Western
blot detection and molecular weight markers (MW) are indicated. ND, not diluted. (c) Affinity measurements
by microscale thermophoresis of labeled GST-Pmp23 binding to increasing concentrations of PBP2x. Fnorm
(normalized fluorescence = fluorescence after thermophoresis/initial fluorescence) is plotted against PBP2x
concentration. Measures are represented by green dots and the fitted curve by a blue line.

Recently, MapZ, a substrate of the Ser/Thr kinase StkP, was shown to locate at the division site before FtsZ and
serve as a beacon for FtsZ positioning and orientation at midcell>"*%. In the absence of MapZ, ~30% of cells dis-
play aberrant FtsZ structures'?. Imaging of MapZ in the absence of Pmp23 or in the presence of an inactive variant
revealed that cells with slight dimension defects are always associated with a slight delocalization of MapZ around
the cell periphery. Moreover, cells with major morphological defects all display abnormal MapZ structures. These
observations suggest that although Pmp23 is not strictly required for MapZ positioning at midcell, its absence
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leads to partial delocalization of MapZ and sometimes causes aberrant MapZ cellular structures. In addition, the
fact that MapZ displays similar localization defects in Apmp23 and pmp23(E61Q) cells suggests that the role of
Pmp23 in MapZ localization is due to its enzymatic activity rather than its physical presence.

Our data are thus consistent with the idea that PG modification by Pmp23 might be important for MapZ
localization and stability of its macromolecular structure. Supporting this hypothesis, molecular docking showed
that the MapZ extracellular and C-terminal domain could bind the glycan chains of PG, and deletion of this
PG-binding domain results in MapZ delocalization'>**. For example, MapZ localization might require a certain
homogeneity of the glycan chain length or a certain flexibility of the septal PG, and these PG properties might
require the lysozyme activity of Pmp23. In the absence of this putative hydrolase, abnormal PG properties due to
abnormally long glycan strands could influence the ability of MapZ to interact with PG. However, MapZ binding
to PG was not significantly affected when sacculi were purified from a strain deleted for pmp23 or expressing an
inactive variant. We thus favor an alternative hypothesis in which Pmp23 would contribute to a “quality control”
function aiming at correcting errors performed by PG synthases in the PG network. In support of this idea,
Pmp23 localization is enriched at midcell where all the PG synthases are positioned'***, it interacts directly
with PBP2x and we detected a slightly higher percentage of peptide crosslinks in PG purified from Apmp23
mutant cells. Excessively crosslinked glycan strands might not be properly bound by MapZ because of steric hin-
drance or excessive rigidity of such strands. These improperly incorporated glycan strands might lead to partial
delocalization of MapZ unless being degraded by Pmp23. In the absence of Pmp23 housekeeping activity, MapZ
delocalization might lead to a subtle delocalization and/or disorientation of FtsZ and the PBPs, first causing slight
morphological defects. As the cell cycle proceeds, slight localization and shape defects would be rapidly empha-
sized by active cell wall synthesis, eventually leading to abnormal structure of the division ring and severe mor-
phological defects. Importantly, this second model is consistent with the previously reported MapZ delocalization
upon perturbation of PG synthesis, and MapZ function in Z-ring positioning and orientation'?-'. Further studies
are now needed to determine at the molecular level how MapZ binds PG and how the altered PG composition in
the pmp23 mutants alters MapZ localization.

Many studies support the idea that early division proteins drive the localization and assembly of the cell wall
synthesis machinery, which includes PG synthases and PG hydrolases. About 13 years ago, the pneumococcal
CWH DacA (PBP3), which carries a D,D-carboxypeptidase activity, was shown to be required for proper orien-
tation of FtsZ and PBP annular structures at midcell'®. This work seeded the idea that CWHs are important for
proper assembly and localization of the division machinery. More recently, similar defects in FtsZ positioning
were observed in the absence of DacA (PBP5) and other low-molecular weight PBPs in E. coli®. In the pres-
ent work, we show that the lysozyme activity of Pmp23 is important for the stability of the earliest structure(s)
assembling at the division site in S. pneumoniae, the MapZ ring(s) that guide Z-ring positioning and orientation
at midcell'>"'*. This work thus uncovers a new crosstalk between cell wall metabolism and cell division. Although
most CWHs are not essential for bacterial survival in laboratory conditions, they might be important safeguards
insuring that bacterial division proceeds properly.

Methods
Bacterial strains and plasmids. Strains, plasmids and oligonucleotides used in this study are listed in
Tables S1 and S2.

Growth conditions, media and allelic replacement. S. pneumoniae strains were grown at 37°C in
CY medium? or in Todd Hewitt medium (TH, BD Sciences). Blood agar plates were made from Columbia agar
containing 5% defibrinated horse blood (Difco) and the appropriate antibiotics (2.5 pg/ml tetracycline, 250 ug/ml
kanamycin or 200 ug/ml streptomycin). Markerless allelic replacements were performed as described previously*’
using a two-step procedure based on a bicistronic kan-rpsL cassette called Janus to delete the genes of interest,
replace them by fluorescent protein fusion or introduce point mutations.

3D homology modeling of Pmp23. The Swiss Model server (http://swissmodel.expasy.org/) was used to
generate models of the soluble domain of Pmp23 based on the structures of CwlT from C. difficile and S. aureus
(PDB codes 4HPE and 4FDY, respectively)?’. Both models display high confidence factors (~70%) and global
QMEAN scoring functions of about - 4.5.

Fluorescence microscopy acquisition and analysis. For phase contrast, GFP or mKate2 fluores-
cence imaging, cells were grown at 37 °C in CY medium until ODg,,= 0.3, transferred to microscope slides,
and observed at room temperature using an Olympus BX61 optical microscope equipped with a UPFLN 100x
O-2PH/1.3 objective and a QImaging Retiga-SRV 1394 cooled charge-coupled-device (CCD) camera.

For labeling of cell wall synthesis regions, cells were grown in CY until ODgy, = 0.3, pelleted at room temper-
ature for 5min at 4,000 x g, resuspended and incubated for 4 min in CY medium supplemented with 0.1 mM
BADA. Cells were finally washed twice with CY medium to discard unbound dye, resuspended into pre-warmed
medium and incubated for 4 min at 37 °C prior to microcopy observation.

For immunofluorescence microscopy, cells were grown in CY medium until ODgy, = 0.3 and fixed for
15min at room temperature and 45 min on ice in 4% (wt/vol) paraformaldehyde. After three washes in PBS,
cells were resuspended in GTE buffer (50 mM glucose, 10 mM EDTA, 20 mM Tris pH 7.5) and transferred onto
poly-L-lysine-coated slides. The slides were incubated in PBS-0.2% Triton X-100 (vol/vol) for 5 min, air dried,
incubated in methanol at —20°C for 5min and air dried again. After rehydration with PBS, the slides were blocked
for 60 min at room temperature with PBS-0.2% Triton X-100-5% (wt/vol) BSA (PBS-Triton-BSA). The slides were
incubated for 1h at room temperature with 1:200 of mouse anti-FtsZ antibodies®, in PBS-Triton-BSA. The slides
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were washed with PBS-Triton-BSA and incubated for 1 h with a 1:200 dilution of Cy2-coupled anti-mouse IgG in
PBS-Triton-BSA. Following washing, slides were mounted with 5% (wt/vol) polyvinyl alcohol.

Images were acquired using the Volocity software package. Image analysis was performed using the
MicrobeTracker Matlab software*!. Distributions of cell dimensions among cell populations were represented
with box plots displaying the interquartile range (25% and 75 percentiles), the median value, and whiskers for
minimum and maximum values. For nonparametric statistical analyses of our data, we performed U tests of
Mann-Whitney** using Prism7 (GraphPad), which provided the two-tailed distribution p-values indicated in
Fig. 2 (with a critical value of 0.05).

Electron microscopy analysis.  Cells were grown at 37°C in CY medium until ODg, = 0.3, and centrifuged
at 3,220 x g for 10 min. A pellet volume of 1.4 pl was dispensed on the 200-pm side of a type A 3-mm gold platelet
(Leica Microsystems), covered with the flat side of a type B 3-mm aluminum platelet (Leica Microsystems), and
was vitrified by high-pressure freezing using an HPM100 system (Leica Microsystems). Next, the samples were
freeze-substituted at —90°C for 80h in acetone supplemented with 1% OsO4 and warmed up slowly (1°C/h)
to —60°C (AFS2; Leica Microsystems). After 8 to 12h, the temperature was raised (1°C/h) to —30°C, and the
samples were kept at this temperature for another 8 to 12h before being rinsed 4 times in pure acetone. The
samples were then infiltrated with gradually increasing concentrations of resin (Embed812, EMS) in acetone
(1:2, 1:1, 2:1 [vol/vol]) for 3h while raising the temperature to end at 20 °C. Pure resin was added at room tem-
perature. After polymerization at 60 °C, 80-nm-thin sections were obtained using an ultramicrotome UC7 (Leica
Microsystems) and were collected on formvar-carbon-coated 100-mesh copper grids. The thin sections were post
stained for 5 min with 5% aqueous uranyl acetate, rinsed, and incubated for 2 min with lead citrate. The samples
were observed using a CM12 (Philips) or Tecnai G2 Spirit BioTwin (FEI) microscope operating at 120kV with an
Orius SC1000B CCD camera (Gatan).

Preparation of S. pneumoniae sacculi. Sacculi were prepared from wild-type (Spn5) and Apmp23
(spM]J26) S. pneumoniae cells as described previously®'. Briefly, 21 of culture in TH were harvested when ODyg,
reached 0.4-0.5 and resuspended in 40 ml of ice-cooled 50 mM Tris-HCI at pH 7.0. The cell suspension was
poured dropwise into 150 ml of boiling 5% sodium dodecyl sulfate (SDS) solution and boiled for another 30 min.
Sacculi were then harvested by centrifugation at room temperature and washed five times with water to remove
SDS. Sacculi were disrupted with glass beads before treatment with DNasel (10 pg/ml) and RNasel (50 ug/ml)
for 2h at 37°C in PBS supplemented with 20 mM MgSO,. This step was followed by addition of 10 mM CaCl,
and 100 ug/ml trypsin, and overnight incubation at 37 °C. The cell wall samples were boiled again in 1% SDS for
15 min, harvested by centrifugation at room temperature and washed several times with water before samples
were stored in water at 4°C.

For some of the in vitro Pmp23 activity assays, teichoic acid removal was performed by incubating the purified
sacculi with 10% w/v aqueous trichloroacetic acid (TCA) overnight at 4 °C. The peptidoglycan fraction was pelleted
by centrifugation (21,000 x g, 20 min, room temperature), washed and resuspended in water. Another batch of
purified sacculi was chemically N-acetylated by addition of 0.25 volumes of 5% acetic anhydre and 0.25 volumes of
saturated NaHCO;, incubation on ice for 30 min followed by 1h at room temperature, as described by Vollmer and
Tomasz*. The peptidoglycan was pelleted by centrifugation, washed and resuspended in water. To label sacculi with
Remazol Brilliant Blue (RBB, Sigma-Aldrich), sacculi were incubated overnight at 37 °C with 20mM RBB in 250 mM
NaOH, followed by neutralization with HCI. The RBB-labeled sacculi were pelleted by centrifugation and washed
with water until the supernatant was clear. The final pellet was resuspended in 1 ml of water and stored at 4°C.

Peptidoglycan digestion assays. Five ul of RBB-labeled sacculi were incubated overnight at 37 °C with
5uM GST-Pmp23 or 4 pM mutanolysin, as a positive control, in 100 ul buffer A (50 mM Mes pH 6.0, 250 mM
NaCl, 5mM MgCl,, 0.5mM DTT, 0.5mM DDM). Reactions were terminated by incubation for 5min at 95°C.
Soluble cleavage products were separated from intact peptidoglycan by centrifugation (21,000 x g for 10 min at
room temperature). The supernatant was collected, and the absorbance was measured at 595 nm. Alternatively,
20l of unlabeled sacculi were incubated overnight at 37 °C with 5pM GST-Pmp23 or 4 pM mutanolysin in 100 ul
in buffer A. To monitor sacculi digestion, the absorbance was measured at 595 nm. Identical assays were per-
formed on sacculi containing or not teichoic acids, and treated or not for chemical N-acetylation.

Preparation of muropeptides and analysis of peptidoglycan composition. Experiments were
performed as previously described®. In brief, cell wall samples were lyophilized overnight and incubated with
48% hydrofluoric acid for 48 h to remove secondary cell wall polymers. The resulting PG was digested with
the muramidase cellosyl for 48 h at 37 °C with stirring. After cellosyl was inactivated by boiling for 10 min at
100 °C, the samples were reduced with sodium borohydride and the muropeptides were separated by HPLC
(High-performance liquid chromatography) on a 250 x 4.6 mm 3 um Prontosil 120-3-6 C18 AQ reversed-phase
column (Bischoff, Leonberg, Germany). The eluted muropeptides were detected by their absorbance at 205 nm.

Protein purification. To produce full-length Pmp23, two-liter cultures of E. coli BL21 (DE3) cells trans-
formed with the pMJ18 plasmid (pGex4T1:gst-pmp23) were grown in Terrific Broth (BD Biosciences) at 37°C
until ODgy, = 0.8. Protein production was induced with 0.5 mM IPTG (isopropyl 3-D-thiogalactopyranoside) and
cultures were further grown overnight at 16 °C. Cells were harvested by centrifugation and resuspended in 1/25%"
volume buffer B (100 mM Mes pH 6.0, 500 mM NaCl, 10 mM MgCl,, I mM DTT,) containing the Complete™
cocktail of protease inhibitor (Roche). Cell lysis was carried out using a Microfluidizer® M110-P (Microfluidics)
at 10,000 psi and cell debris were pelleted by centrifugation at 40,000 x g for 30 min at 4 °C. The membrane
fraction contained in the supernatant was separated by ultracentrifugation at 250,000 x g for 1h at 4°C. The
membrane pellet was resuspended in 22 ml buffer B, solubilized with 10 mM of the nonionic detergent DDM
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(n-dodecyl-3-d-maltopyranoside, Sigma), and incubated overnight at 4 °C on a rotating wheel. After ultracen-
trifugation (250,000 x g, 1 h, 4°C), the supernatant containing the solubilized membrane proteins was loaded
on a Glutathione Sepharose affinity resin (GE Healthcare). After extensive wash, the protein was eluted in buffer
C (50 mM Mes pH 6.0, 250 mM NaCl, 5mM MgCl,, 0.5mM DTT, 0.5 mM DDM, 10 mM reduced glutathione).

The GST-PBP2x recombinant construct was produced and purified as previously described*'. Briefly, purifi-
cation was performed in buffer D (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 200 mM NaCl) using a Glutathione Sepharose affinity
resin. After load and extensive wash, the resin was incubated with thrombin for 1h at room temperature to cleave
the GST and release PBP2x in the flow-through. Flow-through fractions were concentrated with Amicon Ultra
centrifugation filter units (molecular weight cut-off of 30,000; Millipore) and injected onto a 10/300 GL Superdex
200 gel filtration column (GE Healthcare). Proteins were eluted in a buffer containing 25 mM Tris-HCI pH 8.0,
150 mM NaCl, and were concentrated again with Amicon Ultra centrifugation filter units.

The recombinant plasmid overproducing the extracellular domain His,-MapZ,,,,** was transformed into
BL21(DE3) E. coli strain. The transformants were grown at 37 °C until the culture reached an ODg,,=0.6 in
LB medium. Expression was induced by adding 0.5 mM IPTG and incubation was continued for 3 h. Proteins
were purified on a Ni-NTA resin (Qiagen); the fractions corresponding to the pure protein were pooled and dia-
lyzed overnight at 4 °C as described previously*. Protein concentration was determined using a Coomassie Assay
Protein Dosage Reagent (Uptima) and aliquots were stored at —80°C.

Protein concentrations were measured using absorbance at 280 nm.

MapZ cell wall binding. Pneumococcal cell wall preparation as well as the procedure used to analyze
MapZ binding to the cell wall was performed as previously described®'. Briefly, 3 ug of purified His,-MapZ. .
were incubated with or without purified S. pneumoniae cell wall (2.5mg) in 300l of a buffer containing 50 mM
Tris-HCI pH 8.0 and 100 mM NaCl for 16 h at 4°C on a rotating platform. After centrifugation (5min at 5,000
x g), the supernatant was removed (supernatant fraction S) and the cell wall pellet was washed three times with
PBS and resuspended in 50 ul SDS-PAGE loading buffer. After incubation at 100 °C for 10 min, the supernatant,
corresponding to His;-MapZ,,,,,, bound to the cell wall, was recovered from the cell wall pellet (pellet fraction P)
by centrifugation (5min at 5,000 x g). The different fractions were analysed by SDS-PAGE and Western immu-
noblotting. Detection of His,-MapZ,,.,, was performed using mouse anti-histidine antibodies (Sigma). A goat
anti-mouse secondary antibody HRP conjugate (Biorad) was used at 1/5,000 to reveal the immunoblots.

MapZ phosphorylation analysis.  After protein separation by 4-12% gradient SDS-PAGE, detection of MapZ
phosphorylation in crude extracts of S. pneumoniae WT and pmp23 mutant strains was performed by immunob-
lotting using an anti-phosphothreonine polyclonal antibody (Cell Signaling) at 1/2,000 as described previously**. A
goat anti-rabbit secondary antibody HRP conjugate (Biorad) was used at 1/5,000 to reveal the immunoblots.

Immunoprecipitation from detergent-solubilized membrane fractions. Immunoprecipitation exper-
iments were adapted from®'. One-liter cultures of S. pneumoniae strain R6 and spMJ15 were grown in TH medium
containing 0.15mM ZnCl, for expression of 3xflag-pmp23. Cells were harvested at ODy4,, = 0.3 by centrifugation
(5,000 x g for 5min at room temperature) and protoplasted by incubation at 37°C for 3h into 10 ml buffer A. The
protoplasts were collected by centrifugation (8,000 x g for 10 min at 4°C) and flash frozen in liquid N,. Thawed
protoplasts were disrupted by osmotic lysis with 3 ml buffer B and membrane proteins were solubilized by addition
of 2% Triton X-100. Incubation was carried out on a rotating wheel for 2h at 4 °C. Cell debris were pelleted by ultra-
centrifugation (140,000 x g for 30 min at 4°C) and the supernatant containing solubilized membrane proteins was
collected. For each immunoprecipitation experiment, 500 pl of solubilized membrane proteins were incubated with
10yl of anti-FLAG agarose resin (Sigma). After 5h of incubation at 4 °C with gentle shaking, the resin was washed
three times with buffer B-2% Triton before elution with 75l of FLAG peptide (Sigma). Proteins were separated by
12.5% SDS-PAGE and subjected to western blotting using appropriate anti-FLAG and anti-PBP2x sera dilutions.

Microscale thermophoresis.  Binding experiments were carried out with a Monolith NT.115 Series instrument
(Nano Temper Technologies GMBH). GST-Pmp23 was labeled with the red dye NT-647. Four jul of sample containing
100nM of labeled Pmp23 and increasing concentrations of PBP2x (from 7nM to 235 M) or BSA (negative control,
from 5nM to 360uM) were loaded on K003 Monolith NT.115 hydrophilic treated silicon capillaries and thermopho-
resis was measured for 30s. Each measurement was made in triplicates. Experiments were carried out at 25°C in MST
optimized buffer (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 10mM MgCl, 0.05% Tween-20). Analysis was performed with the
Monolith software. Affinity K, was quantified by analyzing the change in normalized fluorescence (Fnorm = fluores-
cence after thermophoresis/initial fluorescence) as a function of the concentration of the PBP2x protein.
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Summary

The peptidoglycan is a rigid matrix required to resist
turgor pressure and to maintain the cellular shape.
It is formed by linear glycan chains composed of
N-acetylmuramic  acid-(p-1,4)-N-acetylglucosamine
(MurNAc-GlcNAc) disaccharides associated through
cross-linked peptide stems. The peptidoglycan is
continually remodelled by synthetic and hydrolytic
enzymes and by chemical modifications, including
O-acetylation of MurNAc residues that occurs in
most Gram-positive and Gram-negative bacteria.
This modification is a powerful strategy developed
by pathogens to resist to lysozyme degradation and
thus to escape from the host innate immune system
but little is known about its physiological function. In
this study, we have investigated to what extend
peptidoglycan O-acetylation is involved in cell wall
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biosynthesis and cell division of Streptococcus
pneumoniae. We show that O-acetylation driven by
Adr protects the peptidoglycan of dividing cells from
cleavage by the major autolysin LytA and occurs at
the septal site. Our results support a function for Adr
in the formation of robust and mature MurNAc
O-acetylated peptidoglycan and infer its role in the
division of the pneumococcus.

Introduction

The bacterial cell wall is essential as it contributes to the
maintenance of the cell shape and sustains the basic cel-
lular processes of growth and division. It is also crucial to
resist turgor pressure and provides an interface between
the cell and its environment. One of the major compo-
nents of the bacterial cell wall is peptidoglycan, a matrix
of linear glycan chains composed of disaccharides N-
acetylmuramic  acid-(-1,4)-N-acetylglucosamine  (Mur-
NAc-GlcNAc) associated through peptide stems linked to
MurNAc.

Assembly of the peptidoglycan network requires syn-
thetic and hydrolytic enzymes. Penicillin-binding proteins
(PBPs) and SEDS proteins (Shape, Elongation, Division
and Sporulation) (Meeske et al, 2016; Emami et al.,
2017) polymerize the glycan chains (glycosyltransferase
activity) while only PBPs cross-link the peptide strands
(transpeptidation activity that is inhibited by B-lactam
antibiotics) (for reviews on PBPs, see: Sauvage et al.,
2008; Egan et al., 2015; Sauvage and Terrak, 2016).
Endogenous peptidoglycan hydrolases cleave the pepti-
doglycan polymer to insert new material and to allow
daughter cells separation and peptidoglycan maturation
(Smith et al., 2000; Vollmer et al., 2008, for reviews).
Peptidoglycan hydrolases are divided into different
classes according to their cleavage site. N-acetylmur-
amyl-L-alanine amidases hydrolyse the bond between
MurNAc and L-alanine and thus separate the glycan
strand from the peptide moiety. Carboxypeptidases
and endopeptidases cleave the stem peptide. N-acetyl-
glucosaminidases and  N-acetylmuramidases  cut



respectively the GlcNAc-MurNAc and MurNAc-GlcNAc
bonds inside the glycan chains. Lastly, lytic transglyco-
sylases cleave the glycosidic linkage between MurNAc-
GIlcNAc and GlIcNAc-MurNAc residues with the
concomitant formation of a 1,6-anhydromuramoyl
product.

Chemical modifications of the glycan strands partici-
pate to peptidoglycan remodelling. Removal of the N-
acetyl groups is most often observed in Gram-positive
bacteria and the best characterized enzyme in charge of
this reaction is the N-acetylglucosamine deacetylase
PgdA from Streptococcus pneumoniae (Blair et al.,
2005). The peptidoglycan glycan chains can be acety-
lated also on their C6-OH groups (O-acetylation).
O-acetylation of GIcNAc has only been detected in
Lactobacillus and Bacillus species (Bernard et al., 2011;
Laaberki et al, 2011). By contrast, O-acetylation of
MurNAc is present in most Gram-positive and Gram-
negative bacteria, with the exception of Escherichia coll,
Pseudomonas aeruginosa and Enterobacteria (for more
details see the reviews; Vollmer, 2008a; Moynihan and
Clarke, 2011). Interestingly, the cell wall of Gram-
positive bacteria contains wall teichoic acids (WTA),
which are glycopolymers linked to the C6-OH group of
MurNAc. This indicates that WTA decoration and O-
acetylation of MurNAc are mutually exclusive (Brown
et al., 2013 for review).

O-acetylation of MurNAc residues is a two-step pro-
cess. First, the acetyl group from a donor molecule is
transported from the cytoplasm to the periplasm or the
extracellular space. Second, the acetyl group is trans-
ferred to the C6-OH group. In Gram-negative bacteria,
these steps are performed by two different proteins: the
integral membrane protein PatA transports the acetyl-
donor and the inner membrane-anchored protein PatB
catalyses the acetylation reaction (Moynihan and Clarke,
2010). Conversely, in Gram-positive bacteria, these
functions are held by a single protein, OatA, formed by
two domains: the N-terminal domain composed by 11
transmembrane helices that supposedly transfers the
acetyl group to the C-terminal domain exposed in the
extracellular space, which catalyses the O-acetylation of
MurNAc (Bera et al., 2005).

In many bacteria including important human patho-
gens like S. pneumoniae, Staphylococcus aureus, Liste-
ria monocytogenes, Neisseria gonorrhoeae and N.
meningiditis, N-deacetylation and/or O-acetylation of
MurNAc and GIcNAc residues were shown to provide
resistance to lysozyme, a N-acetylmuramidase enzyme
found in human tears, saliva and gastrointestinal tract
(Callewaert and Michiels, 2010 for review; Davis and
Weiser, 2011). The substrate-binding site of lysozyme
involves amino acids residues that interact with the ace-
tyl groups as well as residues lining the active site that

© 2017 John Wiley & Sons Ltd, Molecular Microbiology, 106, 832—-846
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recognize C6-OH groups of MurNAc (Blake et al., 1965;
Vocadlo et al, 2001). By consequence, acetylation of
the glycan residues causes a steric hindrance that
reduces the affinity of lysozyme for the C6-OH groups
(Moynihan and Clarke, 2011).

In  Gram-negative bacteria, peptidoglycan O-
acetylation is also involved in lysozyme resistance, cell
wall metabolism, pathogenesis (Moynihan and Clarke,
2011; Moynihan et al., 2014 for reviews) and has also
been shown to have a role in biofilm formation in Cam-
pylobacter jejuni (lwata et al., 2016). The genes cluster
encoding PatA and PatB also encodes an O-
acetylpeptidoglycan esterase, Ape, responsible for O-
acetyl group removal. PatA/PatB and Ape function
together to regulate the lytic transglycosylase activity of
autolysins involved in the peptidoglycan metabolism,
which would be a means to localize the hydrolytic activ-
ities (Weadge et al., 2005; Weadge and Clarke, 2006).
This genes cluster is also present in some Gram-
positive bacteria from the Bacillus genus (Weadge et al.,
2005) and play a role in cell division and anchoring of
S-layer to the cell surface (Laaberki et al.,, 2011). How-
ever, Gram-positive bacteria which O-acetylate their
peptidoglycan only by OatA homologs do not possess
O-acetylpeptidoglycan esterase.

Beside the importance of peptidoglycan O-acetylation
as a molecular determinant in the interaction with the
host organism, little is known about the function of this
modification in bacterial physiology. In this work, we
have investigated the role of peptidoglycan O-
acetylation in the peptidoglycan resistance to endoge-
nous hydrolases, peptidoglycan synthesis and cell divi-
sion. This question has been addressed in the context
of the human pathogen Gram-positive bacterium S.
pneumoniae in which peptidoglycan O-acetylation is per-
formed by the homologous of OatA named Adr (Attenu-
ated drug resistance), as the absence of Adr resulted in
the loss of peptidoglycan O-acetylation (Criséstomo
et al, 2006). Here, we show that peptidoglycan O-
acetylation protects growing pneumococcal cells from
lysis induced by the major pneumococcal autolysin
LytA. In addition, we demonstrate that peptides cross-
links and O-acetylation are peptidoglycan maturation
processes functionally related and that Adr is also linked
to the cell division machinery.

Results

The absence of Adr expression increases S. pneumoniae
LytA-dependent lysis during exponential growth

PgdA and Adr proteins are responsible for peptidogly-
can N-deacetylation and O-acetylation in S. pneumoniae
respectively. As both modifications have been shown to
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Fig. 1. Effect of LytA on pneumococci in exponential growth phase in CY medium.

A. Growth curves of WT and ApgdA strains in the absence or in the presence of LytA at 10 ug mi~".

B. Growth curves of WT and Aadr strains in the absence or in the presence of LytA at 10 ug ml™".

C. Growth curves of Aadr strain in the presence of active LytA or inactive LytAEg,Q forms, both proteins (final concentration of 10 ug mi™")
were added at mid-exponential phase, ODsgsnm 0.3-0.4 as indicated by the arrow.

D. Complementation of the adr gene deletion. The pneumococcal Aadr or the WT strains were transformed with the Zn-inducible plasmid
pJBadr containing a copy of adr or with the empty plasmid (pADGO02). Active LytA (10 pg mi~") was added at mid-exponential phase (ODsgsnm

0.3-0.4, arrow).

protect peptidoglycan from lysozyme cleavage, we won-
dered whether they affect the action of the major pneu-
mococcal autolysin LytA (Tomasz, 1968; Howard and
Gooder, 1974). LytA is an amidase responsible for auto-
lysis during stationary phase, penicillin induced lysis and
also involved in fratricide. The pneumococcus is sensi-
tive to this amidase only when the cells enter into the
stationary phase, during nutrient depletion or if the pep-
tidoglycan biosynthesis machinery is inhibited by antibi-
otics (Tomasz and Waks, 1975; Mellroth et al., 2012),
suggesting that the sensitivity of the peptidoglycan
towards LytA is primarily driven by the peptidoglycan
machinery activity. The ApgdA and Aadr mutant strains
were tested for their sensitivity towards LytA. Wild-type
(WT) and mutant strains were grown in the absence or
in the presence of purified LytA, added in the culture at
the final concentration of 10 pg ml~" (Fig. 1A and B).
The WT and ApgdA strains were equally resistant to
LytA during exponential growth but became sensitive to
the amidase at the onset of stationary phase as rapid
decrease of ODsgsnm Was observed in cultures contain-
ing LytA compared to the cultures performed in the

absence of LytA (Fig. 1A). This observation indicates
that the N-acetylation pattern of the peptidoglycan is not
involved in the protection from LytA cleavage during
exponential growth. By contrast, the Aadr strain is sensi-
tive to LytA in exponential phase as growth was slowed
down in the presence of LytA when compared to the
WT strain (Fig. 1B). We noticed that in the absence of
exogenous LytA, the culture does not reach the same
maximal density as the WT strain and the autolysis pro-
cess takes place earlier for the mutant than for the WT
strain, indicating that the Aadr strain is more sensitive to
the action of released endogenous LytA (Fig. 1B).
Deletion of the endogenous IlytA in the WT and Aadr
genetic backgrounds did not affect sensitivity towards
exogenous LytA suggesting that Adr alone is responsi-
ble for the observed phenotype (Supporting Information
Fig. S1).

Complementary experiments were performed by
adding purified LytA at the final concentration of 10
pg ml~" into the culture at mid-exponential growth
phase (Fig. 1C and D). While the WT growth was
slightly reduced, a growth arrest was observed as

© 2017 John Wiley & Sons Ltd, Molecular Microbiology, 106, 832—-846
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Fig. 2. LytA induces cell lysis of growing cells harbouring unacetylated peptidoglycan.
A. Transmission electron micrographs of thin sections of Aadr cells harvested at mid-exponential growth phase and incubated with 10 ug mi~"
of LytA for 20 min at 37°C/CO, in CY medium. Cell lysis occurring at the poles (arrows) and at the septal site (arrow heads) are shown, as

well as ejection of cytoplasmic material. Scale bars, 200 nm.

B. Cells treated as in A were observed by transmission electron microscopy. In the absence of LytA, the cell surface is smooth (upper panel,
scale bar 200 nm) while the action of LytA (incubation time of 20 min) induced extrusions at the cell surface (lower panel, arrow heads). Scale

bar, 200 nm).

soon as LytA was added to the Aadr culture (Fig. 1C).
Importantly, no effect was detected on addition of the
inactive LytAEg,Q variant, indicating that the enzymatic
activity of LytA (and not the protein presence) accounts
for the impairment of the growth rate during Aadr expo-
nential phase (Fig. 1C). As expected, no effect of the
LytAEg,Q form was observed on the WT strain (Sup-
porting Information Fig. S2). To verify that the effect of
adr deletion was not polar, the Aadr strain was comple-
mented with an ectopic copy of the adr gene placed
under the control of a Zn-inducible promoter. The Aadr
strains carrying the plasmid encoding adr (pJBadr) or
the empty plasmid (pADGO02) were grown in the pres-
ence of Zn (Fig. 1D). As expected, in the absence of
adr, growth was arrested as soon as LytA was added
in the culture at mid-exponential phase (ODsgsnm 0.3)
while expression of the ectopic copy of adr allowed
cells to multiply and reach ODsgsnm 0.5 (Fig. 1D). This
result shows that the presence of Adr restored the pro-
tection against LytA although the WT phenotype was
not fully recovered (Fig. 1D and Supporting Information
Fig. S3), most probably because the expression level
from the Zn-inducible promoter is lower than the
endogenous expression level (Eberhardt et al., 2009;
Morlot et al., 2013).

© 2017 John Wiley & Sons Ltd, Molecular Microbiology, 106, 832—-846

We next wondered whether the sensitivity of the Aadr
strain to LytA during exponential growth was associated
with cell lysis. To investigate this phenomenon, growing
Aadr cells incubated with LytA were observed by trans-
mission electron microscopy (TEM). To preserve cellular
ultrastructure, cells were vitrified by high-pressure freez-
ing, gradually embedded with agar resin in acetone and
70 nm sectioned (see Materials for complete description
of the procedure). Electron micrographs of ultrathin sec-
tions of Aadr cells showed disruptions of the cell enve-
lope at the poles (Fig. 2A, arrows) and at the septal site
(Fig. 2A, arrow heads), causing the release of cytoplas-
mic content. Statistical analysis of images such as those
shown in Fig. 2A revealed that 16% of Aadr cells
(n=280) were lysing while this phenomenon occurred
only in 5% of the WT cells (n=340). These values are
not absolute because the counting procedure discards a
majority of cells not sectioned in the longitudinal axis.
However, these data are representative of the global
behaviour of the cell population and they are further
supported by the observation of similar LytA-induced
lysis events in whole Aadr cells observed by TEM (Fig.
2B, arrow heads). We then propose that the growth
delay induced by LytA observed in Aadr cultures is due
to the killing of the LytA-targeted cells while non-lysed
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Fig. 3. Unacetylated peptidoglycan is more sensitive to penicillin-induced lysis.

A. Growth curves of WT strain in the absence or the presence of penicillin at 4 and 8 ng ml™".

B. Growth curves of Aadr strain in the absence or the presence of penicillin at 4 and 8 ng ml~".

C. Sensitivity to cell lysis mediated by penicillin (4 ng mli~") and LytA (10 ug ml™"), the latter was added at mid-exponential phase (arrow).

neighbouring cells continue to divide until stationary
phase is reached. Altogether, these data show that in
the absence of Adr, LytA is able to lyse pneumococcal
cells during exponential growth indicating that O-
acetylation protects the peptidoglycan from LytA
cleavage.

The absence of Adr expression increases
S. pneumoniae sensitivity to [3-lactams

We showed that growing pneumococcal cells are more
sensitive to LytA in the absence of Adr. Moreover, LytA
sensitivity was also observed when peptidoglycan syn-
thesis was inhibited by B-lactam antibiotics (Mellroth
et al., 2012). We thus wondered whether inhibition of
peptidoglycan  biosynthesis and absence of O-
acetylation would have a cumulative effect on LytA
sensitivity.

The sensitivity of Aadr and WT strains to penicillin
was investigated by comparing the growth profiles of
these strains in the presence of 4 and 8 ng ml~" of pen-
icillin, which are concentrations lower than the minimal
inhibitory concentration value (16 ng mi~"). Growth of

the WT strain was only slightly delayed (by about 1 h) in
the presence of 4 ng ml~' of penicillin and largely
delayed (by about 10 h) by 8 ng ml~' of penicillin
(Fig. 3A). Growth of the Aadr strain was much more
delayed (by about 5 h) at the lower concentration of
penicillin and no growth was observed in the presence
of 8 ng ml~" of penicillin (Fig. 3B). As LytA is known to
trigger lysis in the presence of penicillin, similar experi-
ments were performed in the AlytA genetic background
to assess the specific role of Adr in penicillin sensitivity
(Supporting Information Fig. S4). Comparable patterns
were obtained when compared to the WT strain, indicat-
ing that peptidoglycan O-acetylation is important to
resist to penicillin-induced lysis as observed previously
(Crisostomo et al., 2006) and that it acts independently
from endogenous LytA. As the Aadr strain appeared to
be more sensitive to lysis induced by LytA and penicillin,
we wondered whether these effects would be cumula-
tive. Cultures of the WT, Aadr, AlytA and AadrAlytA
strains were performed in the presence of 8 ng ml~" of
penicillin and LytA was added at mid-exponential phase.
Single Aadr and double AadrAlytA strains were more
sensitive to lysis in the presence of both penicillin and

© 2017 John Wiley & Sons Ltd, Molecular Microbiology, 106, 832—-846
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A. Phase contrast microscopy images of WT and Aadr exponentially growing cells in CY medium. Scale bars, 2 um.

B. Distribution of the length (upper panel) and width parameters (lower panel) of Aadr cells compared to WT cells. Measurements were
performed on at least 700 cells based on phase-contrast images using MicrobeTracker.

C. Transmission electron micrographs of thin sections of Aadr cells harvested at mid-exponential growth phase. Scale bars, 200 nm. Arrow
heads indicate defective septal initiation sites and arrows point to cell wall peeling and destructurations.

LytA than the WT and AlytA strains (Fig. 3C and Sup-
porting Information Fig. S5). In conclusion, the absence
of MurNAc O-acetylation and the decrease of peptides
cross-link (as the consequence of the transpeptidation
inhibition by penicillin) generate a weak peptidoglycan
matrix highly sensitive to lysis. These data suggest that
the cross-link of peptides catalysed by the PBPs and
the O-acetylation of MurNAc performed by Adr might be
functionally dependent activities.

Morphology and cell wall defects of the Aadr strain

To further study the relationship between O-acetylation
and peptidoglycan synthesis, we analysed the morphol-
ogy of the Aadr strain by light microscopy. A significant
proportion of Aadr cells (about 36%) were wider than
the WT cells (Fig. 4A and B). Additional analysis of
morphological defects displayed by Aadr cells was
performed by TEM in conditions that preserve cellular
ultrastructures as described above. The mutants cells
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revealed altered shape with misplaced or non-linear
septa (Fig. 4C arrow heads). The cell wall of Aadr cells
also presented important structural defects as fragments
detaching from the cell surface were observed (Fig. 4C
arrows). Altogether, these results confirm that in the
absence of O-acetylation, the peptidoglycan network is
less structured, which in turn impacts the cell
morphology.

Adr co-localizes with the division machinery at the onset
of the cell cycle

Defects of the Aadr strain in peptidoglycan integrity and
in cellular morphology suggest that Adr function might
be coupled to the activity of the division machinery. To
investigate this, we first assessed the cellular localiza-
tion of Adr using fluorescence microscopy. The C-
terminal end of Adr (Supporting Information Fig. S6A)
was fused to the superfolder green fluorescent protein
(sfGFP) variant, which was engineered to display more
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Fig. 5. Localization of Adr in WT cells.

A. Adr-sfGFPop localization in WT cells. GFP fluorescent signal (left), phase contrast (middle) and merge (right) images are shown. Scale

bars, 2 um.

B. Demograph of a pneumococcal cell population expressing Adr-sfGFPop.

C. Fluorescence time-lapse microscopy of WT cells producing FtsZ-mKate2 and Adr-sfGFPop. Overlays between phase contrast (grey), GFP
(green) and mKate (red) are shown. Stills are from Movie S2. Scale bar, 2 um.
D. Pulse labelling with HADA of WT cells producing FtsZ-mKate2 and Adr-sfGFPop. Marks i to iv indicate stages of cell division. Scale bars, 2 pum.

robust refolding properties (Pédelacq et al., 2006) and
was successfully used to detect fusion proteins exported
in the periplasm of E. coli (Dinh and Bernhardt, 2011;
Dammeyer and Tinnefield, 2012). The sfGFP gene was
optimized for expression in S. pneumoniae (sfGFPop)
and fused to the 3’ end of the adr gene at the chromo-
some locus. The pneumococcal strain expressing the
Adr-sfGFPop variant displayed the same resistance pat-
tern to LytA than the WT strain indicating that the fusion
protein is functional (Supporting Information Fig. S6B).
Wide-field microscopy images showed that like most of
the division and cell wall synthesis proteins, Adr is posi-
tioned at the parental division site and at the future divi-
sion sites of daughter cells (Fig. 5A and B) (Supporting
Information Video 1).

To determine whether Adr is an early or late division
protein, we introduced the adr-sfGFPop construct in a
pneumococcal strain expressing a FtsZ-mKate2 fusion
(Supporting Information Fig. S6C). Time-lapse experi-
ments revealed that Adr co-localizes with FtsZ at mid-cell
only during the first division stages in the mother cell and
in the daughter cells when they are about to initiate a
new round of division (Fig. 5C, panels 0 and 15 min and
Supporting Information Video 2). When FtsZ rings re-

assembles at the future division sites of the newly formed
daughter cells, Adr remains mainly associated to the
parental septal site (Fig. 5C, panels 6 and 9 min and
Supporting Information Video 2). In conclusion, Adr local-
izes at the cell division site all along the cell cycle but its
positioning lags behind the one of FtsZ. This postponed
pattern of Adr relative to FtsZ localization is reminiscent
of that of the PBPs (Morlot et al., 2003, 2013; Tsui et al.,
2014). To determine the timing of Adr localization relative
to peptidoglycan synthesis, the regions of active peptido-
glycan synthesis were labelled by short incubation times
with fluorescently labelled D-amino acids (HADA) (Kuru
et al, 2012) (Fig. 5D). At early division stages (i), FtsZ
and Adr co-localize at mid-cell where new peptidoglycan
is synthesized. When FtsZ rings re-localizes to the future
division sites, Adr remains associated to the parental site
where HADA labelling can still be detected (ii). At mid-
division stage (iii), Adr migrates to the future division sites
before peptidoglycan synthesis takes place, which occurs
later on as shown by HADA labelling at the equator of the
future daughter cells (iv). These data indicate that
although Adr localizes to the septal site right after FtsZ,
its positioning precedes peptidoglycan synthesis reported
by fluorescent D-amino acids incorporation.

© 2017 John Wiley & Sons Ltd, Molecular Microbiology, 106, 832—-846
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Maintenance of the bacterial cell shape is a complex
process that involves multi-protein machineries com-
posed by peptidoglycan biosynthetic enzymes and regu-
latory proteins (Massida et al., 2013; Egan et al., 2015,
for reviews). Among those, we focused on two proteins:
MapZ that forms ring structures at the division site and
locates FtsZ through direct protein-protein interactions
(Fleurie et al, 2014a) and the essential protein GpsB
that is involved in the early closure of the septal ring
(Land et al., 2013, Fleurie et al., 2014b). The localiza-
tions of Adr-sfGFPop and FtsZ-mKate2 were analysed
in the AmapZ and AgpsB backgrounds (Fig. 6). FtsZ-
mKate2 displayed helical organization and ladder-like
positioning in AmapZ and AgpsB strains, respectively,
as already described (Land et al., 2013; Fleurie et al.,
2014a, 2014b). Interestingly, Adr-sfGFPop perfectly co-
localized with FtsZ-mKate2 in these two strains (Fig. 6).
It is worth mentioning that no significant alteration of Adr
positioning was observed in Apbpila, Apbp2a, Apbp1b
and Apbp3cter strains (Supporting Information Fig. S7)
(Schuster et al., 1990; Paik et al., 1999). FtsZ-mKate2
was expressed in Aadr cells and 79,5% (n=1565) of
those cells present abnormal morphologies and FtsZ
defects positioning compared to only 12,3% (n= 553) of
the WT cells expressing FtsZ-mKate2 (Fig. 7A). In addi-
tion, time-lapse images of FtsZ-mKate2 show efficient
cell division and septal localization in WT cells while
aberrant division and morphological defects appear in
the Aadr strain together with altered FtsZ-mKate2 posi-
tioning (Fig. 7B and Supporting Information Video 3). In
conclusion, the expression of FtsZ-mKate2 in Aadr cells
induces a more severe phenotype than in the WT cells
indicating that this fusion is not fully functional. The par-
tial loss of FtsZ function when it is fused to fluorescent
protein has already been reported (Marteyn et al.,

© 2017 John Wiley & Sons Ltd, Molecular Microbiology, 106, 832—-846
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Fig. 6. Mislocalization of Adr and
FtsZ-mKate2 in AmapZ and
AgpsB cells.

A. Adr-sfGFPop and FtsZ-mKate2
localizations in AmapZ cells.
Phase contrast (grey), GFP
fluorescent signal (green), mKate2
(red) and merge (right) images
are shown. Scale bars 2 pm.

B. Adr-sfGFPop and FtsZ-mKate2
localizations in AgpsB cells.
Phase contrast (grey), GFP
fluorescent signal (green), mKate2
(red) and merge (right) images
are shown. Scale bars 2 pm.

2014). Altogether, these data show that in pneumococ-
cal WT cells and in division mutants, Adr and FtsZ co-
localize, strongly suggesting that the function of Adr is
related to the cell division process.

Discussion

Deletion of adr gene encoding an O-acetylase increases
LytA-dependent lysis of S. pneumoniae during exponen-
tial growth phase. From these results, we infer that O-
acetylation of MurNAc residues protects peptidoglycan
from cleavage of the amide bond by LytA. In addition,
the absence of Adr increases sensibility to penicillin.
This implies a functional relationship between peptido-
glycan O-acetylation and its cross-linking. Furthermore,
the O-acetylation Adr localizes at the septal site and
adopts aberrant positioning in cell division mutants, indi-
cating that O-acetylation is functionally related to cell
division. We propose that Adr is an important player of
the pneumococcal division process by promoting the for-
mation of robust and mature peptidoglycan, although we
cannot formerly exclude a minor compensatory effect of
other activities in peptidoglycan metabolism.

LytA cleaves the amide bond between MurNAc and L-
alanine (Howard and Gooder, 1974) and is responsible
for the pneumococcal autolysis launched at the end of
the stationary phase. Although LytA acts at the cell sur-
face, the mechanism of its export remains unclear as no
peptide signal is present in its sequence. Recently, it was
shown that LytA is released during exponential growth
phase and accumulates at the cell surface all along the
stationary phase until a threshold concentration (pro-
posed to be about 0.5 pg ml™") is attained and initiates
the lysis process (Mellroth et al., 2012). Pneumococcal
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cells are protected from the amidase activity of LytA dur-
ing the exponential growth phase but these protective
features are lost when the peptidoglycan biosynthesis
machinery is stopped on entry into the stationary phase,
nutrient depletion or inhibition by antibiotics (Tomasz and
Waks, 1975; Mellroth et al., 2012).

O-acetylation reaction must be performed on nascent
peptidoglycan as no O-acetylated groups has been
detected on the precursor lipid I (see Volimer, 2008a for
review). Our data suggest that O-acetylation of MurNAc
is related to peptidoglycan formation as inhibition of the
transpeptidase activity of PBPs by penicillin resulted in
an increase of LytA activity. We thus propose that Adr
function is tightly related to the cross-linking of newly
polymerized glycan chains and that the joined O-
acetylation and transpeptidation reactions contribute to
form a robust peptidoglycan structure. Interestingly, a
sum of observations reviewed in 2008 (Vollmer, 2008a)
and yet not updated led to the same hypothesis, that is,
peptidoglycan O-acetylation would be linked to the
cross-linking of peptidoglycan. It was shown that the
level of peptidoglycan O-acetylation was decreased after
incubation with penicillin in S. aureus (Sido et al., 1990)
and Proteus mirabilis (Martin and Gmeiner, 1979). In
N. gonorrhoeae, this same effect was shown to be asso-
ciated to the inhibition of PBP2 (Dougherty, 1983,
1985). Moreover, in a penicillin-resistant strain of S.

Fig. 7. Mislocalization of FtsZ-
mKate2 in Aadr cells.

A. FtsZ-mKate2 localization in
WT and Aadr cells. Phase
contrast (left), red fluorescent
signal (middle) and merge (right)
images are shown. White arrow
heads point to cells of normal
morphology and septal
localization of FtsZ while green
arrow heads point to cells
displaying aberrant shape and
mislocalization of FtsZ. Scale
bar, 2 pm.

B. Distribution of the length
parameter (upper panel) and
width parameter (lower panel) of
Aadr cells (n= 1786) compared
to Aadr cells expressing FtsZ-
mKate2 (n=928).
Measurements were performed
on phase-contrast images using
MicrobeTracker. C. Fluorescence
time-lapse microscopy of WT
cells producing FtsZ-mKate2
and Aadr cells expressing FtsZ-
mKate. Overlays between phase
contrast (grey), GFP (green) and
mKate2 (red) are shown. Stills
are from Movie S3. Scale bar, 2
pm.

pneumoniae, the absence of Adr resulted in the loss of
O-acetylation and in the reduction of the minimal inhibi-
tory concentration of penicillin, indicating that O-de-
acetylated peptidoglycan is more sensitive to the lysis
induced by penicillin (Criséstomo et al, 2006). We
observed a comparable phenotype although a penicillin-
sensitive strain was used. Altogether, the data pre-
sented here suggest that O-acetylation is an important
step in the synthesis of fully structured peptidoglycan.
As illustrated in Fig. 8, we propose that O-acetylation
and transpeptidation activities are functionally related.
We investigated the role of O-acetylation in cellular
division and we show that indeed, Adr protein actively
participates in the pneumococcal division process. To our
knowledge, this is only the second example of such
investigation together with OatA in Lactobacillus planta-
rum, which has been shown to control cell septation inde-
pendently of its O-acetyltransferase activity (Bernard
et al., 2012). Aadr pneumococcal cells display defects in
the cell wall structure and in the septation process. Inter-
estingly, cell division alterations and aberrant FtsZ local-
izations are observed in the Aadr mutant indicating that
Adr and FtsZ activities are jointly required for efficient
pneumococcal division. The positioning of Adr in pneu-
mococcal cells is reminiscent of proteins acting in the
division process, like FtsZ, StkP and PBPs (Morlot et al.,
2003; 2013; Jacq et al.,, 2015). Like StkP and PBPs, the

© 2017 John Wiley & Sons Ltd, Molecular Microbiology, 106, 832—-846
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Adr PBP
transpeptidation

O-acetylation

Aadr

Fig. 8. Model of the functional interplay between O-acetylation and transpeptidation.

Adr protein which catalyses the O-acetylation reaction is represented as a multimembrane protein (for details, see Supporting Information Fig
S6A). Only one PBP is represented as a bitopic membrane protein with the catalytic domain exposed in the extracellular space. For clarity reason,
the represented PBP only refers to the transpeptidation reaction, the glycan chain polymerization activity is not shown. The grey bar accounts for
the cytoplasmic membrane. The peptidoglycan glycan chains are formed by the repetition of MurNAc and GlcNAc, grey and white hexagons
respectively. Peptide stems (grey lines) are linked to MurNAc and cross-linked to each other (transversal lines). O-acetylation of MurNAc residues
is represented by black circles. Light grey arrows indicate O-acetylation and transpeptidation reactions. The dotted black arrow illustrates the fact
that O-acetylation of MurNAc would precede peptides cross-linking in our working model. Noncleavage of the amide bond by LytA in O-acetylation
peptidoglycan is indicated by a diamond red arrow, while cleavage when peptidoglycan is O-de-acetylated is represented by a red arrow. In
dividing WT cells where exponential growth and peptidoglycan synthesis take place (upper panel), Adr O-acetylates MurNAc residues on glycan
strands before transpeptidation to produce mature peptidoglycan. In such a structure, the amide bond is not accessible, impeding its cleavage by
LytA and thus conferring resistance towards cell lysis. The absence of Adr (Aadr strain) induces alteration of the peptidoglycan structure, which in
turns affects the transpeptidation efficiency, increases the sensitivity to LytA cleavage (the amide bond cleavage site is indicated by the red arrow),

alters the cell morphology and impacts the division process (the latter two features are not represented in the figure).

septal localization of Adr lags just behind FtsZ, which
itself is beaconed by MapZ (Fleurie et al, 2014a).
Monitoring of peptidoglycan synthesis by incorporation of
the HADA fluorescent label by the PBPs further showed
that at the mid-division stage, Adr migrates to the future
division sites before peptidoglycan synthesis takes place,
that is, before the future division sites of daughter cells
are marked by HADA. Adr localization timing is thus
compatible with a concerted action with the PBPs and
this is in agreement with the idea that peptidoglycan
O-acetylation is an important reaction in the process of
peptidoglycan synthesis and maturation as well as in cell
division. Future experiments will aim at determining
whether the role of Adr in cell wall synthesis and division
involves its enzymatic activity and/or molecular interaction
with components of the division machinery.

Experimental procedures
Plasmid construction and site-directed mutagenesis

The construction of pdBadr construction required intermedi-
ate steps performed as follows. pCM38 (Jacq et al., 2015)
derives from pJWV25 (Eberhardt et al., 2009) that contains

© 2017 John Wiley & Sons Ltd, Molecular Microbiology, 106, 832—-846

a Agel/Spel cassette encoding the GFP+ under the control
of the Pg,cp promoter [bgaA::PZn-gfp+] (Amp", Tet®). The
gene encoding the superfolder GFPop was digested by
Agel and Spel from pCM83 and the fragment was inserted
into pCM38 between Agel and Spel [bgaA::PczcD-
sfGFPop]. Insertion of the BssHII and BsiWI restriction sites
was performed by PCR-based site-directed mutagenesis
upstream of the Agel restriction site in pCM83 and results
in pADGO. pADGO02 corresponds to pADGO from which the
sfGFPop gene was removed by PCR-based site-directed
mutagenesis [bgaA::PczcD]. The adr gene was amplified by
PCR with FORoJB57 and REVoJB58 primers, digested by
BssHIl and BsiWI and inserted into pADGO02 between
BssHII and BsiWI [bgaA::P.,cp-adr] to generate pJBadr.

Mutations were introduced by PCR-based site-directed
mutagenesis and verified by DNA sequencing (Beckman
Coulter Genomics, Genewiz).

Bacterial strains and plasmids

The strains, plasmids and oligonucleotide primers used are
listed in Table 1. The synthetic gene encoding the super-
folder variant of GFP (sfGFPop) was optimized for expres-
sion in S. pneumoniae and ordered from GeneArt
(Invitrogen). Allelic replacements were performed using the
Janus method, a two-step procedure based on a bicistronic
kan-rpsL cassette called Janus (Sung et al, 2001). This
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Table 1. Pneumococcal strains, plasmids and oligonucleotides used in this study.

Constructs

Genotype/description/sequence

Source

S. pneumoniae strains
R6
R800
ftsZ-kan-rpsL
ftsZ-mKate
R800 Pz,-adr
R800 Pz,
R6 AlytA
AlytA
Aadr-kan-rpsL
Aadr
Aadr Pz,-adr
Aadr Pz,
ApgdA-kan-rpsL
Aadr AlytA
ApgdA AlytA
adr-sfGFPop
Aadr ftsZ-kan-rpsL
Aadr ftsZ-mKate
Aadr-kan-rpsL ftsZ-mKate
adr-sfGFPop ftsZ-mKate
AmapZ
AmapZ Aadr-kan-rpsL
AmapZ adr-sfGFPop ftsZ-mKate
AgpsB
AgpsB Aadr-kan-rpsL
AgpsB adr-sfGFPop ftsZ-mKate
Apbpia
Apbpia rpsL1
Apbp1a Aadr-kan-rpsL
Apbp1a adr-sfGFPop
Apbpi1b
Apbp1b rpsL1
Apbp1b Aadr-kan-rpsL
Apbp1b adr-sfGFPop
Apbp2a
Apbp2a rpsL1
Apbp2a Aadr-kan-rpsL
Apbp2a adr-sfGFPop
Apbp3
Apbp3 rpsL1
Apbp3 Aadr-kan-rpsL
Apbp3 adr-sfGFPop
Plasmids
pJWV25
pCM38
pCM83
pADGO
pADGO02
pJBadr
pET28-His-LytA
pET28-His-LytAE87Q
Oligonucleotides
FORoJB1

FORoJB2

FORoJB3

REVoJB6

REVoJB7

R6 rpsL1; St

R800; ftsZ::ftsZ-kan-rpsL; Kan™

R800 ftsZ::ftsZ-mKate; Str™

R800 bgaA::Pe,.p —adr (pJBadr); Str?, Tet?

R800 bgaA::P.,.p (PADG02); Str™, Tet®

R6 IytA::cat; Cat"

R800 IytA::cat; St Cat®

R800 adr::kan-rpsL; Kan™

R800 adr::Aadr, Str?

R800 adr::Aadr bgaA::P.,.p —adr (pJBadr); Str?, Tet?
R800 adr::Aadr bgaA::P,.p (PADG02); StrR, Tet?
R800 pgdA::kan-rpsL, Kan

R800 adr:: Aadr lytA::cat; Str7, Cat?

R800 pgdA::kan-rpsl IytA::cat; Kan®, Cat"

R800 adr::adr-sfGFPop; St

R800 adr::Aadr ftsZ::ftsZ-kan-rpsL; Kan®

R800 adr::Aadr; ftsZ:ftsZ-mKate; Str™

R800 adr::kan-rpsL; ftsZ::ftsZ-mKate; Kan®

R800 adr::adr-sfGFPop ftsZ::ftsZ-mKate; st
R800 mapZ:: AmapZ: St

R800 mapZ:: AmapZ adr::kan-rpsL;Kan"

R800 mapZ:: AmapZ adr::adr-sfGFPop ftsZ::ftsZ-mKate; St
R800 gpsB:: gpsB; St

R800 gpsB:: gpsB adr::kan-rpsL;Kan®

R800 gpsB:: gpsB adr::adr-sfGFPop ftsZ::ftsZ-mKate; St
R6, Cat®

R6 rpsL1 pbpila:cat; Cat?, St

R6 rpsL1 pbp1a::cat adr::kan-rpsL; Cat®, Kan

R6 rpsL1 pbp1a::cat adr::adr-sfGFPop; Cat?, St}
R6, Cat"

R6 rpsL1 pbp1b::cat; Cat?, St”?

R6 rpsL.1 pbp1b::cat adr::kan-rpsL; Cat®, Kan®

R6 rpsL1 pbp1b::cat adr::adr-sfGFPop; Cat®, St}
R6, Cat"

R6 rpsL1 pbp2a::cat; Cat?, St

R6 rpsl.1 pbp2a::cat adr::kan-rpsL; Cat?, Kan®

R6 rpsL1 pbp2a::cat adr::adr-sfGFPop; Cat®, St}
R6, dacAC-ter::ery; Ery?

R6 rpsL1, dacAC-ter::ery; Ery”?

R6 rpsL1 dacAC-ter::ery adr::kan-rpsL; Ery”, Kan™
R6 rpslL1 dacAC-ter::ery adr::adr-sfGFPop; Ery?, St

[bgaA::Pz,-gfo+], Amp®, Tef?

[bgaA::Pz,-gfo+], Amp®, Tet”, Agel
[bgaA::Py.-sfgfoopt], Amp", Tef®, Agel
[bgaA::P.-sfgfoopt], Amp®, Tef?, Agel, BssHII, BsiwI
[bgaA::Pz.], AmpR, Tef?, Agel, BssHII, BsiwI
[bgaA::Pz.-adr], Amp®, Tet?, Agel, BssHII, BsiWI
pET28a::his-lytA Kan®, Cm®

pET28a::his-IytAES7A Kan®, Cm™

ggctatgggcttgatgagttc

To amplify lytA::cat cassette
gcatcaaggtatccatcattcc

To amplify lytA:.cat cassette
actgtctttcccagcttcgg
amplification upstream of the
adr gene

acctgccaagttacctgtcg
amplification downstream of the
adr gene
ttagatccggatccctcgagtittgatttaaccggcttgtcttgag
Construction of adr-sfGFPop

Sung et al. (2001)
Fleurie et al. (2014a)
This work

This work

This work

Pagliero et al. (2008)
This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

Fleurie et al. (2014a)
This work

This work

Fleurie et al. (2014b)
This work

This work

Paik et al. (1999)
This work

This work

This work

Paik et al. (1999)
This work

This work

This work

Paik et al. (1999)
This work

This work

This work

Schuster et al. (1990)
This work

This work

This work

Eberhardt et al. (2009)
This work

This work

This work

This work

This work

Philippe et al. (2015)
This work

This work
This work

This work

This work

This work
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Constructs Genotype/description/sequence Source

FORoJB8 atggatgaattgtacaaataactc aag aca agccggttaaatc This work
Construction of adr-sfGFPop

FORoJB9 ctcgagggatccggatctaaaggtgaagagttgttt This work
sfGFPop amplification

REVoJB10 tttgtacaattcatccatacc This work
sfGFPop amplification

REVoJB35 taaccggcttgtcttacgagtttattcttcctttcattgtac This work
Construction of adr::Aadr

FORoJB36 gaagaataaactcgtaagacaagccggttaaatcaaaataac This work
Construction of adr::Aadr

FORoJB57 cgcgcgcegcatgcgcattaaatggttticcttgattaggattatag This work
Construction of pJBadr

REVoJB58 gcgcegtacgttattttgatttaaccggcttgtcttgagetgt This work
Construction of pJBadr

FORoMJ129 gatagcgccagttccgatga This work
Construction of pgdA::kan-rps|

FORoMJ62 ggttgaatggctticaatcagtigaaccgetgcataggtctcage This work
insertion of E87Q mutation in the pET28-His-LytA plasmid

REVoMJ63 gctgagacctatgcageggticaactgattgaaagcecattcaacc This work
insertion of E87Q mutation in the pET28-His-LytA plasmid

FORoMJ130 ttgattgaccgcaggaacga This work
Construction of pgdA::kan-rps/

FORoMJ142 cattaaaaatcaaacggatctgccacgtcctagtctac This work
Construction of pgdA::kan-rps|

FORoMJ143 aggggcccaggtctcagctgtactatagtcgtgatg This work
Construction of pgdA::kan-rps/

FORoMJ42 cctatccgectcttgcaage Jacq et al. (2015)
amplification upstream of the
ftsZ gene for ftsZ-kan-rpsl and ftsZ-mKate amplification

FORoMJ47 cttttaaagacatggttctctcctac Jacq et al. (2015)
amplification downstream of the
ftsZ gene for ftsZ-kan-rpsl and ftsZ-mKate amplification

P1 ccgtttgatttttaatggataatg This work
Kan-rpsl amplification

P2 agagacctgggcccctttce This work
Kan-rpsl amplification

FirpsL1 ggtggottgtatttctgttgttgggt This work
Forward rpsL1 amplification

RirpsL1 aactgggacttggtagttagaaccac This work

Reverse rpsL1 amplification

Abbreviations: Amp, ampicillin; Cm, chloramphenicol; Kan, kanamycin; Tet, tetracycline; Str, streptomycin.

method avoids polar effects and allows expression of the
fusion proteins at physiological levels.

Protein expression and purification

Strain BL21(DE3) Rosetta pLysS Rare (Cm™) of E. coli was
transformed with the plasmid pET28-His-LytA (Kan®) or
PET28-His-LytAEs,Q (Kan®). Cells were grown in Luria
Bertani medium and protein expression was induced at
ODsgsnm 0.6 with 0.5 mM IPTG (isopropyl B-p-thiogalacto-
pyranoside) at 25°C overnight. Cells from 2 litres cultures
were harvested by centrifugation, resuspended in 50 ml of
a buffer containing 50 mM Tris pH 8.0, 500 mM NaCl,
25 mM imidazole, 10% glycerol and a protease inhibitor
cocktail (Complete EDTA free, Sigma-Aldrich) and lysed
using a Microfluidize M-110P (Microfluidics). The lysate
was clarified by centrifugation (20 min at 39,191 X g at
4°C) and loaded onto a 10 ml Ni-nitrilotriacetic acid (NTA)

© 2017 John Wiley & Sons Ltd, Molecular Microbiology, 106, 832—-846

column (Qiagen). His-LytA proteins were eluted with a
25 mM to 500 mM imidazole gradient. Pooled fractions
were concentrated and further purified by size exclusion
chromatography using a Superdex S75 10/300 GL column
(GE Healthcare) in 25 mM Tris-HCI (pH 8) and 150 mM
NaCl.

Growth conditions, media and transformation

Liquid cultures of S. pneumoniae strains were grown at
37°C/5%CO0, in C medium supplemented with 0.5% yeast
extract (Lacks and Hotchkiss, 1960) (CY) or in Todd Hewitt
medium (TH; BD Sciences). For strains harbouring a zinc-
inducible plasmid, CY was supplemented with 0.15 mM
ZnCly to induce protein expression. For transformation,
about 250 ng of DNA was added to cells treated with
synthetic competence stimulating peptide 1 in TH medium
at pH 8.0 supplemented with 1 mM CaCl,. Cells were
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grown for 2 h at 37°C/5%CO,, and transformants were
selected on Columbia (BD Sciences) blood (4%) agar
plates containing the appropriate antibiotics (streptomycin
400 pg mi~", kanamycin 300 pg mi~', chloramphenicol
4.5 ug mi™).

Continuous growth was followed by inoculating 3 ml of
CY medium in 24 wells plates, which were sealed and incu-
bated at 37°C in a FLUOstar plate reader (BMG Labtech)
equipped with a 595 nm filter. The ODsgs was recorded
every 10 to 20 min after shaking. Each point was done in
triplicate. LytA sensitivity was determined by adding
recombinant His-LytA at 10ug ml~" either at ODsgsnm 0.3—
0.4 or during the entire culture period. The latter condition
was also used to evaluate the lysozyme sensitivity added at
the final concentration of 100 ug mi~". Penicillin sensitivity
was determined by adding 4 or 8 ng mi~" to CY medium.

For labelling of newly synthesized peptidoglycan, cells
were grown in CY at ODsgsnm 0.4 at 37°C/5%CO,, pelleted
at room temperature for 2 min at 4500 g, resuspended and
incubated for 3 min in CY supplemented with 2 mM HADA
(Kuru et al., 2012). After two washes in CY to discard
unbound dye, cells were resuspended into CY and immedi-
ately observed.

Fluorescence microscopy image acquisition and
analysis

Cells were grown at 37°C/5%CO, in CY to ODsgspm 0.3,
transferred to microscope slides and observed at 37°C on
an Olympus BX61 microscope equipped with a UPFLN 100
O-2PH/1.3 objective and a Qlmaging Retiga-SRV 1394
cooled charge-coupled-device camera. Image acquisition
was performed using the software packages Volocity.
Images were analysed using the open-source softwares
MicrobeTracker (Sliusarenko et al., 2011) and Oufti (Paint-
dakhi et al., 2016) and processed with Adobe Photoshop
CS5 and Image J. Demographs integrate the signal values
in each cell. The cells were sorted by their length value and
the fluorescence values were plotted as a heat map.

Time-lapse microscopy using agarose pad was per-
formed as follows. A glycerol stock of adr-sfGFPop FtsZ-
mKateZ2 strain was inoculated in 5 ml of CY medium and
grown to ODsgsnm Of 0.1. An agarose pad containing CY
medium and 1.2% low-melting agarose was prepared on a
microscopy slide. A volume of 2.5 pl of culture was loaded
on the agarose pad, a coverslip was mounted and the sam-
ples were observed. Images were acquired every 3 or 6
min during 1 h using an automated inverted epifluores-
cence microscope Nikon Ti-E/B equipped with the “perfect
focus system” (PFS, Nikon), a phase contrast objective
(CFI Plan Apo Lambda DM 100X, NA1.45), a Semrock filter
set for GFP (Ex: 482BP35; DM: 506; Em: 536BP40) and
mCherry (Ex: 562BP40; DM: 593; Em: 640BP75), a LED
light source (Spectra X Light Engine, Lumencor), a cCMOS
camera (Neo sCMOS, Andor) and a chamber thermostated
at 37°C. Fluorescence images were capturated and proc-
essed using Nis-Elements AR software (Nikon). GFP fluo-
rescence images were false coloured green and overlaid on
phase contrast images.

Electron microscopy

For high pressure freezing and sectioning, cells were grown
in 40 ml of CY at 37°C CO2 to ODsgs5,,m 0.3-0.4, recombi-
nant His-LytA was added at a final concentration of 10
ng ml~ ' and incubation was pursued for 7 min. Cells were
centrifuged at 4500 X g for 5 min. A pellet volume of 1.4 pl
was dispensed on the 200 um side of a type A 3 mm gold
platelet (Leica Microsystems), covered with the flat side of
a type B 3 mm aluminum platelet (Leica Microsystems),
and was vitrified by high-pressure freezing using an
HPM100 system (Leica Microsystems). Next, the samples
were freeze substituted at —90°C for 80 h in acetone sup-
plemented with 1% OsO4 and warmed up slowly (1°C h™ ")
to —60°C in an automated freeze substitution device
(AFS2; Leica Microsystems). After 8 to 12 h, the tempera-
ture was raised (1°C h™") to —30°C, and the samples were
kept at this temperature for another 8 to 12 h before a step
for 1 h at 0°C, cooled down to 30°C and then rinsed four
times in pure acetone. The samples were then infiltrated
with gradually increasing concentrations of Agar Low Vis-
cosity Resin (LVR; Agar Scientific) in acetone (1:2, 1:1, 2:1
[vol/vol] and pure) for 2 to 3 h while raising the temperature
to 20°C. Pure LVR was added at room temperature. After
polymerization 24 h at 60°C, 70 to 200 nm sections were
obtained using an ultra-microtome UC7 (Leica Microsys-
tems) and an Ultra 35° diamond knife (DIATOME) and were
collected on formvar-carbon-coated 100 mesh copper or
nickel grids. The thin sections were post-stained for 10 min
with 2% aqueous uranyl acetate, rinsed and incubated for 5
min with lead citrate. Digital images were obtained using a
Tecnai G2 Spirit BioTwin microscope (FEI) operating at 120
kV with an Orius SC1000 CCD camera (Gatan).

For negative staining, cells were grown in CY medium
until ODsgsnm 0.3 and incubated or not with LytA at 5
png mi~" during 20 min at 37°C/5% CO2. Cell lysis was
stopped by the addition of glutaraldehyde at a final concen-
tration of 2%. Cells were centrifuged 10 min at 4500 X g,
resuspended in 100 pl of PBS 2% glutaraldehyde and
incubated for 1 h at RT. The fixed cells were washed three
times and resuspended in 50 ul of water. Whole cells
observation was made using the mica-carbon flotation tech-
nique on phosphotungstate (PTA) 2%. Digital images were
obtained using a Tecnai G2 Spirit BioTwin microscope (FEI)
operating at 120 kV with an Orius SC1000 CCD Camera
(Gatan).
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Annexe 3 : Analyse du peptidoglycane de S.

pheumoniae

Source : Bui et al. 2012

Table 1
Modifications in monomeric, dimeric, and trimeric muropeptides from strain RG.
Monomers/ Muropeptide or Relative
oligomers modification percentage®
(% of total) (%)
Monomers Tri 799
(35.9) Tetra 118
Penta 84
Unmodified 43.7
Deacetylated 185
Glutamate 12.6
Deacetylated/glutamate 5.0
O-Acetylated n.d.
-GlcNAc 03
-GlcNAc-MurNAc n.d.
Ala-Ala 8.1
Ser-Ala 29.7
Dimers TetraTri 100.0
(25.9) Unmodified 19.0
Deacetylated 451
Glutamate 1.8
Deacetylated/glutamate 1.8
O-Acetylated n.d.
Missing GlcNAc nd.
Missing {GlcNAc-MurNAc) n.d.
Ala-Ala 185
Ser-Ala 74.8
Trimers TetraTetraTri 97.9
(9.6) TetraTetraTetra 2.1
Unmodified 2.1
Deacetylated 14.2
Glutamate nd.
Deacetylated/glutamate n.d.
O-Acetylated 8.1
Missing GlcNAc 11.9
Missing {GlcNAc-MurNAc) 8.1
Ala-Ala 31.7
Ser-Ala 45.6

Note: n.d., not detected.
# Percentage of muropeptides or modifications in monomers, dimers, or trimers.
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