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Un savant fait travailler une puce. Il lui dit :
- Saute !
La puce saute. Il lui coupe les pattes et dit :
- Saute !
La puce ne saute pas, le savant note sur son carnet :

"Lorsqu'on coupe les pattes d'une puce, elle devient sourde."

Moralité :

Le fait est une chose, I'explication en est une autre.

Jean Vandenhaute (1941-2013)

Professeur émérite de I’Université de Namur
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Résumé :

Le systeme sécrétion de type V a deux partenaires ou systeme TPS est un systeme dédié a la sécrétion de
protéines de grandes tailles souvent impliquées dans la virulence. La protéine sécrétée ou protéine TpsA
traverse la membrane externe via son partenaire membranaire spécifique, la protéine TpsB. Ces systéemes TPS
sont répartis en deux sous-familles, la sous-famille FHA/FhaC et la sous-famille HMW1A/HMW1B, peu
caractérisée structuralement, a laquelle appartient le systeme HxuA/HxuB dédié a I'acquisition de I’héme

extracellulaire chez Haemophilus influenzae.

Ma thése est consacrée a I’étude structurale et fonctionnelle du systéme HxuA/HxuB. A cette fin, le systéme de
sécrétion HxuA/HxuB a été recréé chez E. coli. Le domaine N-terminal de HxuA, HxuA301, et son partenaire
HxuB entier ont été produits respectivement en surnageant de culture et en membrane externe. Apres
purification de ces protéines, des essais de cristallogenése ont été réalisés. Des cristaux ont été obtenus pour
HxuA301 et HxuB. Seule la structure de HxuA301 a pu étre déterminée avec une résolution de 1,5 A. HxuA301
présente une structure en hélice-B main droite avec un motif extra-hélice constitué de quatre brins-B
antiparalléles. Des croisements entre les systémes HxuA/HxuB et HMW1A/HMW 1B ont été réalisés et ont mis
en évidence le fait que HxuB n’est pas indispensable au repliement de HxuA301. On a en effet pu résoudre la
structure de HxuA301 produite dans E. coli sans HxuB (HxuA301-noB) qui est en tout point identique a celle de
HxuA301. Cette observation appuie I'hypothése selon laquelle le domaine N-terminal des protéines TpsA sert a

initier le repliement progressif de la protéine TpsA une fois la surface bactérienne atteinte.

Abstract :

The type V two-partner secretion system or TPS system is a system dedicated to the secretion of large proteins
mostly implied in virulence. The secreted protein or TpsA protein crosses the outer membrane thanks to its
membrane partner, the TpsB protein. The TPS systems are subdivided into two subfamilies, the FHA/FhaC and
HMW1A/HMW1B subfamily, with few structural characterized, in which belongs the system HxuA/HxuB

dedicated to the acquisition of extracellular haem in Haemophilus influenzae.

My thesis focuses on the structural and functional study of HxuA/HxuB system. In that aim, HxuA/HxuB
secretion system has been recreated in E. coli. HxuA N-terminal domain, HxuA301, and full length HxuB
membrane partner have been produced respectively in the supernatant and in the outer membrane. After
purification of these proteins, crystallogenesis assays have been realized. Crystals have been obtained for
HxuA301 and HxuB. Only the HxuA301 structure has been determined with a resolution of 1,5 A. HxuA301
presents a structure in right-handed B-helix with one extra-helix motif constituted a four antiparallel B-strands.
Crossing between HxuA/HxuB and HMW1A/HMW1B systems has been realized and highlighted that HxuB is
not necessary for the folding of HxuA301. Indeed, we succeed to solve the structure of HxuA301 produced in E.
coli without HxuB (HxuA301-noB) which is strictly identical to the one of HxuA301. This observation supports
the hypothesis that N-terminal domain of TpsA could act as a scaffold pour the progressive folding of TpsA

protein once the cell surface reached.
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INTRODUCTION

1. Enveloppe des bactéries a Gram-négatif

1.1. Composition de I’enveloppe des bactéries a Gram-négatif

Le monde des procaryotes est subdivisé en deux groupes majeurs: les eubactéries et les
archéobactéries. Les eubactéries, plus souvent nommeées bactéries, sont elles-mémes subdivisées en
deux groupes: les bactéries a Gram-positif et les bactéries a Gram-négatif. Cette dénomination,
basée sur la coloration gram développée en 1884 par Christian Gram, révele des différences
fondamentales entre ces deux groupes dans la composition de leur enveloppe bactérienne.
L’enveloppe des bactéries a Gram-positif consiste en une membrane plasmique couverte a I’extérieur
par une épaisse couche de 20 a 80 nm de peptidoglycane ou muréine. Le peptidoglycane est un
réseau de polymeéres constitués d’une alternance de deux dérivés sucre, les acides N-acétyle-
glucosamine (NAG) et N-acétyle-muramique (NAM) (Figure 1-C). Ces polyméres sont reliés entre eux

par de courtes chaines d’acides aminés (Willey et al., 2008).

L'enveloppe des bactéries a Gram-négatif est plus complexe (Figure 1-A). Elle comprend deux
membranes, la membrane interne (ou membrane plasmique) et la membrane externe, séparées par
le périplasme. La membrane interne est une bicouche phospholipidique dans laquelle s’integrent des
protéines périphériques et intégrales. Cette membrane semi-perméable est impliquée dans le
transport de nutriments et de déchets, la sécrétion de protéines et dans des processus métaboliques.
Le périplasme est un compartiment aqueux riche en protéines telles que celles impliquées dans le
transport de nutriments et dans la chimiotaxie ou celles impliquées dans la biogenese de I'enveloppe
bactérienne comme les chaperonnes (Ehrmann, 2007). L’espace périplasmique comprend également
une fine couche de peptidoglycane de 2 a 7 nm d’épaisseur (Figure 1-C). A noter que le périplasme

est dépourvu d’ATP (Willey et al., 2008).

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Stéphanie Baelen, Lille 1, 2013
INTRODUCTION

O side chain _*

A Core polysaccharide —

Lipid A —
o
roatrane C
Periplasmic NAM NAG CH3
= space and 1
S Beptidoghcen CH,OH H NH=C=0
H Q. H
1 k H O @D
membrane -0 H H H Gl o 0=
Integral protein H NH—(I:‘,= O CH,0H
o
i CH4 . i
HyC=OH— (i: o D-Lactic acid
Tetrapeptide
chain

Figure 1. (A) Modeéle de I'enveloppe de la bactérie a Gram-négatif. (B) Le modéle moléculaire du lipopolysaccharide
d’Escherichia coli. Le lipide A et le corps de polysaccharide sont droit tandis que la chaine O se plie et forme un angle avec le
reste de la molécule. (C) Composition d’une sous-unité de peptidoglycane. NAG : acide N-acétyle-glucosamine. NAM acide
N-acétyle-muramique. Adapté de (Willey et al., 2008)

1.2, Fonctions et composition de la membrane externe

La membrane externe est une bicouche lipidique asymétrique. La partie intérieure de la membrane
externe se compose de phospholipides. La partie extérieure est constituée de glycolipides et
principalement de lipopolysaccharide (LPS). Le LPS se compose du lipide A, comportant la région
hydrophobe d’ancrage a la membrane, auquel est lié et orienté vers le milieu extérieur le noyau (ou
core) polysaccharidique. A ce noyau est liée une chaine polysaccharidique, la chaine latérale O ou
antigene O soit un antigéne spécifique et variable qui n’est synthétisé que par les souches
bactériennes dites lisses (Figure 1-B) (Nikaido, 2003). Les fonctions du LPS sont nombreuses ; le LPS
contribue a la charge négative de la membrane externe, a I'attachement de la bactérie a des surfaces

et a la formation de biofilms et le lipide A stabilise la membrane externe (Willey et al., 2008).
1.3. Protéines de la membrane externe

Comme les autres membranes biologiques, la membrane externe, de par sa structure en bicouche
lipidique, présente une faible perméabilité aux solutés hydrophiles tels que les nutriments. Dés lors

la membrane externe integre de nombreuses protéines aux fonctions diverses telles que le transport
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de nutriments, I'efflux de déchets, la sécrétion de protéines, 'activité enzymatique ou encore la

transduction de signaux.

La membrane externe est notamment constituée de protéines intégrales ou OMPs (de I'anglais outer
membrane proteins). Différentes familles de protéines sont rassemblées sous le terme d’OMPs telles

que les porines, les canaux spécifiques ou des protéines sécrétrices.
1.3.1. Biogenese des OMPs

Comme l'ensemble des protéines de la bactérie, les OMPs sont synthétisées dans le cytoplasme

obligeant la mise en place de systémes de translocation vers la membrane externe (Figure 2).

Membrane externe '—.)

Périplasme

Surh Skp/DegP

Membrane interne

OMP dépliée
Cytoplasme

OMP dépliée

Figure 2. Biogenése des OMPs chez E. coli. Les OMPs sont synthétisées dans le cytoplasme et maintenues sous forme
dépliée par SecB (voie SecB-dépendante). Les OMPs sont reconnues par SecA et traversent la membrane interne via le
complexe de translocation SecYEG. Des chaperonnes périplasmiques, SurA ou Skp et DegP, reconnaissent les OMPs dépliées
et empéchent leur agrégation. Les OMPs sont intégrées a la membrane externe via l'intervention de la machinerie BAM
(BamABCDE).

Aprés synthese cytoplasmique, les OMPs utilisent la machinerie Sec pour traverser la membrane
interne. Cette machinerie ne transporte que des protéines non repliées (du Plessis et al., 2011). Chez
E. coli, les protéines a destination de I'enveloppe bactérienne peuvent traverser la membrane
interne via la translocase Sec soit par la voie SRP-dépendante (signal recognition particule), soit par la
voie SecB-dépendante. La voie SRP-dépendante est généralement utilisée pour l'insertion des
protéines membranaires intégrales dans la membrane cytoplasmique tandis que la voie Sec-
dépendante est utilisée par les protéines périplasmiques et les OMPs. Via la voie Sec-dépendante, les
protéines sont maintenues aprés traduction sous forme dépliée par la chaperonne cytoplasmique
SecB (Driessen, 2001; Lilly et al., 2009). Le peptide signal N-terminal des OMPs est ensuite reconnu

par SecA qui va catalyser la translocation des OMPs au travers du canal formé par le complexe de
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translocation SecYEG. Cette translocation est rendue possible grace a I'énergie fournie lors de

I’hydrolyse de I’ATP (du Plessis et al., 2011).

Le passage vers le périplasme des OMPs au travers de la machinerie Sec se fait de leur extrémité N-
terminale a la C-terminale (du Plessis et al., 2011). Aprés la translocation, les OMPs sont libérées
dans le périplasme par clivage de leur peptide signal. Dans le périplasme, la stabilisation des OMPs
sous forme dépliée, la prévention de leur agrégation et I'aide au repliement dépendent de
chaperonnes périplasmiques. Les chaperonnes périplasmiques les plus importantes sont Skp, SurA et

DegP.

La chaperonne périplasmique trimérique Skp (seventeen kilodalton protein) interagit a la surface de
la membrane interne avec les OMPs en translocation dés leur entrée dans le périplasme (Schéafer et
al., 1999). SurA interagit spécifiquement avec les OMPs non repliées (Behrens et al., 2001; Bitto and
McKay, 2004) et va aider au repliement de celles-ci (Lazar and Kolter, 1996; Rouviere and Gross,
1996; Ureta et al., 2007). DegP est une chaperonne périplasmique qui posséde également une
activité protéase vis-a-vis de protéines mal repliées (Spiess et al., 1999; Iwanczyk et al., 2007; Meltzer
et al., 2008). La synthése de DegP est induite par une grande variété de stress extra-cytoplasmiques
(Subrini and Betton, 2009) et par la présence d’'OMPs dans le périplasme (Krojer et al., 2010). Chez E.
coli, DegP est hexamérique a I’état de repos. L’interaction avec son substrat induit I'activation de
DegP et la formation d’'un homo-oligomére de 12 ou 24 sous-unités. Cet oligomere enferme le
substrat dans une « cage » dont I’environnement favorable permet la dégradation ou le repliement

du substrat (Meltzer et al., 2008; Krojer et al., 2008; Jiang et al., 2008; Merdanovic et al., 2010).

Bien que I'implication des chaperonnes Skp, SurA et DegP dans la translocation des OMPs au travers
du périplasme soit établie, leurs interrelations et leurs réles exacts ne sont pas clairement définis. Le
modele actuel décrit deux voies paralleles : une voie principale dépendante de SurA et une voie

secondaire dépendante de Skp et DegP (Sklar, Wu, Kahne, et al., 2007).

Aprés la traversée du périplasme, les OMPs sont intégrées dans la membrane externe par le

complexe BAM (B-Barrel Assembly Machinery) dont le mécanisme est détaillé au point 3.2.6.

1.3.2. Structure en tonneau

Les OMPs se structurent en tonneau B, monomérique ou oligomérique, composé de 8 (Vogt and
Schulz, 1999) a 24 (Remaut et al., 2008) brins B antiparalléles et amphipathiques (Figure 3).
L'intérieur du tonneau est essentiellement tapissé par des résidus hydrophiles et I'extérieur par des

résidus hydrophobes (Koebnik et al., 2000).
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Figure 3. Structures cristallographiques des protéines en tonneau B d’Escherichia coli. Représentation en ruban des
structures de OmpX (code PDB : 1QJ9), protéine en tonneau B a 8 brins, et de PapC (code PDB : 2VQl), protéine en tonneau
B a 24 brins. Vue dans le plan de la membrane externe avec le milieu extérieur au-dessus et le périplasme en-dessous.

Jusqu’a présent, I'ensemble des OMPs de structure connue présente un nombre pair de brins B a
I’exception de la protéine mitochondriale VDAC (voltage-dependent anion channel) qui est constituée

de 19 brins B (Hiller et al., 2008; Bayrhuber et al., 2008; Ujwal et al., 2008).

Les tonneaux B sont caractérisés par leur nombre de brins B et par leur shear number qui est une
mesure de I'angle d’inclinaison des brins B par rapport a I'axe du tonneau (Schulz, 2002). Plus le

shear number sera élevé, plus la section du tonneau sera grande (Figure 4).

Figure 4. Structures cristallographiques en tonneau B du domaine transporteur de I'autotransporteur BrkA (Bordetella
pertussis) et du transporteur Tsx (Escherichia coli). BrkA(code PDB : 3QQ2) et Tsx (code PDB : 1TLY) sont deux tonneaux a
12 brins B (n=12). L'inclinaison des brins de Tsx est plus marquée que celle de BrkA induisant un shear number plus élevé
pour Tsx (s=16) par rapport BrkA (s=14). Vue dans le plan de la membrane externe avec le milieu extérieur au-dessus et le
périplasme en-dessous.
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Les brins B sont reliés entre eux par des boucles hydrophiles. Celles-ci sont généralement courtes du
coté périplasmique, on parle de B-tournant ou de B-turn. Du c6té du milieu extracellulaire (ou du
cytoplasme dans le cas des organelles), ces régions sont souvent de longues boucles ou loop en

anglais et numérotées L1, L2, et ainsi de suite.

L'angle d’insertion du tonneau B dans la membrane varie d’une protéine a l'autre. Les angles
d’insertion des OMPs de structure connue sont modélisés par calcul et reprises dans la base de

données « Orientations of Proteins in Membranes (OPM) database ».

Les protéines transmembranaires en tonneau B sont le plus souvent monomériques (exemple de la
protéine OmpX) (Figure 3) ou de structure quaternaire trimérique (exemple de la porine OmpF)

(Figure 5).

Figure 5. Structure cristallographique de OmpF d’Escherichia coli. Représentation en ruban de la structure de OmpF (code
PDB : 2POX), protéine en tonneau B a 16 brins de structure quaternaire trimérique. Vue dans le plan de la membrane
externe avec le milieu extérieur au-dessus et le périplasme en-dessous pour la représentation de gauche et vue depuis le
milieu extracellulaire pour la représentation de droite. Chaque tonneau est issu d’un polypeptide, coloré différemment.

La phospholipase A (OmpLA) d’Escherichia coli est présente sous forme monomérique dans la
membrane externe mais, en présence de son substrat et d’ions calcium, elle peut former un dimére
réversible et actif (Dekker et al., 1997). La structure cristallographique de la forme dimérique de
OmplA est la seule structure dimérique d’'OMP en tonneau B a avoir été décrite a I’heure actuelle

(Figure 6) (Snijder et al., 1999).
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OmplLA

Figure 6. Structure cristallographique du dimére de la phospholipase A (OmpLA) d’Escherichia coli. Représentation en
ruban de la structure de forme dimérique de OmpLA (code PDB : 1QD6), protéine en tonneau B a 12 brins. Vue dans le plan
de la membrane avec le milieu extérieur au-dessus et le périplasme en-dessous. Chaque tonneau est issu d’un polypeptide,
coloré différemment.

Dans les cas des dimeres et trimeres décrits ci-dessus, chaque tonneau P est constitué d’un
polypeptide. Il existe aussi des protéines membranaires dont le tonneau B est constitué de plusieurs
polypeptides. Quelques cas de structures en tonneau B heptamériques (Figure 7) (Song et al., 1996;
De and Olson, 2011; Savva et al., 2013) et octamériques (Faller et al., 2004; Yamashita et al., 2011)
ont été décrites. Chacun des monomeres de ces multimeres contribue a la formation du tonneau
avec deux brins B transmembranaires antiparalleles formant des tonneaux de 14 et 16 brins

respectivement.

a-hémolysine

Figure 7. Représentation en ruban de la structure cristallographique de I’a-hémolysine de Staphylococcus aureus (code
PDB : 7AHL). L’a-hémolysine n’est pas une OMP, elle est exprimée sous forme de monomere soluble et s’assemble en
heptamere dans la membrane des cibles eucaryotes (Song et al., 1996). Chaque polypeptide, représenté dans une couleur
différente, contribue a deux brins § du tonneau a 14 brins § transmembranaires antiparalléles.
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La contribution de plusieurs polypeptides dans la formation d’un tonneau [ est aussi retrouvée chez
les autotransporteurs trimériques. Dans le cas de I'autotransporteur trimérique Hia de Haemophilus
influenzae chaque polypeptide contribue a la formation du tonneau B a 12 brins transmembranaires

antiparalleles avec 4 brins B (Figure 8) (Meng et al., 2006).

Autotransporteurtrimérique Hia

Figure 8. Représentation en ruban de la structure cristallographique de I'autotransporteur trimérique Hia de
Haemophilus influenzae (code PDB : 2GR7). Chaque polypeptide, représenté dans une couleur différente, contribue a
quatre brins B du tonneau a 12 brins B transmembranaires antiparalléles. Vue dans le plan de la membrane externe avec le
milieu extérieur au-dessus et le périplasme en-dessous pour la représentation de gauche et vue depuis le milieu
extracellulaire pour la représentation de droite.

1.3.3. Porines

Parmi les OMPs, les porines sont les protéines les plus abondantes de la membrane externe. Elles
forment des pores permettant la diffusion de petits solutés hydrophiles (< 600 daltons). Les porines
ne lient pas leurs substrats mais la diffusion de ceux-ci est guidée par la différence de concentration
entre le milieu extracellulaire et le périplasme. Ces porines sans spécificité de substrat hormis une
certaine sélectivité pour des cations ou des anions, ont un tonneau B a 16 brins. L'intégration des
nutriments présents en faible quantité dans le milieu extracellulaire n’est pas possible par diffusion
et est assurée par des transporteurs spécifiques du substrat et des transporteurs actifs. Les porines
dont le tonneau comprend 18 brins B sont classifiées comme porines a spécificité de substrat
(Schirmer et al., 1995; Forst et al., 1998; Dutzler et al., 2002; Nikaido, 2003; Galdiero et al., 2007,
Pages et al., 2008).
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2. Systémes de sécrétion chez les bactéries a Gram-négatif

Afin de pouvoir coloniser une large variété de milieux et de pouvoir communiquer avec leurs
semblables, les bactéries a Gram-négatif ont développé divers modes d’interaction. Ces interactions
sont majoritairement assurées par six différents types de systéemes de sécrétion classifiés de | a VI

(Figure 9).

Certains de ces systémes permettent la sécrétion directement aux travers des deux membranes des
bactéries a Gram-négatif. D’autres utilisent les systemes de translocation au travers de la membrane
interne : le systéme de sécrétion Sec et le systéme de sécrétion Tat (Twin-Arginine Translocation).
Dans les deux cas, une reconnaissance spécifique d’un peptide signal a I'extrémité N-terminale du
substrat se fait et ce peptide signal est clivé lors de la translocation au travers de la membrane
interne (Natale et al., 2008). La différence la plus marquante entre ces deux systémes est que le
systéme Sec transporte les chaines polypeptidiques sous leur forme dépliée tandis que le systeme

Tat transporte des protéines déja repliées (Berks et al., 2005; Lee et al., 2006).
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Figure 9. Représentation simplifiée des systéemes de sécrétion de type | a VI. Le pointillé indique la liaison présente entre
le domaine transporteur et le domaine passager dans le cas de certains systémes de type V tels que les autotransporteurs.
OMF, outer membrane factor ; MFP, membrane fusion protein ; ABC, transporteur transmembranaire de type ATP-binding
cassette (ABC) ; Sec, systéme de sécrétion Sec ; Tat, systéme de sécrétion Tat (Twin-Arginine Translocation) ; Ml, membrane
interne ; ME, membrane externe.

Le systeme de sécrétion de type | est constitué de trois composants: un transporteur

transmembranaire de type ATP-binding cassette (transporteur ABC) au niveau de la membrane
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interne, la protéine de fusion des membranes ou MFP (membrane fusion protein) qui constituerait le
lien entre le transporteur ABC et le facteur de la membrane externe ou OMF (outer membrane
factor), le dernier composant de ce systeme. Les protéines sont adressées a ce systéme grace a un
peptide signal C-terminal non-clivé lors du transport. Ce systeme de sécrétion de type | permet le
transfert direct de protéines depuis le cytoplasme vers le milieu extérieur sans transiter par le

périplasme (Dinh et al., 1994; Saurin et al., 1999; Delepelaire, 2004).

Plus complexes, les systemes de sécrétion de type Il et IV ont des similarités fonctionnelles et
structurales laissant supposer une origine commune (Russel, 1998; Peabody et al., 2003). Ces
systemes sont constitués de deux complexes séparés : I'un au niveau de la membrane interne et le
second au niveau de la membrane externe. Ensemble, ces deux complexes s’étirent sur I'entiére
épaisseur de I'enveloppe bactérienne (Crowther et al., 2004; Robert et al., 2005; Daniel et al., 2006;
Lybarger et al., 2009).

Le systéme de sécrétion de type Il permet la sécrétion de protéines, telles que des facteurs de
virulence, préalablement repliées et/ou oligomériques depuis le périplasme vers le milieu extérieur
via un mécanisme de type piston. Ce systéeme utilise le systeme Tat lorsqu’un repliement
cytoplasmique est requis et le systéme Sec lorsque le repliement se fait dans le périplasme (Pugsley,

1993; Voulhoux et al., 2001).

Le systeme de sécrétion de type IV présente une grande variété de fonctions et permet le transport
de protéines monomériques et multimériques, des complexes nucléoprotéiques et d’ADN (Régo et
al., 2010). Le transfert de protéines par voie de sécrétion de type IV est le plus souvent retrouvé chez
les bactéries pathogeénes. Ce systéme leur permet d’établir une relation hote-pathogéne
d’interaction et/ou de transfert de protéines effectrices toxiques ou de complexes protéiques

directement dans le cytoplasme de I’h6te (Alvarez-Martinez and Christie, 2009).

Le systeme de sécrétion de type Ill est souvent associé a des roles essentiels dans la pathogénicité.
En effet, il permet I'injection directement dans le cytosol de I’h6te de protéines effectrices (Rosqvist
et al., 1991; Sory and Cornelis, 1994; Rosqvist et al., 1995; Cornelis and Wolf-Watz, 1997). Le systéme
de sécrétion de type Ill est un complexe qui comprend plus de 20 composants. Le corps basal de ce
systeme qui s’étend au travers de toute I'enveloppe bactérienne est associé a un appendice
extracellulaire de type aiguille. Ce dernier permet le transport des protéines sécrétées vers |'interface
hote-pathogene. La translocation dans la cellule hote eucaryote est probablement réalisée par un
translocon bactérien formant un canal. Le systeme de sécrétion de type lll fait également référence
au systeme flagellaire, important organelle pour la mobilité des bactéries. Le flagelle est connecté au

corps basal du systeme de type Il par des protéines formant un coude ou crochet.
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Le systeme de sécrétion de type V est Sec-dépendant et inclut cing types de systémes dont les plus
connus sont les autotransporteurs ou type Va et les systemes de sécrétion a deux partenaires ou
type Vb (Leo et al., 2012). Ces deux systemes sont dévolus a la translocation au travers de la
membrane externe de grandes protéines (1500 a 5000 acides aminés) essentiellement liées a la

virulence. Ces systemes seront décrits plus en détails dans le point suivant.

Le systeme de sécrétion de type VI, récemment décrit, est largement présent chez les bactéries a
Gram-négatif et plus particulierement chez les protéobactéries (Bingle et al., 2008; Cascales, 2008;
Boyer et al., 2009). Ces systémes de sécrétion sont dédiés a la virulence dirigée contre des cellules
hotes eucaryotes ainsi qu’a la régulation des interactions entre bactéries et a la compétition
bactérienne (Schwarz, West, et al., 2010; Hood et al., 2010; Jani and Cotter, 2010; Maclintyre et al.,
2010; Schwarz, Hood, et al., 2010; Russell et al., 2011; Murdoch et al., 2011). Le systéme de sécrétion
de type VI est requis pour tuer les bactéries avoisinantes non-immunisées par la sécrétion de
protéines antibactériennes directement dans leur cytoplasme grace a un contact cellule-cellule
(Hood et al., 2010; Russell et al., 2011). De nombreux composants du corps du systéeme de sécrétion
de type VI présentent des similarités structurales avec des protéines de bactériophages (Cascales and

Cambillau, 2012).

3. Systeme de sécrétion de type V

3.1. Diversité des systemes de sécrétion de type V

Comme indiqué précédemment, le systeme de sécrétion de type V inclut cing types de systémes de
sécrétion : le systeme Va ou systeme autotransporteur classique ou monomérique, le systeme Vb ou
systeme de sécrétion a deux partenaires (détaillé au point 3.2), le systeme Vc ou systéeme
autotransporteur trimérique et les systemes Vd et Ve. Ces systémes de sécrétion de type V, qui sont
Sec-dépendants, ont en commun la présence d’'un domaine en tonneau B qui s’insére dans la
membrane externe et qui participe a la sécrétion d’'un domaine passager ou d’une protéine
passagere (Leo et al., 2012; Grijpstra et al., 2013). La traversée du périplasme est assistée par les
chaperonnes périplasmiques SurA, Skp et DegP (Grosskinsky et al., 2007; Ruiz-Perez et al., 2009). Le
complexe d’assemblage de tonneau B ou complexe BAM (B-barrel assembly machinery) est crucial
pour la biogenese des ATs (Knowles et al., 2009; Lehr et al., 2010) et I'implication de BamA (nommée
antérieurement Omp85 chez N. meningitidis et YaeT chez E. coli) dans I'insertion en membrane a été

démontrée (Jain and Goldberg, 2007; leva and Bernstein, 2009; Sauri et al., 2009) (Figure 10).
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Figure 10. Schéma des différents systemes de sécrétion de type V (SS type V). Les systemes de sécrétion de type V sont
Sec-dépendants et leurs protéines sont par conséquent porteuses d’un peptide signal N-terminal. Ces systemes ont en
commun un domaine de translocation en tonneau B a 12 (en vert) ou 16 (en bleu) brins B. L'insertion de ce tonneau est
facilitée par le complexe BAM. Les domaines de translocation peuvent comprendre des domaines périplasmiques de type
POTRA également présents chez BamA du complexe BAM. L'ordre dans lequel sont encodés les domaines de translocation
et les domaines passagers varie en fonction des systemes. Ces systemes peuvent étre trimériques (cas du SS type Vc) ou
monomeériques (autres cas). Une protéine des SS type V comprend le peptide signal, le domaine passager et le domaine de
translocation sauf dans le cas des SS type Vb ou I'encodage de ces deux domaines est réalisé par deux protéines distinctes
et ou la protéine passagere est précédée d’un domaine de reconnaissance, le domaine TPS, pour la protéine de
translocation. Figure inspirée de (Grijpstra et al., 2013)

3.1.1. Systeme de sécrétion de type Va : les autotransporteurs

Les autotransporteurs (ATs) monomériques ou autotransporteurs classiques (systéme de sécrétion
Va) sont des protéines modulaires composées, de I'extrémité N-terminale a la C-terminale, d’un

peptide signal, d’'un domaine passager et d’'un domaine de translocation.

Le domaine passager constitue le domaine fonctionnel de la protéine. Les unités de translocation de
structure connue ont toutes une structure en tonneau B a 12 brins inséré dans la membrane externe
(Oomen et al., 2004; Barnard et al., 2007; van den Berg, 2010; Tajima et al., 2010; Zhai et al., 2011).
Cette unité de translocation permet le passage du domaine passager au travers de la membrane de
I'extrémité C-terminale vers I'extrémité N-terminale. Le repliement du domaine passager se réalise
au fur et mesure qu’il est sécrété (Pohlner et al., 1987; Jacob-Dubuisson et al., 2004; Henderson et
al., 2004; van den Berg, 2010). Il est fort probable que le repliement progressif du domaine passager

constitue le moteur de sa propre translocation (Peterson et al., 2010). La plupart des ATs de type Va
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sont des protéases autocatalytiques ce qui leur permet de relacher le domaine passager dans le

milieu extracellulaire (Leo et al., 2012).
3.1.2. Systeme de sécrétion de type Vc : les autotransporteurs trimériques

Les autotransporteurs (ATs) trimériques sont généralement des adhésines (TAA pour trimeric
autotransporter adhesins) dont le domaine passager reste ancré au tonneau B (Linke et al., 2006). Les
ATs trimériques ont une architecture modulaire semblable a celle des ATs monomériques (SS type
Va) mais dont les domaines passagers et de translocation sont capables de se trimériser (Szczesny

and Lupas, 2008).

Le tonneau B du domaine de translocation des TAA est formé a partir de trois chaines
polypeptidiques. Chacune d’entre elles contribue a la formation de 4 des 12 brins B du tonneau
(Figure 8, structure cristallographique de I'autotransporteur trimérique Hia) (Hoiczyk et al., 2000;

Linke et al., 2006; Wollmann et al., 2006).
3.1.3. Systeme de sécrétion de type Vd

Un nouveau type d’autotransporteur (AT) a récemment été décrit, le systéme de sécrétion de type
Vd. Le prototype de ce systeme est PlpD, la protéine patatin-like de Pseudomonas aeruginosa
(Salacha et al., 2010). Le domaine passager de PlpD est clivé de maniére autocatalytique aprés sa
compléte translocation comme chez les ATs classiques (Va). La particularité du systeme Vd est la
présence d’un domaine POTRA (polypeptide-transport-associated domain) entre le domaine passager
et le domaine de translocation en tonneau B. Ce type de domaine est retrouvé chez les protéines de
la superfamille BamA/TpsB (voir point 3.2.5). Les domaines POTRA de BamA du complexe BAM sont
impliqués dans l'interaction avec son substrat initiant le mécanisme d’insertion en membrane du
substrat. Dans le cas de PlpD, cette fonction serait remplie par son domaine POTRA intrinséque. Le
tonneau B de PlpD a également pour particularité de comprendre 16 brins B contrairement aux

autres systémes ATs qui en ont 12 (Salacha et al., 2010).
3.1.4. Systeme de sécrétion de type Ve

Le systeme de sécrétion de type Ve regroupe lintimine d’E. coli et l'invasine des especes
entéropathiques Yersinia spp. qui sont des adhésines avec des domaines immunoglobulines (Ig)
ancrées dans la membrane externe (Liu et al., 1999; Leo et al., 2012). Ces protéines modulaires sont
des ATs inversés ou le tonneau 3 a 12 brins B du domaine de translocation est N-terminal tandis que
le domaine passager, qui adopte un repliement de type immunoglobuline, est C-terminal (Tsai et al.,

2010; Leo et al., 2012; Fairman et al., 2012).
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3.2. Systeme de sécrétion a deux partenaires ou de type Vb

C’est en 2001 qu’apparait le terme de systéemes de sécrétion a deux partenaires ou systeme TPS
(two-partner secretion system) (Jacob-Dubuisson et al., 2001). Peu apres, la voie des TPS est intégrée
au systeme de sécrétion de type V en paralléle de la voie des autotransporteurs (ATs) (Henderson et
al., 2004). Ce regroupement sous le type V a été basé sur diverses propriétés communes au systéme
TPS et au systéme des ATs dont celles de la translocation au travers de la membrane externe via un
tonneau B, de la sécrétion de grandes protéines ou encore de la transition par le périplasme
suggérée en conformation dépliée (Guédin et al., 1998; Jacob-Dubuisson et al., 2001). De plus, les
systemes TPS et ATs sont tous deux dépendants de transporteurs appartenant a la superfamille de
BamA/TpsB (Sanchez-Pulido et al., 2003; Jain and Goldberg, 2007; leva and Bernstein, 2009; Sauri et
al., 2009).

Depuis ce regroupement, des centaines de systemes TPS ont été identifiés. Le systeme TPS est
largement répandu au sein des bactéries a Gram-négatif et particulierement chez les pathogénes. Ce
systeme leur permet de sécréter des facteurs de virulence tels que des cytolysines comme HpmaA de
Proteus mirabilis (Uphoff and Welch, 1990) ou ShlA de Serratia marcescens (Hertle, 2000), des
adhésines comme FHA de Bordetella pertussis (Locht et al., 1993) ou HMW1A de Haemophilus
influenzae (St Geme et al., 1993), ou encore, des protéines liant I'hnémopexine comme HxuA de

Haemophilus influenzae (Cope et al., 1994; Cope et al., 1998).
3.2.1. Principe général du systeme de sécrétion a deux partenaires

Le systeme de sécrétion a deux partenaires est constitué d’une protéine sécrétée ou TpsA, qui
confere la fonction effectrice au systeme TPS, et de son transporteur spécifique ou TpsB qui est une
protéine en tonneau B intégrée dans la membrane externe (Figure 11). Contrairement aux ATs, les
deux composants sont encodés séparément et sont souvent présents sous forme d’opéron (Jacob-
Dubuisson et al., 2001). Le TpsA et son TpsB sont produits dans le cytoplasme avec a leur extrémité
N-terminale un peptide signal. Ce dernier sera clivé apres leur transport au travers de la membrane
interne via la voie de translocation Sec (Braun et al., 1992; Grass and St Geme, 2000; Chevalier et al.,
2004). Une fois dans le périplasme, la protéine TpsB transite vers la membrane externe dans laquelle
elle s’intégre sous la forme d’un tonneau B a 16 brins transmembranaires antiparalléles (Kdnninger et
al., 1999; Guédin et al., 2000; Clantin et al., 2007). Le protéine TpsA transite dans le périplasme
maintenue sous forme étirée grace a l'intervention de chaperonnes périplasmiques comme cela a
été démontré pour la protéine TpsA FHA et la chaperonne DegP (Baud et al., 2009). En effet, FhaC, la

protéine TpsB de FHA, reconnait FHA uniquement lorsque cette derniere est dans une conformation
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étirée, non-native (Hodak et al., 2006). Grace a son domaine TPS, un domaine conservé constitué
approximativement des 250 premiers résidus N-terminaux de la protéine mature, la TpsA interagit
avec le domaine périplasmique du TpsB (Jacob-Dubuisson et al., 2001; Clantin et al., 2004; Hodak et
al., 2006). Le domaine périplasmique du TpsB comprend deux domaines POTRA. Cette interaction
initie la sécrétion de la protéine TpsA au travers du pore du TpsB et le repliement progressif du TpsA.
Dans certains systemes TPS, une maturation protéolytique du TpsA et/ou son relargage depuis la

surface bactérienne vers le milieu extracellulaire a/ont lieu (Jacob-Dubuisson et al., 2004).

membrane externe{

peptidoglycane { X 2

! RN % R LY
\/K/ AR W \ périplasme

OO0 OOOCOOON]

e cea I — + cytoplasme
TpsA TpsB

Figure 11. Modeéle de systéeme de sécrétion a deux partenaires (Vb). Les protéines TpsA (bleu) et TpsB (vert) sont
exprimées dans le cytoplasme. Elles traversent la membrane interne par la voie Sec. Au cours de cette translocation, leur
peptide signal (ps) est clivé. Une fois inséré dans la membrane externe, le TpsB réalise la translocation du TpsA qui se replie
progressivement a la surface de la bactérie.

© 2014 Tous droits réservés.

3.2.2. Les sous-familles des systémes TPS

Les systemes TPS sont subdivisés en deux sous-familles portant les noms des couples TpsA/TpsB des
systéemes les plus étudiés. La premiére sous-famille est la sous-famille FHA/FhaC de Bordetella
pertussis et la seconde sous-famille est celle de HMW1A/HMW1B de Haemophilus influenzae. Cette
subdivision a été mise en évidence pour les TpsA par des alignements de séquences du domaine TPS
(Yeo et al., 2007). Pour les TpsB, cette méme subdivision a été mise en évidence par des alighements

de séquences des deux domaines POTRA et d’un motif conservé, dit motif 3, appartenant au tonneau
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B (Jacob-Dubuisson et al., 2009). Les alighements de séquences sont disponibles en annexe (Figure

74, Figure 75).
3.2.3. Les protéines TpsA

Les protéines TpsA comprennent un peptide signal suivi de deux régions (Figure 12). La premiére est
le domaine TPS qui comprend environ 250 résidus. Ce domaine conservé parmi les protéines TpsA
est nécessaire a la sécrétion (Jacob-Dubuisson et al., 1997; Jacob-Dubuisson et al., 2001) et est a
I'origine de linteraction spécifique entre le TpsA et son partenaire membranaire TpsB (Jacob-
Dubuisson et al., 2001; Clantin et al., 2004; Hodak et al., 2006). Le domaine TPS comporte des motifs
conservés. Le premier, le motif NPNGI, est conservé dans I'ensemble des protéines TpsA tandis que

le second, le motif NPNL, est uniquement présent chez les TpsA de la sous-famille de FHA.

A la suite du domaine TPS se trouve la région du domaine fonctionnel qui est peu conservé en
séquence et est de taille trés variable d’'une protéine a I'autre allant d’environ 700 résidus jusqu’a
plus de 5000 résidus parmi lesquels peuvent se trouver des répétitions en tandem (Jacob-Dubuisson

etal., 2001).

Répétitions en tandem

[ . ]

!

Domaine fonctionnel
(entre 1000 et 5000 aa)

Figure 12. Schéma de I’architecture d’une protéine TpsA. Sont représentés en rouge le peptide signal, en violet le domaine
TPS et en bleu le domaine fonctionnel avec ses éventuelles répétitions en tandem (hachure) (aa, acides aminés).

Avant les publications de structures cristallographiques de TpsA, deux modélisations de FHA ont été
publiées sur base d’analyse de séquence, de microscopie électronique et de dichroisme circulaire
(Figure 13). La protéine FHA est une hémagglutinine filamenteuse de Bordetella pertussis. Dans les
deux modeéles, deux régions de répétition en tandem de 19 résidus (R1 et R2) avaient été décrites. Le
premier modeéle est celui d’une hairpin modélisée par deux longs feuillets B antiparalléles (Makhov et
al., 1994) et le second est une hélice B constituée de trois longs feuillets B paralléles (Kajava et al.,

2001).
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Figure 13. (A) Représentation schématique des deux modeles pour FHA : le modeéle en hélice 8 (a gauche) et le modeéle en
hairpin (a droite). Les extrémités N- et C-terminales ainsi que les régions de répétition en tandem (R1 et R2) sont indiquées.
(B) Sections transversales des deux modeles ou les brins B sont représentés par des barres connectées entre elles par les
boucles. lllustration de (Kajava et al., 2001).

La publication de la structure cristallographique du domaine TPS de FHA, nommé Fha30, en 2004 a
démontré la validité du second modéle décrit par Andrey V. Kajava. Ce modéle décrivait également
gu’a chaque répétition en tandem des régions R1 et R2 de FHA correspondait un tour d’hélice B. La
structure de Fha30 comprend les deux premiers tours d’hélice B de la région R1 et confirme
I’hypothése de la modélisation (Kajava et al., 2001; Clantin et al., 2004). A la suite de la résolution de
cette premiere structure de TpsA, les structures cristallographiques de deux autres domaines TPS ont
été publiées : celle de HMW1A de Haemophilus influenzae en 2007 (Yeo et al., 2007) et celle de
HpmA de Proteus mirabilis en 2009 (Weaver et al., 2009) (Figure 14).

HMW1A, pour high molecular weight, est une adhésine non pilus de Haemophilus influenzae
(Barenkamp and Leininger, 1992). Le domaine TPS de HMW1A est compris dans le domaine N-
terminal, nommé HMW1A-propiece (HMW1A-PP), qui a la particularité d’étre clivé et reldché dans le
milieu extérieur apres sécrétion. C'est ce domaine HMW1A-PP qui a été cristallisé. La protéine
mature de HMW1A portant la fonction d’adhésine est maintenue a la surface bactérienne par son
extrémité C-terminale comprenant deux cystéines formant un pont disulfure (Grass and St Geme,
2000; Grass et al., 2003; Buscher et al., 2006). Contrairement a FHA, HMW1A appartient a la 2% sous-
famille de TpsA (Yeo et al., 2007).
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HpmA est une hémolysine de Proteus mirabilis (Weaver et al., 2009) et appartient, comme FHA, a la

1" sous-famille de TpsA (Yeo et al., 2007).

Les trois domaines TPS ont une structure en hélice B main droite constituée de trois feuillets
paralléles ; PB1, PB2 et PB3 pour parallel B sheet (Figure 14). Ces feuillets constituent 9, 6 et 12 tours
d’hélice pour Fha30, HomA265 et HMW1A-PP respectivement. L'extrémité N-terminale des hélices
est protégée par des brins B antiparalléles ; deux dans le cas de HomA265 et trois dans les autres cas.
Ces structures présentent également des motifs extra-hélices. Un premier motif est constitué de 4
brins B antiparalléles pour Fha30 (B16/B25) et HomA265 (B14/B22) et de 3 brins B antiparalleles et
d’une hélice o chez HMW1A-PP (B15/B23). Ce motif se place a flan du PB1. Un second motif extra-
hélice comprenant deux brins § antiparalléles est observé. Il a pour particularité de comprendre la
tétrade conservée NPNL propre a la 1°"® sous-famille, celle de FHA. Il est intéressant de noter que la
mutation ponctuelle en isoleucine de la premiére asparagine de la tétrade NPNL annihile la fonction
de sécrétion dans le systéme FHA/FhaC (Hodak et al., 2006). Le motif extra-hélice associé a la tétrade
conservée NPNL n’est présent que dans les structures de Fha30 (B7/B8) et HomA265 (B5/B6). Un

autre motif conservé, NPNGI, constitue un tournant ou turn entre deux brins B paralléles au sein des

trois structures de domaine TPS connues (Clantin et al., 2004; Yeo et al., 2007; Weaver et al., 2009).
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Fha30 HpmA265 HMW1A-PP

B1/B2/p3
A 61/82/83 N

~ B15/23

Sous-famille FHA Sous-famille HMW1A

Figure 14. Structures cristallographiques des domaines TPS de FHA, HpmA et HMWI1A : Fha30 (code PDB: 1RWR),
HpmA265 (code PDB : 3FY3) et HMW1A-PP (code PDB : 20DL). Représentation en ruban des structures des domaines TPS
vue de coté avec I'extrémité N-terminale en haut (A) et vue du dessus de I'extrémité N-terminale (B). Les extrémités N- et
C-terminales sont indiquées. Les trois feuillets § paralleles PB1, PB2 et PB3 sont annotés pour Fha30, le code couleur
restant le méme pour les autres structures. A I'extrémité N-terminale, les brins B antiparalleles protégeant I’hélice B sont
colorés en violet foncé. Les motifs extra-hélices de brins B antiparalleles B16/325, B14/B22 et B15/B23 de Fha30, HpmA265
et HMW1A-PP respectivement sont indiqués. Le motif extra-hélice comprenant le motif NPNL, conservé au sein de la sous-
famille de FHA, est indiqué pour Fha30 (B7/B8) et HomA265 (B5/B6).

Les domaines TPS de ces trois protéines présentent une structure cristallographique proche malgré
des pourcentages limités d’identité de séquence: 35,9% d’identité de séquence entre Fha30 et
HpmA265, 28,6% d’identité de séquence entre HomA265 et HMW1A-PP et 21% d’identité de
séquence entre HMW1A-PP et Fha30 (Yeo et al., 2007; Weaver et al., 2009). Les sections

transversales des hélices B de ces trois protéines sont de taille et de forme identique (Figure 15).
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Figure 15. Superposition de trois tours d’hélice des domaines TPS des protéines TpsA HpmA (en bleu), FHA (en vert) et
HMW!1A (en rose). Les éléments structuraux extra-hélices ont été 6tés pour plus de clarté. Puisque HpmA265, Fha30 et
HMW1A-PP comprennent, 6, 9 et 12 tours d’hélice respectivement, leurs longueurs different considérablement mais leurs
sections sont de taille et de forme similaires. L’encadré dans le coin gauche montre les portions des hélices B utilisées pour
la superposition (Jacob-Dubuisson et al., 2013).

Ainsi, les domaines TPS présentent une structure en hélice B. Et, comme observé pour FHA, chaque
répétition en tandem constitue un tour d’hélice B. Or ces répétitions sont majoritaires chez les TpsA.

Il est donc fort probable que les protéines TpsA aient une structure de type grande hélice B.
3.2.4. Les protéines TpsB

Le transporteur FhaC sert de modele pour les TpsB. Il est a I’heure actuelle le seul TpsB dont la
structure cristallographique ait été résolue (Figure 16) (Clantin et al., 2007). FhaC est le transporteur
spécifique de I’'hémagglutinine filamenteuse FHA, I'adhésine majeure de Bordetella pertussis, I'agent

infectieux a I'origine de la coqueluche.
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Motif 3

(=__ POTRA1L

POTRA2

Figure 16. Structure cristallographique de FhaC et schéma de la protéine. Représentation en ruban de la structure de FhaC
vue dans le plan de la membrane externe ol le milieu externe est en haut et le périplasme en bas. Les extrémités N- et C-
terminale sont annotées. L’hélice a H1 qui obstrue le pore, est colorée en rouge. Le linker reliant I’'hélice a H1 au POTRA1
n’étant pas défini en densité électronique est représenté par un pointillé gris. Le domaine périplasmique comprend le
POTRAL en bleu clair et le POTRA2 en violet. Le motif 3 conservé, représenté en vert, comprend une longue boucle qui
s’insére dans le pore du tonneau B, la boucle L6.

La protéine est monomérique et comporte un tonneau B a 16 brins B transmembranaires
antiparalléles (B1 a B16) d’une hauteur de 35 A. Le tonneau B constitue la moitié C-terminale de la
protéine. Les faces périplasmiques et extracellulaires du tonneau sont respectivement caractérisées
par des boucles courtes ou turns et par des longues boucles ou loops (L1 a L8) annotées suivant un

modele topologique antérieur (Guédin et al., 2000).

L'extrémité N-terminale de la protéine est exposée au milieu extracellulaire et est suivie de I'hélice a
H1 constituée de 20 résidus dont 12 sont chargés, 6 positivement et 6 négativement, et qui se place
dans le canal du tonneau B. L'extrémité C-terminale de I'hélice émerge dans le périplasme et est liée
au premier domaine POTRA par un linker de 30 résidus. Celui-ci n’est pas défini dans la densité

électronique (représenté en pointillé dans la figure).

Le domaine périplasmique est constitué des domaines POTRA1 et POTRA2 comprenant environ 75
résidus chacun. La présence du domaine POTRAL avait été prédite in silico sur base d’analyse de
séquences de protéines de la superfamille BamA/TpsB (Sanchez-Pulido et al., 2003). Les domaines
POTRA sont repliés en un feuillet a 3 brins B additionné d’une ou deux hélice(s) a, H2 pour le POTRA1
et H3-H4 pour le POTRA2. Bien que structuralement conservés, ces deux domaines POTRA ne

partagent que 14% d’identité de séquence. Les résidus constituant la signature des domaines POTRA
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sont soit impliqués dans le cceur hydrophobe, sous forme de brins B et d’hélices a, soit sont des
glycines positionnées entre ces éléments de structure secondaire. La contribution de ces résidus
signature est donc essentiellement structurale. La surface des domaines POTRA est constituée de
résidus peu conservés probablement liés a la spécificité entre un TpsA et son TpsB. Cette spécificité

est en effet liée a leurs surfaces d’interaction (Clantin et al., 2007).

A la suite des domaines POTRA se trouve le domaine en tonneau B. L’intérieur de ce tonneau,
globalement hydrophile, comprend trois clusters de résidus chargés et est obstrué par I'hélice a H1
et la boucle extracellulaire L6. Cette boucle dont I'extrémité comprend une tétrade conservée
VRGY/F, est mal définie dans la carte de densité électronique. Il est suggéré que le canal formé par le
tonneau B constitue le pore de translocation de FHA. En effet, une corrélation existe entre les
propriétés de canal et les propriétés de sécrétion de la protéine FhaC : lorsqu’une mutation affecte
les premiéres, elle affecte aussi les secondes (Méli et al., 2006). La présence de I'hélice a H1 et de la
boucle L6 dans le pore du tonneau B ne laisse qu’un passage étroit d’environ 3 A (Figure 17). Cet
espace est insuffisant pour permettre le passage de FHA en conformation native ou méme en
conformation étendue. Le passage de FHA par le pore de FhaC nécessiterait que I'hélice a H1 et/ou la
boucle L6 sorte(nt) du pore augmentant ainsi le diamétre moyen du pore. Cette hypothése s’appuie
sur différents faits. La délétion de I'hélice a H1 n’affecte pas la sécrétion de FHA. En présence de son
substrat, la boucle L6 de FhaC présenterait un changement de conformation qui la rendrait plus
accessible depuis le milieu extérieur. La délétion de cette boucle abolit la sécrétion de FHA (Guédin

et al., 2000; Clantin et al., 2007).
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Figure 17. Visualisation des dimensions du pore de FhaC. Les images montrent les surfaces du canal a l'intérieur de la
structure tel qu’évaluées par le programme Hole (Smart et al., 1993) et visualisées avec le programme VMD (Humphrey et
al., 1996). L'analyse est réalisée pour la protéine FhaC sauvage (A), la structure de FhaC délétée de I’hélice a H1 (B), la
structure de FhaC délétée de la boucle L6 (C) et la structure de FhaC délétée de I'hélice a H1 et de la boucle L6 (D). Les
canaux sont illustrés en bleu et les zone de constriction pour FhaC sauvage en vert. Le diametre moyen du pore a été estimé
pour chaque cas de figure. (Clantin et al., 2007)

La boucle L6 ainsi qu’une partie du brin 12 appartiennent au motif 3 conservé au sein de la

superfamille BamA/TpsB (Moslavac et al., 2005).
3.2.5. Superfamille des BamA/TpsB

Les protéines TpsB appartiennent a la superfamille des BamA/TpsB. Les protéines de cette
superfamille sont caractérisées par la présence de un a sept domaine(s) POTRA a leur extrémité N-
terminale et d’'un tonneau B a 16 brins B antiparalleles transmembranaires a leur extrémité C-
terminale (Sanchez-Pulido et al., 2003; Arnold et al., 2010). Le tonneau comprend le motif 3, motif
conservé comprenant la boucle L6 et sa tétrade conservée VRGY/F (Moslavac et al., 2005). Un second
motif conservé F/GxDxG (ou x est un résidu hyrophobe) est présent dans le tonneau au niveau du

brin B 13 (Figure 18) (Jacob-Dubuisson et al., 2013).
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Figure 18. Représentation schématique de quelques membres de la superfamille BamA/TpsB et des domaines qui les

Les protéines de cette superfamille sont représentées au sein de nombreux organismes, tels que les

bactéries a Gram-négatif et les eucaryotes au sein des mitochondries et des chloroplastes, et sont

impliguées soit dans l'insertion en membrane externe de protéines en tonneau B (OMPs) (Voulhoux

et al., 2003; Genevrois et al., 2003; Kozjak et al., 2003; Paschen et al., 2003; Wu et al., 2005) soit dans

le transport de protéines au travers de la membrane externe (Schnell et al., 1994; Hinnah et al.,

1997).

Chez les bactéries a Gram-négatif, elle est représentée par les protéines BamA, TamA et les TpsB.

Chez les eucaryotes, elle est représentée par la protéine Sam50 chez les mitochondries et par les

protéines Toc75-1ll et Toc75-V chez les chloroplastes (Yen et al., 2002; Gentle et al., 2004; Selkrig et

al., 2012) (Figure 19).
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Figure 19. Représentation schématique de la superfamille BamA/TpsB (en bleu foncé) et de leurs fonctions majeures
chez les bactéries a Gram-négatif (A-C), chez les mitochondries (D-E) et chez les chloroplastes (F). (A) Systeme de
sécrétion a deux partenaires. Le TpsB sécrete son partenaire TpsA dans le milieu extracellulaire. (B) BamA est le cceur du
complexe essentiel BAM (B-Barrel Assembly Machinery) responsable de I'intégration en membrane externe des OMPs. (C)
Les protéines TamA et TamB constituent le complexe TAM (Translocation and Assembly Module) impliqué dans le transport
et 'assemblage de certains autotransporteurs (ATs). (D) Chez les mitochondries, les pré-protéines sont transportées au
travers de la membrane externe par le complexe TOM (Translocase of the OQuter Membrane). Le complexe SAM (Sorting and
Assembly of Mitochondria), comprenant la protéine Sam50, est nécessaire a I'insertion en membrane d’'OMPs en tonneau
et potentiellement de certains composants en hélice a du complexe TOM. (E) Les mitochondries des trypanosomatides ne
comprennent pas Tom40. Sa fonction est réalisée par la protéine ATOM (Archaic Translocase of the Outer Mitochondrial
membrane) dont I'origine phylogénétique est sujette a débat. (F) Toc75-lIll appartient au complexe TOC (Translocon of the
Outer membrane of the Chloroplasts) et est requis pour la translocation dans les chloroplastes des protéines produites dans
le cytosol. La protéine Toc75-V est impliquée dans I'assemblage des OMPs. OM, membrane externe; IM, membrane
interne; P, périplasme; IMS, espace intermembranaire; SecYEG, complexe de translocation du systéme de sécrétion Sec;
OMPs, protéines de la membrane externe; ATs, autotransporteurs. (Jacob-Dubuisson et al., 2013)

La protéine essentielle BamA appartient au complexe BAM (B-Barrel Assembly Machinery), la
machinerie d’insertion en membrane externe des OMPs (Figure 19-B). Les aspects structuraux et
fonctionnels de ce complexe sont discutés un peu plus loin (point 3.2.6). Le complexe TAM,
récemment mis en évidence, comprend la protéine intégrale de membrane interne TamB et la
protéine intégrale de la membrane externe TamA appartenant a la superfamille BamA/TpsB (Figure
19-C) (Selkrig et al., 2012). L'insertion en membrane externe du tonneau B des autotransporteurs
(ATs) est assistée par le complexe BAM (Jain and Goldberg, 2007; leva et al., 2008; Rossiter et al.,
2011; leva et al., 2011) et par le complexe TAM (Selkrig et al., 2012).

Chez les mitochondries, I'équivalent du complexe BAM est le complexe SAM (Sorting and Assembly
of Mitochondria) aussi appelé complexe TOB (Topogenesis of the Quter mitochondrial membrane 8-
Barrel proteins) (Figure 19-D-E) (Kozjak et al., 2003; Paschen et al., 2003). Ce complexe insére dans la
membrane externe des mitochondries les protéines en tonneau B (Wiedemann et al., 2003; Paschen
et al., 2003; Hoppins et al., 2007) et serait aussi impliqué dans I'assemblage de composants en hélice
o du complexe TOM (Translocase of the Outer Membrane) (Hoppins et al., 2007; Stojanovski et al.,

2007; Thornton et al., 2010). Le complexe TOM transporte les pré-protéines en tonneau P
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synthétisées dans le cytosol au travers de la membrane externe de la mitochondrie vers |'espace
intermembranaire. Les pré-protéines entrent en interaction avec le complexe SAM qui va insérer ces
protéines dans la membrane externe. Le complexe SAM est constitué de trois protéines : Sam35 et
Sam37, deux protéines cytoplasmiques, et Sam50, protéine de la membrane externe de la
superfamille des BamA/TpsB dont I|'unique domaine POTRA est orienté vers [|espace
intermembranaire (Habib et al., 2007; Lackey et al., 2011; Klein et al., 2012). Le domaine POTRA de

Sam50 permettrait I'interaction avec le substrat du complexe (Habib et al., 2007).

Chez les chloroplastes, le systéme équivalent au complexe SAM des mitochondries est le complexe
TOC (Translocon of the Quter membrane of the Chloroplasts) (Figure 19-F). Ce complexe TOC
comprend deux protéines de la superfamille BamA/TpsB doté de trois domaines POTRA : Toc75-lll et
Toc75-V (Schleiff and Becker, 2011). Toc75-1ll fonctionnerait comme un pore de translocation du
complexe TOC permettant I'import de pré-protéines du cytosol vers I'espace intermembranaire
(Schleiff and Becker, 2011). La protéine Toc75-V permettrait I'insertion des OMPs en membrane
externe du chloroplaste (Soll and Schleiff, 2004). La biogenése des protéines Toc75 semble différer.
Contrairement a Toc75-Ill, Toc75-V suivrait la méme voie d’importation vers le chloroplaste que les
autres OMPs. Cette voie impliquerait un import vers |'espace intermembranaire suivi d’'une insertion
en membrane par Toc75-V (Schleiff and Becker, 2011). Les domaines POTRA des protéines Toc75 ne
sont pas orientés vers |'espace intermembranaire comme c’est le cas chez la mitochondrie mais vers
le cytosol. Les implications mécanistiques de cette orientation restent a élucider (Sommer et al.,

2011).

3.2.6. Complexe BAM

Chez les bactéries a Gram-négatif, apres la traversée du périplasme les OMPs, dont les TpsB, vont
étre repliées et intégrées a la membrane externe. Les mécanismes impliqués sont encore peu connus
mais il est certain que I'assemblage in vivo des OMPs dépend du complexe BAM (Voulhoux et al.,
2003; Gentle et al., 2004; Wu et al., 2005; Arnold et al., 2010; Haarmann et al., 2010). Chez E. coli, le
complexe BAM comprend la protéine de membrane externe en tonneau B BamA (anciennement
dénommée YaeT chez E.coli et dénommée Omp85 chez Neisseria meningitidis) et quatre
lipoprotéines BamBCDE (anciennement dénommées Yfgl, NlpB, YfiO et SmpA respectivement) (Wu

et al., 2005; Sklar, Wu, Gronenberg, et al., 2007; Kim et al., 2007).

BamA et BamD sont essentielles pour la croissance et trés conservées au sein des bactéries a Gram-
négatif (Wu et al., 2005; Malinverni et al., 2006). Les lipoprotéines BamB, BamC et BamE ne sont pas
essentielles mais leurs délétions impliquent un défaut modéré dans I'assemblage des OMPs (Ruiz et

al., 2005; Wu et al., 2005; Malinverni et al., 2006; Sklar, Wu, Gronenberg, et al., 2007). In vitro, les
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lipoprotéines BamB et BamD sont capables de se lier a du substrat non replié. BamB et BamD sont
également capables de se lier a la protéine BamA non repliée ce qui faciliterait son assemblage

(Hagan et al., 2013).

La protéine BamA est constituée d’'un domaine C-terminal en tonneau B a 16 brins B
transmembranaires et d’'un domaine périplasmique comprenant cing domaines POTRA. Les
lipoprotéines BamB et BamD sont en association directe avec un ou plusieurs des domaines POTRA
de BamA (Kim et al., 2007) tandis que BamC et BamE sont indirectement liées a BamA via leur
interaction avec BamD (Figure 19-B) (Malinverni et al., 2006; Sklar, Wu, Gronenberg, et al., 2007). Les
domaines POTRA 1 et 2 ne sont pas indispensables au fonctionnement du complexe BAM

contrairement aux domaines POTRA 3 a 5 (Kim et al., 2007).

Le fonctionnement exact de BamA dans I'assemblage des OMPs reste a élucider. Toutefois,
I'interaction entre les domaines POTRA de BamA et ses substrats se réaliserait par B-augmentation
(Kim et al., 2007). Ce type d’interaction consiste en I'ajout d’un brin B, ici issu du peptide d’'une OMP,
a un feuillet B existant comme ceux des domaines POTRA (Harrison, 1996). En 2007, la premiere
structure de domaines POTRA de BamA d’E. coli est publiée. Il s’agit des domaines POTRA 1 a 4 et des
8 premiers résidus du POTRAGS. La structure secondaire de ces domaines s’ordonne en B-a-a-B-B (Kim
et al., 2007), réfutant une prédiction antérieure (Sanchez-Pulido et al., 2003). Les premier et second
brins B forment les bords du feuillet et le troisieme brin B est pris en sandwich entre eux. (Kim et al.,
2007). D’autres publications de structure de domaines POTRA de BamA suivirent : les POTRA 1 et 2
de BamA d’E. coli (Knowles et al., 2008), les POTRA 1 a 4 et quelques résidus du POTRA 5 de BamA
d’E. coli (Gatzeva-Topalova et al, 2008), les trois domaines POTRA de BamA de
Thermosynechococcus elongatus (Arnold et al., 2010), les trois domaines POTRA de BamA de la
cyanobactérie Anabaena sp. (Koenig et al., 2010) et les domaines POTRA 4 et 5 de BamA d’E. coli
(Zzhang et al., 2011).

La comparaison des deux structures des domaines POTRA 1 a 4 de BamA d’E. coli (Kim et al., 2007;
Gatzeva-Topalova et al., 2008) montre qu’individuellement les domaines POTRA, hormis les POTRA 3,
se superposent bien. La valeur du RMSD" se situe pour ces POTRA dans une fourchette de 0,6 3 0,8 A.
D’une vue d’ensemble par contre, la structure de Kim et de ses collaborateurs est plus compacte.
Cette différence s’explique par I'angle trés différent au sein de ces deux structures entre les POTRA2

et 3 (Figure 20) (Gatzeva-Topalova et al., 2008).

1 .. s . s, .. ey s

RMSD, root-mean-square-deviation, est une mesure permettant de décrire le degré de similarité entre deux
protéines et équivaut a la mesure de la distance moyenne entre les atomes de carbone-a correspondants de
deux protéines superposées.
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Figure 20. Structure des domaines POTRA 1 a 4 de BamA d’E. coli. Représentation en ruban des structures des domaines
POTRA 1 a 4 (numérotés P1 a P4) et des premiers résidus du POTRA 5 (P5). Les extrémités N- et C-terminale sont annotées.
(A) La structure obtenue par Kim et al. (code PDB : 2QCZ) et (B) celle obtenue par Gatzeva-Topalova et al. (code PDB : 3EFC)
(Kim et al., 2007; Gatzeva-Topalova et al., 2008).

Dans ces deux structures, le feuillet B du POTRA 3 interagit par B-augmentation avec le brin  du
POTRA 5 d’une seconde molécule de BamA malgré des conditions de cristallisation différentes. Cette
interaction est paralléle dans un cas (Kim et al., 2007) et antiparallele dans I'autre (Gatzeva-Topalova
et al., 2008) (Figure 21). Une interaction de B-augmentation parallele a également été observée dans

des cristaux de domaines POTRA de BamA de la cyanobactérie Anabaena sp. (Koenig et al., 2010).

A B
N L ,_.J .
{f
4

Figure 21. Interaction par B-augmentation au sein de structures de domaines POTRA de BamA d’E. coli. (A) B-
augmentation paralléle entre le feuillet B du POTRA 3 et le brin B du POTRA 5 d’une seconde molécule POTRA 1-4 du cristal
(Kim et al., 2007). (B) B-augmentation antiparalléle entre le feuillet B du POTRA 3 et du brin B du POTRA 5 d’une autre
molécule POTRA 1-4 du cristal (Gatzeva-Topalova et al., 2008). C, extrémité C-terminale ; P3, POTRA3 ; P5, POTRAGS.
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Ces observations appuient I'hypothése selon laquelle BamA interagirait avec les brins B
amphipatiques des OMPs par B-augmentation (Kim et al.,, 2007; Gatzeva-Topalova et al., 2008;
Koenig et al., 2010).

Contrairement a BamA, a Sam50, a Toc75-lll et a Toc75-V, les protéines TpsB ne sont pas essentielles
et ne font pas partie de grands complexes protéiques. Deés lors, les protéines TpsB semblent étre a
priori des modeéles simples idéaux pour déchiffrer les principes essentiels régissant la superfamille

des BamA/TpsB (Jacob-Dubuisson et al., 2009).
3.2.7. Mécanisme(s) de sécrétion des systemes TPS

Malgré les connaissances structurales et fonctionnelles, il subsiste des zones d’ombre concernant le

mécanisme de sécrétion des systemes TPS.
3.2.7.1. Interaction TpsA/TpsB

Dans le cas de BamA il a été suggéré que les domaines POTRA interagissent avec leur substrat par B-
augmentation (Kim et al., 2007; Gatzeva-Topalova et al., 2008; Koenig et al., 2010). Les protéines
TpsB et BamA ont en commun d’avoir des substrats riches en brins B amphipatiques. D’ou
I’hypothese que les protéines TpsB interagissent avec leur TpsA par B-augmentation. Dans le cas de
systéme FHA/FhaC, il existe un sillon hydrophobe au sein de chacun des domaines POTRA (Figure 22).
Dans le sillon du POTRA2, la double mutation des résidus hydrophobes V169 et 1176 de I’hélice H4 en
résidus moins hydrophobes abolit I'interaction entre le TpsA et le TpsB ainsi que la sécrétion du TpsA.
Or, les chaines latérales de ces deux résidus sont significativement exposées a la surface les rendant
potentiellement disponibles pour interagir avec les brins B amphipatiques de FHA. Ce résultat appuie
donc I'hypothese de l'interaction par B-augmentation entre le TpsA et son TpsB (Delattre et al.,

2011).

29

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Stéphanie Baelen, Lille 1, 2013
INTRODUCTION

POTRA2

POTRA2

Figure 22. Sillons hydrophobes au sein des domaines POTRA de FhaC (vue depuis le périplasme). (A) Représentation en
ruban et en batonnet. (B) Représentation de la surface des domaines POTRA. Le POTRA1 (en bleu) et le POTRA2 (en violet)
comprennent chacun un sillon hydrophobe. Les résidus impliqués dans ces sillons sont représentés en vert ou jaune et sous
forme de batonnet en (A). La double mutation des résidus V169 et 1176 (en jaune) abolit I'interaction entre FhaC et FHA
ainsi que la sécrétion de FHA. lllustration inspirée de (Delattre et al., 2011)

3.2.7.2. Translocation de la protéine TpsA au travers du TpsB

Comme mentionné au point 3.2.4 pour le modele de FhaC, le canal formé par le tonneau B est
obstrué par I'hélice a H1 et la boucle L6 (Clantin et al., 2007). L’hélice a H1 n’est pas indispensable a
la fonction de sécrétion de FHA et la délétion de cette hélice n’affecte pas les propriétés de canal de
FhaC (Guédin et al., 2000; Méli et al., 2006). Par ailleurs, I’hélice a H1 a pu étre détectée dans le
périplasme (J. Guérin, données non publiées). La boucle L6 est essentielle a la fonction de sécrétion
(Clantin et al., 2007). Un site de clivage protéase-spécifique inséré dans la boucle L6 de FhaC (apres le
résidu S462) est rendu accessible depuis la surface bactérienne lorsque FHA est coproduit avec FhaC
(Guédin et al., 2000). L’hypothése qui en a découlé est que I’hélice a H1 et la boucle L6 serviraient de
bouchon lorsque FhaC est au repos. En présence du substrat FHA, I’'hélice a H1 sortirait du pore et la
boucle L6 changerait de conformation, la rendant plus accessible, de sorte que le diametre du pore

soit suffisant pour permettre le passage de FHA en conformation étendue (Clantin et al., 2007).
3.2.7.3. Modeéles linéaire et en hairpin

L'orientation dans laquelle le TpsA sort du TpsB est encore sujette a question. Deux mécanismes
compatibles avec le diametre du pore du TpsB s’opposent: le modéle linéaire et le modele en

hairpin.
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La position N-terminale du domaine TPS du TpsA lui assure d’émerger le premier de la machinerie
Sec dans le périplasme. Il est donc dans une position favorable pour interagir avec son partenaire
membranaire. Le modele linéaire de la sécrétion du TpsA par le TpsB propose que le domaine TPS
conservé soit le premier a émerger du TpsB et que le repliement de ce domaine a la surface
bactérienne serve de base au repliement progressif de I'hélice B du TpsA (Figure 23) (Jacob-

Dubuisson et al., 2004; Henderson et al., 2004; Thanassi et al., 2005).

Modéle linéaire

Figure 23. Modéle linéaire de la sécrétion du TpsA par son TpsB. De gauche a droite, le domaine TPS du TpsA interagit avec
les domaines POTRA du TpsB. Le domaine TPS émerge le premier a la surface bactérienne et son repliement sert de base au
repliement progressif du TpsA qui est ensuite relaché dans le milieu extracellulaire. ME, membrane externe ; P, périplasme ;
N, extrémité N-terminale ; C, extrémité C-terminale.

Un autre modeéle de mécanisme de sécrétion a été proposé, le modeéle en hairpin proposé pour le
systeme FHA/FhaC (Mazar and Cotter, 2006). Ce modeéle se base sur des expérimentations de
détection des extrémités N-terminale et C-terminale au cours de la sécrétion par reconnaissance
antigénique. Les résultats indiqueraient que I'extrémité C-terminale de FHA serait exposée a la
surface bactérienne et non I'extrémité N-terminale (Mazar and Cotter, 2006). Dans ce modele, le
domaine TPS du TpsA interagit avec les domaines POTRA du TpsB et cette interaction est maintenue
jusgu’au terme de la translocation. La protéine TpsA forme une hairpin dans sa partie la plus N-
terminale en aval du domaine TPS pour s’engager dans le pore. Le repliement de I'hélice B est
progressif et débute par la partie la plus N-terminale en aval du domaine TPS jusqu’a I'extrémité C-
terminale. Une fois I'extrémité C-terminale du TpsA repliée, le domaine TPS sort a son tour du pore

et se replie, relachant ainsi le TpsA dans le milieu extracellulaire (Figure 24).
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Modeéle en hairpin

Domaine TPS

TpsA

Figure 24. Modeéle en hairpin de la sécrétion du TpsA par son TpsB. De gauche a droite, le domaine TPS du TpsA interagit
avec les domaines POTRA du TpsB. Le domaine TPS est maintenu de la sorte jusqu’a la fin de la translocation. La partie la
plus N-terminale de la protéine TpsA en aval du domaine TPS émerge du pore en formant une hairpin et initie le repliement
de I'hélice B. Une fois I'extrémité C-terminale repliée, la partie N-terminale de la protéine y compris le domaine TPS du TpsA
traverse a son tour le pore et se replie relachant la protéine TpsA mature dans le milieu extracellulaire. ME, membrane
externe ; P, périplasme ; N, extrémité N-terminale ; C, extrémité C-terminale.

Ces deux modeles permettent d’expliquer comment des protéines aussi longues que les TpsA
peuvent étre transportées au travers de la membrane externe en I'absence de source d’énergie.
L'énergie nécessaire a la sécrétion du TpsA serait fournie par le repliement progressif de cette

protéine a la surface de la bactérie.

Toutefois, plusieurs arguments tendent a contredire le modeéle en hairpin. Il a notamment été
montré via des mesures en temps réel de RPS (résonance plasmonique de surface) que le taux
d’association et de dissociation entre le domaine TPS de FHA et la partie N-terminale de FhaC semble
étre tres rapide (Kp ou constante d’équilibre de dissociation de 3,9 + 0,5 uM) (Delattre et al., 2011).
L'interaction entre le domaine TPS et les domaines POTRA est donc tres dynamique ce qui rend peu
probable que cette interaction soit maintenue tout au long de la sécrétion. Aussi, dans le modele en
hairpin, la partie du TpsA située entre la sortie du pore et la zone de repliement le long de I'hélice B
en formation est sous forme étirée dans le milieu extracellulaire ce qui la rendrait vulnérable face
aux protéases. De plus, le modele en hairpin est difficilement conciliable avec le mode de sécrétion
du systtme HMW1A/HMW1B. Dans ce systeme, le domaine N-terminal du TpsA, HMW1A-PP, est
naturellement clivé du reste de la protéine en cours de sécrétion et relaché dans le milieu
extracellulaire. La protéine mature est maintenue dans le pore de HMW1B par son extrémité C-

terminale comprenant un pont disulfure (Figure 25) (Buscher et al., 2006; St Geme and Yeo, 2009).
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Modeéle de sécrétion de HMW1A
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Figure 25. Modéle du mécanisme de sécrétion de HMW1A par HMW1B. De gauche a droite, le domaine TPS compris dans
la propiece de HMW1A (HMW1A-PP) interagit avec les domaines POTRA de HMW1B. L’extrémité N-terminale de HMW1A
(HMW1A-PP) émerge la premiere a la surface bactérienne et son repliement sert de base au repliement progressif du TpsA.
En cours de sécrétion, HMW1A-PP est clivée du reste de la protéine et relachée dans le milieu extracellulaire. La protéine
HMW 1A mature reste ancrée dans le pore de HMW1B par son extrémité C-terminale comportant un pont disulfure. ME,
membrane externe ; P, périplasme ; N, extrémité N-terminale ; C, extrémité C-terminale ; S-S, pont disulfure.

Tenant compte de ces arguments, le modele linéaire semble étre le mécanisme de translocation le
plus plausible. Toutefois, aucun des deux modeles n’a pu a ce jour étre validé ou invalidé (Hodak and

Jacob-Dubuisson, 2007).

Il nest pas exclu qu’entre les deux sous-familles de systéme TPS, il y ait des différences dans le
mécanisme de sécrétion. On suspecte que les systémes TPS de la sous-famille FHA/FhaC
fonctionnent suivant le modele en hairpin et que ceux de la sous-famille HMW1A/HMW1B
fonctionnent suivant le modele linéaire. Sur ce constat, il serait intéressant d’étudier d’un point de
vue structural un systéme TPS de cette seconde sous-famille. C’est la raison pour laquelle des essais
de production de divers TpsB de cette sous-famille ont été mis en ceuvre au sein de notre
laboratoire. Des premiers résultats concluants ont été obtenus pour la protéine HxuB et par

conséquent, I'étude du systéme TPS HxuA/HxuB a été engagée.
4. Systeme TPS HxuA/HxuB

Le systéme TPS HxuA/HxuB appartient a la seconde sous-famille de systémes TPS, la sous-famille

HMW1A/HMW1B. HxuA et HxuB sont des composantes d’un systéme d’acquisition de I’"héme de
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Haemophilus influenzae dans lequel intervient une troisieme protéine, HxuC, protéine réceptrice de

I’'héme (Cope et al., 1995; Cope et al., 1998).
4.1. Haemophilus influenzae

Haemophilus influenzae est une bactérie a Gram-négatif qui existe sous forme encapsulée et non-
capsulée. Les souches encapsulées sont classifiées en six sérotypes, de a a f, sur base de leur capsule
polysaccharidique (Pittman, 1931). Le sérotype b de H. influenzae (Hib) a été identifié comme la
principale souche encapsulée a l'origine des infections par cette bactérie. La vaccination contre Hib a
débuté dans les années 1970 (Rodrigues et al., 1971; Anderson et al., 1972). Les vaccins a I'encontre
de cette souche ont bien évolué depuis et ont fortement réduit les cas infectieux dus a celle-ci.

Cependant ces vaccins n’ont pas d’effet sur les formes non encapsulées de H. influenzae.

Les souches non encapsulées de Haemophilus influenzae ou Nontypeable Haemophilus influenzae
(NTHi) sont des coccobacilles. Elles sont communément présentes dans les voies respiratoires
supérieures chez 'homme et sont a l'origine de diverses infections chez les enfants et chez les

adultes.

Chez les adultes, NHTi est principalement a I'origine d’infections des voies respiratoires surtout chez
les personnes dont le systeme immunitaire muqueux est déja affaibli par une broncho-
pneumopathie chronique obstructive ou une mucoviscidose (Murphy and Sethi, 1992; St Geme,
1993; Murphy et al., 2004). Les infections provoquées par NTHi chez les enfants sont I'otite
moyenne, la sinusite, la conjonctivite et la pneumonie. Les bactériémies et méningites, plus rares,

apparaissent chez les nouveau-nés et les personnes immunodéficientes.

Les bactéries NTHi expriment a leur surface de nombreuses adhésines. Ces dernieres sont spécifiques
a la variété de types cellulaires retrouvés dans les voies respiratoires de I'"homme. Parmi ces
adhésines, on retrouve la protéine TpsA HMW1A (St Geme et al., 1993; Gilsdorf et al., 1996;
Barenkamp and St Geme, 1996:1996; St Geme et al., 1998; St Geme, 2002; Swords et al., 2002; Fink
et al., 2003; Avadhanula et al., 2006).

4.2. Le systeme HxuCBA

Les bactéries ont besoin d’'un apport en fer pour divers processus métaboliques. Chez I’homme,
I’h6te exclusif de Haemophilus influenzae, 1a plupart du fer est intracellulaire ou il est lié a la ferritine
ou sous forme de composant contenant de I’'heme. La plupart du fer extracellulaire est lié a la

transferrine.
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Les complexes protoporphyrine-fer, autrement dit I’'heme, sont des groupes prosthétiques des
protéines requis pour le transport d’électrons et la détoxification de dérivés oxygene. H. influenzae a
acquis des mécanismes d’acquisition du fer comme de nombreuses autres bactéries pathogenes
(Pidcock et al., 1988). Toutefois, H. influenzae est une des rares bactéries anaérobiques facultatives
dont la voie de synthése de I'héme est incompléte (White and Granick, 1963; Panek and O’Brian,
2002). Par conséquent, H. influenzae a également di développer des mécanismes d’acquisition de
I’'heme. Chez ’lhomme, I’'héme circule sous forme de complexe héme-protéine (Muller-Eberhard and
Nikkila, 1989). Ainsi, I'hneme est fortement lié a l'albumine et I’'hémopexine, deux protéines
abondantes dans le sérum (Hrkal et al., 1974; Koskelo and Muller-Eberhard, 1977). L’'heme
extracellulaire est aussi présent dans I’hémoglobine qui se lie fortement a I’'haptoglobine (Arcoleo
and Greer, 1982). In vitro, H. influenzae est capable d’utiliser ces différentes sources d’heme (Stull,

1987).

Le systeme HxuCBA, dont les composantes HxuA et HxuB sont les sujets d’étude de cette thése,
permet a H. influenzae d’acquérir de I'héme issu du complexe héme-hémopexine qui est présent

dans le plasma et dans tous les fluides corporels (Hanson et al., 1992; Cope et al., 1995).

Le systéme HxuCBA (Hxu pour haemopexin utilization) a été découvert pour la premiere fois en 1992
dans une souche de Haemophilus influenzae de type b (Hib) (Hanson et al., 1992) et s’est avéré étre
présent dans toutes les souches de H. influenzae testées (Cope et al., 1995; Wong et al., 1995). Ce
systéme est composé de trois protéines, HxuA, HxuB et HxuC, dont les genes sont encodés en opéron

(Figure 26).

----- —  hxuC hxuB hxuA -

Figure 26. Représentation de I’opéron des trois génes hxuC, hxuB et hxuA. |

HxuC est une protéine de la membrane externe de 78 kDa, TonB-dépendante, qui serait impliquée
dans I'utilisation par H. influenzae de I’"héme libre présent en trés faible quantité (Cope et al., 1995).
HxuC permettrait également a H. influenzae d’utiliser I'hémoglobine comme source d’héme lorsque
les trois protéines de membrane externe HgbA, HgbB et HgbC, liant ’'hémoglobine et le complexe

hémoglobine-haptoglobine, sont délétées (Cope et al., 2001).

Les protéines HxuA et HxuB constituent le systéme de sécrétion a deux partenaires dont I'étude
structurale est I'objet de cette thése. HxuB est une protéine TpsB de 60 kDa. Elle comprend un

domaine périplasmique N-terminal constitué de deux domaines POTRA et un domaine en tonneau B
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inséré dans la membrane externe de la bactérie (Figure 27). HxuB a pour fonction de permettre la

translocation de son partenaire spécifique, HxuA, vers le milieu extracellulaire (Cope et al., 1995).

FhaC
HxuB

FhaC
HxuB

FhaC
HxuB

FhaC
HxuB

FhaC
HxuB

FhaC
HxuB

FhaC
HxuB

FhaC
HxuB

FhaC
HxuB

FhaC
HxuB

Hélice a H1
QAQLLPGARDLNRIDDRORKEQLQRDIERALTRE PVELNPQSEAAA PARKPDAT SGH
—————————— LDRPDTGSLNRE LEQRQIQSEAKP SGELFNQTANSPYTAQYKQGLKE

POTRAL

VHAVDLDFGVEGRLFDPAPLVQDYILNRPLDNEQLFLLVKALSAALYDRGYATSIVTEVPE
QVQILDENNQEVVTDELAHILKNYVGKEVSLSDLSNLANE ISEFYRHNNY LVAKATLPPQ)

POTRA2

GVVDGVLKLEKVEWQRIKGWLIDGKPLEGTRDRMMVE SAMPGWQDEKVLNVEFDIDQATYNTN|
EIEQGTVKILLLKGNVGE IRLOQNHSALSNKFVSRLSNTTVNASEFILKDELEKFALTIND

Tonneau B

NGGKTGNITIVPADEYGY SY LDLQLORRATLPRVSLGMDNS GPGT PENGRY KYNASVTAND
VPGVNAGLOLSAGKKVGEANLLIKINDAKRFSSYVSVDNQG—-NKYTGRY RLAAGTEKVSN

LLGLNDTLGLYIGNRY YRDAGHDAERNYDLMY SVPLG-——-RTRLDLOTGYSTYRNLLETRY
LNGWGDELKLDLMS ————— SNOQANLKNARIDY SSLIDGYSTREGVIANYLDYK—-—LGGNE

GOYQSAGNSRSFGLEKATRLLYRDTRSQFSVYGGLKLRONKENY LAGTRLDVSSKHYSDVT -
KSLOSQGHSHTLGAYLLHPT IRTPNFRLSTKVSEFNHONLTDEQQAVYVKQKRKINSLTAG

VGMQYSTQRGANAY FGDLSFTRGVG——VNNGKYAAY DERGPQGNVSREFNGSLAWTRYMAL
IDGSWNLIKDGTTYFSLSTLFGNLANQT SEKKQY TKEDFQPQSHFTVYNYRLSHEQILPK

Motif 3

AGOPIQWASQLGFQYIRQQLINSYQITVGDEY TVRGYNLRTSQSGDSGVY LSNTLTVPVQ
S———FAFNIGINGQFADKTLES SQKMLLGGLSGVRGHQAGAASVDEGHLIQTEFKHYLEV

FSLLGKQASVAPFVGADVGALKSNHPDA-——-RTIRMAGLAAGVRFDLP-YARMSFTYSKP
FSQSVLVSSLEYDYGLGKYYENSQFLEKGVENSVKLQSVGAGLSLSDAGSYATNVSVAKPE

VGAQPGGAPRAPVWLY INAGLSF

LDNNINNADKHQFWLSMIKT F—
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Figure 27. Alignement des séquences protéiques de FhaC et HxuB. Sur base de la structure cristallographique de FhaC et
de prédiction de domaine pour HxuB (Zdobnov and Apweiler, 2001), les domaines suivants sont présentés : 'hélice a H1,
les domaines POTRA 1 et 2 et le domaine C-terminal en tonneau B comprenant le motif 3 conservé et sa tétrade VRGY/F
(VRGH, pour HxuB).

La protéine HxuA comprend le domaine TPS a son extrémité N-terminale, domaine conservé parmi

les protéines TpsA, qui permettrait I'interaction avec les domaines POTRA de HxuB. Le domaine C-

terminal de HxuA lui est spécifique et est impliqué dans sa fonction effectrice de libération de I’'héme

(Fournier et al., 2011).

HxuA, tout comme HMW1A, comprend deux cystéines a son extrémité C-terminale qui forment

probablement un pont disulfure. Ces cystéines sont responsables de I'ancrage de HxuA a la surface

bactérienne (Fournier et al., 2011). Toutefois, au sein de certaines souches de H. influenzae, la
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protéine HxuA est totalement ou partiellement relachée dans le milieu extracellulaire (Wong et al.,

1995; Fournier et al., 2011).

HxuA a une faible affinité pour I’héme (Fournier et al., 2011) et une forte affinité pour 'hémopexine
(Wong et al., 1994; Wong et al., 1995) que ce soit pour I'apo-hémopexine ou le complexe heme-
hémopexine (Fournier et al., 2011). Cette interaction entre HxuA et I'hémopexine aurait pour effet
soit la libération de I’'héme a proximité d’un récepteur a heme tel que HxuC soit une diminution de
I’affinité entre I’'hémopexine et ’héme rendant ce dernier plus disponible pour la bactérie. On sait
qgue le complexe heme-hémopexine est rapidement soustrait au systéme sanguin et que les affinités
de HxuA pour apo-hémopexine et le complexe heme-hémopexine sont d’ordre similaire. Il est donc
possible que I'activité principale de HxuA soit de maintenir ’'hémopexine sous une forme inactive

rendant I’'heme plus disponible (Figure 28) (Fournier et al., 2011).

Modélisation du systéme HXuCBA

Héme/

Figure 28. Modélisation du systéme HxuCBA. La protéine HxuB sécrete son partenaire spécifique HxuA qui reste ancré dans
le pore grace a son extrémité C-terminale comportant un pont disulfure. HxuA interagit fortement avec I'apo-hémopexine
(non représentée) ou le complexe héme-hémopexine. Cette interaction, dont le mécanisme exact reste a élucider, rend
I’'hnéme plus disponible pour HxuC, un transporteur de I’héme, ou pour tout autre récepteur a ’heme. ME, membrane
externe ; P, périplasme ; N, extrémité N-terminale ; C, extrémité C-terminale ; S-S, pont disulfure.

Préalablement a mes travaux de thése, la protéine HxuB a pu étre produite en membrane externe de
la bactérie Escherichia coli, extraite et purifiée. Un premier cristal de la protéine HxuB sans tag a été
obtenu dans les conditions suivantes : 20mM tampon sodium phosphate pH 7,0, 1% B-OG, 500 mM
imidazole pH 6,5 et 22 % PEG 1000. Un jeu de données de diffraction aux rayons X a 4 A de résolution

a été collecté. Mais le probleme des phases n’a pu étre résolu par remplacement moléculaire a partir
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de la structure de FhaC. C'est sur cette base que j'ai procédé a la suite des travaux sur HxuB et

entamé ceux concernant son partenaire spécifique HxuA.
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L’objectif de ma thése est de réaliser I'étude structurale du systéme TPS HxuA/HxuB appartenant a la
sous-famille HMW1A/HMW1B. A cette fin, les partenaires HxuA et HxuB sont produits en grande

quantité dans E. coli, purifiés et testés en cristallogenese.

Sur base des résultats de I'étude structurale et apres analyse comparative avec les autres structures
de protéines TPS disponibles, le systeme HxuA/HxuB sera croisé avec le systeme HMW1A/HMW1B

dans le but d’étudier la spécificité du systeme TPS au sein de cette sous-famille.

Enfin, une étude fonctionnelle du mécanisme de sécrétion du systéme HxuA/HxuB sera réalisée par

mutageneése dirigée.
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1. Etude structurale de la protéine HxuA

1.1. Production de la protéine HxuA

Dans le cadre de l'étude structurale de la protéine TpsA HxuA, le systéme HxuA/HxuB de
Haemophilus influenzae a été recréé chez Escherichia coli (souche BL21(DE3)omp5). Ce systéme
permet la production du TpsA dans le surnageant de culture. Les constructions de HxuA et HxuB
requierent la présence d’un peptide signal afin de traverser la membrane interne via le systeme de
translocation Sec. Pour toutes les constructions qui seront décrites, le peptide signal de la protéine

OmpA d’E. coli a été utilisé.

Plusieurs constructions ont été envisagées pour HxuA. La premiére construction mise en ceuvre vise a
produire la protéine HxuA entiére de 882 résidus (Figure 29). Les clones obtenus présentaient
systématiquement une mutation « stop » au sein de la séquence codante de HxuA. La protéine HxuA

entiére n’a donc pas pu étre produite.

Deux autres constructions contenant les 373 et 301 premiers résidus de HxuA ont été élaborées
respectivement sur base des structures résolues des domaines TPS de HMW1A et FHA, HMW1A-PP
et Fha30 (Figure 29) (Clantin et al., 2004; Yeo et al., 2007).

1 882
HxuA entiere =~ PS
1 373
HxuA373 PS
1 301
HxuA301 PS

Figure 29. Schéma des différentes constructions envisagées pour la protéine HxuA. HxuA373 et HxuA301 sont de taille
équivalente a HMW1A-PP (Yeo et al., 2007) et Fha30 (Clantin et al., 2004) respectivement. Les numéros indiqués
correspondent au nombre de résidus. PS, peptide signal de la protéine OmpA d’E. coli.

Afin de faciliter la purification des protéines HxuA373 et HxuA301, leurs constructions comprennent

un tag poly-histidine (7his) a I'extrémité 5’.

L’expression des protéines HxuA301-7his et HxuA373-7his est induite par I'addition de 1mM d’IPTG
(isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) dans le milieu de culture lorsque la densité optique atteint
0,6 (A=600nm). Ces protéines sont produites en culture d’un litre induite durant trois heures. Les
surnageants de culture contenant HxuA301-7his ou HxuA373-7his sont récupérés apres

centrifugation.
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1.2. Purification de la protéine HxuA

Avant d’étre chargés sur une colonne de chromatographie d’affinité (HisTrap FF Crude), de
I'imidazole a pH 6,5 est ajouté au surnageant de culture de sorte a atteindre 20 mM d’imidazole de
méme qu’un cocktail d’inhibiteurs de protéases est ajouté au surnageant. L’élution des protéines

HxuA301-7his et HxuA373-7his est réalisée avec 1M d’imidazole a pH 6,5 (Figure 30).

Un litre de culture permet d’obtenir 2 mg de protéine HxuA301-7his pure.

=t =3}
— - [¥=] —
— . — ©
Ech FT 2 & & g
~100kDa —— fe
~70kDa —— g
~55 kDa ——
~40kDa — &
*35kDa — “-‘4— HxuA301-7his
~25 kDa —— (33 kDa)
-

ier

Figure 30. Gel d’électrophorése (SDS-PAGE) aprés purification sur colonne d’affinité pour HxuA301-7his (33 kDa). 1
puits : marqueur de poids moléculaire. 2°°™ puits : surnageant de culture (15ul). 3™ puits : flow-through (15ul). Du 4™
au dernier puits : différentes fractions de purification groupées en fonction des concentrations en protéines (3ul).

1.3. Cristallisation de la protéine HxuA

Aprés élution, I'éluat est dialysé contre une solution de 20mM imidazole a pH®6,5.

Des essais de cristallogenése ont été réalisés sur différents échantillons de HxuA en goutte
suspendue en mélangeant 1ul de solution protéique et 1ul de solution de cristallogenése (voir

Matériels et méthodes).

Dans le cas de HxuA301-7his, plusieurs conditions de cristallogenese ont été testées. Dans un
premier temps, le kit Cryo suite (Qiagen), comprenant 96 conditions, a été testé sur plusieurs

échantillons de HxuA301-7his de concentration protéique variant entre 1 et 3,45 mg/ml.

Dans une des conditions du kit Cryo suite sont apparues des sphérulites soit des ensembles quasi-
cristallins qui constituent une piste a approfondir (Figure 31-A). Cette condition est la suivante :
0,085M tampon HEPES a pH 7,5, 8,5% (v/v) d’isopropanol, 15% (v/v) de glycérol et 17% (w/v) de PEG

4000 (PEG, polyéthylene glycol). Des essais d’optimisation de cette condition ont été réalisés en
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faisant varier la concentration en PEG 4000 de 6 a 20%. Ces essais ont permis d’obtenir des

sphérulites plus grandes mais pas de cristaux (Figure 31-B).

Optimisation

Cal

Figure 31. Sphérulites obtenues avec la protéine HxuA301-7his en goutte suspendue. L’échantillon de HxuA301-7his est a
une concentration de 3,45 mg/ml en tampon 20mM imidazole a pH 6,5 (A) Condition de cristallogenése avant
optimisation : 0,085M tampon HEPES a pH 7,5, 8,5% (v/v) d’isopropanol, 15% (v/v) de glycérol et 17% (w/v) de PEG 4000.
(B) Condition de cristallogenése aprés optimisation : 0,085M tampon HEPES a pH 7,5, 8,5% (v/v) d’isopropanol, 15% (v/v) de
glycérol et 14% (w/v) de PEG 4000.

En sortie de colonne de chromatographie, I’échantillon de protéine HxuA301-7his est en tampon 1M
imidazole a pH 6,5. Des essais de cristallogenese avec le kit Cryo suite ont été réalisés a partir de ces
échantillons de HxuA301-7his en sortie de colonne (1,6 mg/ml) et d’échantillons de HxuA301-7his

mis a 200 mM d’imidazole a pH 6,5 par dialyse (1,7 mg/ml).

Aprés trois heures d’incubation, des micro-cristaux sont apparus pour une condition du kit que ce
soit avec 1M ou 200 mM d’imidazole a pH 6,5. Cette condition est la suivante : 0,095M tri sodium
citrate pH 5,6, 19% (v/v) isopropanol, 5% (v/v) glycérol et 19% (w/v) PEG 4000. Les micro-cristaux
obtenus avec 1M d’imidazole étant de meilleure qualité, cette concentration a été choisie pour
I’optimisation des conditions de cristallogenése. Pour optimiser cette condition, nous avons choisi de
varier la concentration en protéine de 1 a 2,8 mg/ml, de varier la concentration en PEG 4000 de O a
23%, de varier la concentration en isopropanol de 0 a 30% et de varier la concentration en glycérol

de 0a 15%.

Aprés optimisation, la condition qui a permis I'obtention des cristaux de meilleure qualité est 0,095M
tri sodium citrate pH 5,6, 19% (v/v) d’isopropanol, 5% (v/v) de glycérol et 12% (w/v) de PEG 4000

(Figure 32). Les mesures de diffraction de ces cristaux sont présentées dans le point suivant.
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Figure 32. Cristal de la protéine HxuA301-7his obtenu en goutte suspendue. Condition de cristallisation avec une protéine
a 2mg/ml en 1M imidazole a pH 6,5 : 0,095M tri sodium citrate pH 5,6, 19% (v/v) isopropanol, 5% (v/v) glycérol et 12%
(w/v) PEG 4000.

Sur base des résultats obtenus pour HxuA301-7his, les premiers essais de cristallogenése pour la
protéine HxuA373-7his (2,8 a 6 mg/ml) ont été réalisés avec les conditions suivantes : 1M imidazole a
pH 6,5 (issu de la solution protéique), 0,095M tri sodium citrate pH 5,6, 19% (v/v) d’isopropanol, 5%
(v/v) de glycérol et 1 a 12% (w/v) de PEG 4000. Ces conditions n’ayant pas permis d’obtenir de
cristaux, d’autres essais de cristallogenése ont été entrepris avec le kit Cryo suite (Qiagen), le kit
pHClear suite (Qiagen) et un kit PEG maison. Les cristaux de HxuA373-6his obtenus n’ont pas

diffracté sous I'effet des rayons X.
1.4. Collecte et traitement des données de diffraction

Préalablement a la collecte de données, les cristaux de HxuA301-7his sont trempés dans une solution
cryo-protectrice de 0,095M tri sodium citrate pH 5,6, 19% (v/v) isopropanol, 5% (v/v) glycérol et 19%
(w/v) PEG 4000. Les données de diffraction aux rayons X sont collectées a une température de 100°K.
Un premier jeu de données a 2,04 A de résolution a été collecté sur le diffractométre du laboratoire
équipé d’un générateur de rayons X a anode tournante Bruker—Nonius FR591 et d’un détecteur
Mar345 Image Plate Detector. Un jeu a plus haute résolution a 1,5 A a ensuite été collecté sur la ligne

de lumiére PROXIMA1 du synchrotron SOLEIL (Gif-sur-Yvette, France).

Avec le logiciel XDS (Kabsch, 2010), les données de diffraction aux rayons X sont indexées, intégrées

et mises a I’échelle. Les statistiques des données sont résumées dans la Table 1.
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Table 1. Statistiques de collecte de données et d’affinement de HxuA301-7his. Les valeurs entre parentheses
correspondent a la derniére tranche de résolution (2,04-2,16 A et 1,59-1,50 A). *Les valeurs statistiques du diagramme de
Ramachadran ont été obtenues avec le logiciel Procheck de la suite CCP4 v.6.1.13 (Winn et al., 2011).

Collecte de données

Paramétres de maille (A)

Diffractometre du laboratoire
a=38,79 b=70,58 c=104,49
a=90,00 B=98,09 Y=90,00

Synchrotron SOLEIL
a=38,99 b=70,84 c=104,98
a=90,00 B=98,10 Y=90,00

Groupe d’espace P2 P2,
Générateur de RX/Ligne de lumiére Anode tourna::r;tsegliruker-Nonius PROXIMA1
Longueur d’onde (A) 1,5418 0,98011
Température (K) 100 100
Détecteur Mar345 PILATUS 6M
Distance cristal-détecteur (mm) 174,228 269,631
Degré de rotation par image (°) 1,0 0,2
Temps d’exposition par image (s) 300 0,2
Images collectées 179 1200
Résolution (A) 2,04 (2,16) 1,50 (1,59)
No. réflexions

Observées 129739 (18570) 397746 (62011)

Uniques 35540 (5423) 89861 (14222)
Mosaicité du cristal (°) 0,26 0,20
Complétude (%) 98,3 (94,2) 99,2 (97,8)
Redondance 3,6 (3,4) 4,4 (4,4)
Rmerge (1) (%) 7,3(31,1) 3,6 (27,8)
Rimeas (%) 8,5 (36,6) 4(31,7)
I/ol 15,35 (4,46) 21,75 (4,64)

Affinement | |

Ruork (%) 17,36 15,9
Riree (%) 26,36 21,0
Mean B (A%) 20,3 20,9
No. d’atomes non-H

Protéines 4104 4708

Eau 370 171
R.m.s.d.

Longueurs des liaisons (A) 0,022 0,027

Angles des liaisons (°) 1,871 2,236
Statistiques de Ramachandran*

Préférés (%) 97,5 97,5

Autorisés (%) 1,5 2,5

Défavorables (%) 1,0 0,0

Code PDB 4184

La structure de HxuA301-7his a été déterminée a 1,5 A de résolution avec les données obtenues au

synchrotron. Le probléme des phases a été résolu par remplacement moléculaire en utilisant pour

modele la structure tridimensionnelle de HMW1A-PP (code PDB : 20DL). Le choix du modéle s’est

arrété sur HMW1A-PP car cette protéine a le plus grand pourcentage de similarité de séquence avec

© 2014 Tous droits réservés.
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HxuA301 (66,34%) comparativement a Fha30 (55,24% de similarité) et HpmA265 (57,26% de

similarité).

Le remplacement moléculaire est réalisé a I'aide du logiciel Molrep v.9.2 de la suite CCP4 v.6.1.13
(Winn et al., 2011). Le coefficient de Matthews, calculé avec la suite CCP4, indique la présence de
deux molécules de HxuA301-7his par unité asymétrique et un pourcentage de solvant de 40,8%. Une
premiére reconstruction de la structure de HxuA301-7his est obtenue grace au logiciel ARP/WARP
v.7.1 (Langer et al., 2008) couplé a la suite CCP4. A partir de ce modele et grace au logiciel de
visualisation Coot (Emsley et al., 2010), le placement et I'orientation de chaque résidu placé par
ARP/WARP sont vérifiés manuellement. Les résidus manquants sont ajoutés manuellement. Ces
étapes de construction sont alternées avec des étapes d’affinement du modele réalisées avec le

logiciel REFMACS5 (Murshudov et al., 2011).

Chacun des monomeres comprend une boucle mal définie avec une zone non construite qui s’étend
pour le monomere A du résidu L126 au résidu Q130 et pour le monomere B du résidu K127 au résidu
E134. Le monomeére B est moins bien défini en densité ce qui explique la présence de quatre autres
zones qui n‘ont pu étre construites car non définies en densité : E113 a N118, T181 a S185, E192 a
A195 et G217 a Q220. Cette différence de définition entre les monomeres est en accord avec les
valeurs de B-facteur moyen qui sont de 19,2 A2 pour le monomeére A et de 22,6 A% pour le monomere

B.

Le tag poly-histidine n’est pas visible en densité électronique raison pour laquelle le terme HxuA301

remplacera celui de HxuA301-7his par la suite.
1.5. Structure de la protéine HxuA301

Le domaine TPS de HxuA301 a une structure en hélice-p paralléle main droite constituée de dix tours
d’hélice (Figure 33-A). L’hélice-p comprend trois feuillets-p paralléles dénommés PB1, PB2 et PB3 (PB
pour parallel B-sheet). Chaque tour de I'hélice-B est constitué de trois brins-B appartenant
respectivement a PB1, PB2 et PB3. Une hélice-p est dite main droite ou gauche selon le sens dans
lequel s’enroulent les tours de I’hélice autour de I'axe moléculaire. Les rouleaux-, ou chaque tour
implique deux brins-B (Yoder, Keen, et al., 1993; Baumann et al., 1993; Yoder and Jurnak, 1995), et
les hélices-B appartiennent au groupe topologique des solénoides-B qui comprennent de nombreux

facteurs de virulence, des toxines et des allergénes (Kajava and Steven, 2006).
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_ B14/B15
) B22/23

Figure 33. Représentation en ruban de la structure cristallographique de HxuA301. (A) L'hélice-B est formée par les
feuillets-p paralleles PB1, PB2 et PB3 ainsi que par le motif extra-hélice a quatre brins-p antiparalleles (14, B15, p22 et
B23). Les deux premiers brins, 1 et B2, sont représentés en pourpre. Les extrémités N- et C-terminales sont annotées. (B)
Représentation du dimére non physiologique observé dans le cristal. Les extrémités N- et C-terminales des deux
monomeres sont indiquées.

Les chaines latérales des résidus constituant les brins des feuillets-B sont alternativement orientées
vers l'intérieur et vers I'extérieur de I'hélice-B. Les résidus dont les chaines latérales sont orientées
vers l'intérieur sont majoritairement (3 prés de 85%) aliphatiques ou aromatiques. Par nombre
décroissant les résidus aliphatiques et aromatiques trouvés sont la valine, I'isoleucine, la leucine,
I'alanine, la phénylalanine, le tryptophane et la méthionine. L’agencement des chaines latérales au

sein de I'hélice-B est illustré pour un tour de I’hélice-B dans la figure 34-C.

La plupart (prés de 68%) des tournants-p et des boucles reliant les brins-B comprennent au moins un

résidu glycine caractérisé par un faible encombrement stérique (Figure 34-B).
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PB1 PB3 PB2

RDLPQGSSVVVGEANVSTIGN- KMTIDQKTE- 30
TTQIDWH SFDIGQNK— EVEFKOPDANS 56
VAYNRVTGGN ASQIQG KLTANG 78
KVYLANPN GVIITQGA  E 99
GLFATTKDLERISENGNGNGNKFTRKLKDGQVVKEG — QVINKG KIKAKD 147
FVVLNGD KVINEG 168
KVYLSSGYNFTFTLSDSSISVALEDNAVQS IVQNEG 209
DITLNAKGRNQALDS LVMNNG VLEATKVSNKNG—242
KVVLSAD DVQLNNKS DIKGES 263
EVVETNEPKNK IKITSQTGS — KVTSP— 288
KINFTGKS VNING 301
PB2 PB3

Figure 34. Représentation schématique de la topologie de HxuA301 (A), de sa séquence peptidique (B) et de
’agencement des chaines latérales dans I’hélice-B (C). (A) Les brins-B des feuillets-p paralléles PB1, PB2 et PB3 ainsi que les
autres brins-f sont représentés. (B) Les résidus soulignés ont leur chaine latérale orientée vers l'intérieur de I'hélice-B. Les
glycines impliquées dans les tournants-f ou dans les boucles sont en rouge. Les encadrés bleus mettent en évidence les
résidus impliqués dans les empilements aliphatiques et I'encadré vert met en évidence I'échelle d’asparagines. (C)
Agencement des chaines latérales des résidus V149, L151, V156, N158, 1162 et A164 a I'intérieur de I'hélice-B.

Une des caractéristiques des hélices-B est la présence d’empilements de résidus. Ces empilements

sont définis comme des résidus similaires situés a des positions équivalentes dans les tours d’hélice

adjacents et avec des angles x similaires (Yoder, Lietzke, et al., 1993; Petersen et al., 1997; Jenkins

and Pickersgill, 2001). HxuA301 ne déroge pas a la régle et comprend deux types d’empilement,

I’empilement de résidus aliphatiques et I’échelle d’asparagines (Figure 34-B). Les empilements de

résidus aliphatiques se composent de résidus alanine, valine, leucine, isoleucine et méthionine. Ce

© 2014 Tous droits réservés.
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type d’empilement est le plus représenté dans la protéine HxuA301 ou ils sont au nombre de six
dispersés parmi les trois feuillets-p paralleles. Ces empilements aliphatiques comprennent entre trois
et dix résidus. Celui constitué des dix résidus, situé dans le PB1, s’étend sur toute la longueur du
feuillet-B paralléle. Le second type d’empilement observé pour HxuA301 est un empilement de
résidus polaires qui peut étre composé des résidus asparagine, glutamine, thréonine and sérine.
Dans le cas de HxuA301, I'empilement observé est uniquement composé de quatre résidus
asparagines, N139, N158, N202 et N228 appartenant aux brins 16, 19, 24 et 27 respectivement,

d’ou le terme d’échelle d’asparagines (Figure 35) (Jenkins and Pickersgill, 2001).

Figure 35. Représentation en ruban et batonnets de I'échelle d’asparagines de HxuA301. Les résidus asparagine impliqués
sont représentés en batonnets et sont annotés (N139, N158, N202 et N228). Sont également annotés, les trois feuillets-p
paralleles PB1, PB2 et PB3 ainsi que I'extrémité C-terminale.

Dans la plupart des hélices-B main droite, I'extrémité N-terminale du cceur hydrophobe de I'hélice
est protégée du solvant par une hélice-a amphipathique (Jenkins and Pickersgill, 2001). Dans le cas
de HxuA301, I'extrémité N-terminale de I'hélice-B n’est pas protégée par une hélice-a mais par les
brins B1 et B2. Les brins B1 et B2 initient respectivement les feuillets PB2 et PB1 et représentent les

seuls brins-B antiparalleles trouvés dans les feuillets PB1, PB2 et PB3 (Figure 33-A et Figure 34-A).
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Les tours d’hélice de HxuA301 deviennent plus réguliers au fur et a mesure que I'on progresse vers
I'extrémité C-terminale et forment une section transversale triangulaire (Figure 33-A). La protéine
HxuA301 a cristallisé sous la forme d’un homodimere. Cette organisation dimérique résulte de
I'interaction des extrémités C-terminales de chaque monomere de sorte a former une seule hélice-p
longue de 100 A (Figure 33-B). Sous cette forme dimérique, I'extrémité C-terminale est protégée du

milieu extérieur.

La protéine HxuA301 comprend également un motif extra-hélice constitué d’un feuillet-B a quatre
brins-B antiparalléles 14, B15, B22 et P23 (motif B14/B23). Ce motif interagit fortement avec le
feuillet PB2 par un pont salin (entre les résidus R61 du brin B7 et D107 du brin B14), par un cluster
hydrophobe et par un réseau d’interactions aromatique-aromatique impliquant huit résidus: 3

tyrosines (Y59, Y81 et Y171) et 5 phénylalanines (F102, F122, F148, F178 et F180) (Figure 36).

Motif extra-hélice

B23

PB2

21\ B8

Figure 36. Représentation en ruban et batonnets de I'interaction entre le motif extra-hélice et le PB2 de HxuA301. Le
motif interagit avec le feuillet PB2 par un pont salin (entre les résidus R61 du brin B7 et D107 du brin B14), par un cluster
hydrophobe et par un réseau d’interactions aromatique-aromatique impliquant huit résidus : 3 tyrosines (Y59, Y81 et Y171)
et 5 phénylalanines (F102, F122, F148, F178 et F180)

1.6. Analyse comparative des structures des protéines TpsA

HxuA301 de H. influenzae est la quatrieme structure résolue de domaine de sécrétion de TpsA apreés
Fha30 de B. pertussis (code PDB : 1RWR) (Clantin et al., 2004), HMW1A-PP de H. influenzae (code
PDB : 20DL) (Yeo et al., 2007) et HomA265 de P. mirabilis (code PDB : 3FY3) (Weaver et al., 2009).
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Tous présentent une structure en hélice-B main droite composée de trois feuillets-B paralleles PB1,
PB2 et PB3 et coiffée de deux ou trois brins-B (Figure 37). Ce type de protection par brins-p est
spécifique aux protéines TpsA puisque les extrémités N-terminales des autres protéines en hélice-p

main droite sont protégées par une hélice-a amphipathique (Jenkins and Pickersgill, 2001).

A
B14/p15
- p22/p23
BI4/B1S NP e o & 3
p22/p23 (P b = ’ g
P/ 1
PB1
Motif B7#/p8*
B
B7 p8
000 N 3 )§ 8 1e1E S SVVV ANV S T T &V KMT TDQI BT TOIDWS FD T el UAE VE FKQ) - M — S VAYNRVINEENASOT oe]
HMW1A - ---SGEeGMY MY CT U IYb N BB — SVDL SR8 K )Y T DONE YOI RAOE] - — - — — — === — = === == SIS N TSNOTRIIKG
FHA NITKNPNLTROA - SIER#NAUTDTS P WY

ANSNLNGOAASIHBAHRYVSRNPEIIFLG
A A A A A

B16

B34 B35

B33 836
i TCSTARRP- - - - T 1 (P
o SCKECle] DEEEEGIETQ
G- - -8R NG- - - CONNIIGGCAV AA
A A A A

A A

Figure 37. Alignement structural des domaines TPS de TpsA de structure connue. (A) Représentation en ruban de
I’alignement structural des domaines TPS de HxuA, de HMW1A (code PDB : 20DL), de HpmA (code PDB : 3FY3) et de FHA
(code PDB : 1RWR). (B) Alignement de séquence basé sur I'alignement structural des domaines TPS de structure connue.
Les résidus dont les chaines latérales sont orientées vers l'intérieur de I'hélice-B sont indiqués par un triangle noir A.
Les brins B1 et B2 sont colorés en violet, le PB1 en vert, le PB2 en bleu ciel, le PB3 en bleu foncé et les motifs extra-hélices
en rose a I'exception de I'hélice-a présente dans la structure de HMW1A-PP qui est en jaune. Le motif B7*/B8* spécifique a
la sous-famille FHA/FhaC est coloré en rouge.

A I'exception de HMW1A-PP, chacun des domaines de sécrétion de TpsA est organisé dans le cristal

sous la forme d’un homodimere via une interaction C-terminale-C-terminale (Clantin et al., 2004; Yeo
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et al., 2007; Weaver et al., 2009). La présence d’un tryptophane (W438) dans le dernier tour d’hélice
et d’'une longue boucle dans l'avant-dernier tour d’hélice empéche I'organisation en dimere de

HMW1A-PP.

Les quatre structures de domaine de sécrétion des protéines TpsA présentent un motif extra-hélice
commun. Ce motif extra-hélice est constitué de quatre brins-B antiparalléles sauf dans le cas de
HMW1A-PP ol le premier brin est remplacé par une hélice-a (en jaune dans la figure 37-A). Dans le
cas de HxuA301, ce motif interagit avec le PB2 par un réseau d’interactions aromatique-aromatique
constitué de huit résidus (Figure 36). Au sein de la sous-famille de HMW1A, un réseau d’interactions
aromatique-aromatique aussi étendu est uniquement trouvé chez HxuA. La structure de HMW1A-PP
révele un plus petit réseau impliquant quatre résidus a l'interface entre le motif extra-hélice et le
feuillet PB2. Par contre, un tel réseau d’interactions aromatique-aromatique n’est retrouvé ni chez

Fha30 ni chez HomA265.

Les protéines TpsA de la sous-famille de FHA présentent un second motif extra-hélice constitué d’une
longue boucle contenant deux brins-B antiparalléles dénommé motif B7*/B8* (Figure 37). Ce motif

comprend la tétrade NPNL conservée au sein de cette sous-famille et nécessaire a la sécrétion.

L’échelle d’asparagines observée pour HxuA301 (Figure 35) est également présente chez HMW1A-PP
au sein des brins 16, B19, B24 et 27 comme l'illustre la figure 38 et I'alignement de séquence de la

figure 37-B.
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Figure 38. Représentation en ruban et batonnets de I'échelle d’asparagines de HMW1A-PP. Les résidus asparagine
impliqués sont représentés en batonnets et sont annotés (N199, N220, N262 et N282). La numérotation des résidus
correspond a celle utilisée dans Yeo et al, 2007. Sont également annotés, les trois feuillets-p paralléles PB1, PB2 et PB3 ainsi
que I'extrémité C-terminale.

HMW1A-PP, Fha30 et HpmA265 partagent respectivement 30%, 14% et 14% d’identité avec
HxuA301. Malgré cette faible identité de séquence, de fortes similarités structurales sont observées
entre ces hélices-B. Ainsi les RMSD" calculés pour les résidus dont les chaines latérales sont orientées
vers l'intérieur de I'hélice-B (marqués par un triangle noir dans la figure 37-B) sont équivalent a 0,55
A entre HxuA301 et HMW1A-PP, a 1,41 A entre HxuA301 et HpmA265 et a 1,29 A entre HxuA301 et
Fha30.

2. Etude structurale de la protéine HxuB

En vue de son étude structurale, le partenaire membranaire HxuB de la protéine HxuA a été produit

en membrane externe de la bactérie Escherichia coli de souche BL21(DE3)omp5. La forme sauvage

1 .. s . s, .. ey s

RMSD, root-mean-square-deviation, est une mesure permettant de décrire le degré de similarité entre deux
protéines et équivaut a la mesure de la distance moyenne entre les atomes de carbone-a correspondants de
deux protéines superposées.
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(HxuB) et la forme comprenant un tag poly-histidine a I'extrémité N-terminale (HxuB-6his) ont été

chacune clonées dans le vecteur d’expression pFLAG-CTS.

Le protocole de production, d’extraction et de purification de la protéine FhaC (Clantin et al., 2007) a
été appliqué a HxuB (Figure 39). La production est effectuée a 37°C avec 4 litres de culture induits
durant 3 heures avec 1 mM d’IPTG lorsque la densité optique a 600 nm atteint 0,6. Les culots
récupérés par centrifugation sont lysés. Deux extractions membranaires utilisant 0,8% et 1,5% de
détergent non ionique n-octyl-B-D-glucopyranoside ou B-OG sont appliquées aux débris
membranaires des bactéries. La protéine est ensuite purifiée en deux étapes de chromatographie. La
premiere est une chromatographie échangeuse de cations et la seconde une chromatographie

d’affinité du tag poly-histidine pour le nickel (Ni*?).

) files pe 1iére étape de 2de étape de
Production Lyse . . o PN
extraction extraction purification purification

e 4L e EmulsiFlex ¢ 0,8% de B-0OG * 1,5% de B-OG e Chromatographie e Chromatographie
® 37°C e pH 7,0 e pH7,0 d'échangeuse de d'affinité au Ni*?
e Induction & DOy, = cations (colonne HisTrap)
0.6 avec 1mM IPTG (colonne HS20)
durant 3 heures

Figure 39. Schéma du protocole de production, d’extraction et de purification de FhaC appliqué a HxuB.

2.1. Production de la protéine HxuB

En appliquant le protocole de production de FhaC a HxuB-6his, la quantité de protéine obtenue aprés
purification est insuffisante pour la cristallogenése et la formation de corps d’inclusion dans lesquels
s’accumule la protéine HxuB-6his est observée (données non présentées). Par conséquent, une
optimisation du protocole de production a été nécessaire. Afin d’augmenter la quantité de protéine
produite, différents parametres ont été ajustés. Les tests décrits ci-apres ont été réalisés avec des

cultures de 100 ml.

Un premier parametre est la concentration en IPTG. En diminuant cette concentration, on peut
parvenir a accroitre la proportion de protéine HxuB en membrane externe par rapport a celle
retrouvée dans les corps d’inclusion. Différents essais ont été effectués avec des concentrations en
IPTG allant de 0,0001mM a 1mM en paralléle d’'une culture non induite (Figure 40-A). Les résultats
indiquent qu’aprés purification, HxuB-6his est obtenue en plus grande quantité en membrane

externe lorsque la culture est induite avec 0,001mM d’IPTG.

Augmenter la durée d’induction est également un moyen d’augmenter la quantité de protéine

produite. Des tests d’induction ont été réalisés, avec 0,00lmM d’IPTG, durant une période allant de
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trois a six heures (Figure 40-B). Une durée d’induction de 4 heures améliore significativement la
quantité de protéine HxuB-6his obtenue. Au-dela, avec 5 ou 6 heures d’induction, la quantité de

protéine obtenue n"augmente plus.

Enfin, parallelement aux essais d’optimisation de la durée d’induction, I'effet de la présence de 0,5%
de D-(+)-glucose dans le milieu de culture a été testé (Figure 40-B). Bien que la présence de glucose
dans le milieu de culture n’ait pas d’effet sur la quantité de HxuB-6his observée, elle induit une nette

diminution en protéines contaminantes.

A & & & '»@@ B
@\é‘ & i & $ 5 % 2 + - L D-(+)-glucose
N N s
S M L. 3h 3h 4h 4h 5h 6h Temps d'induction
——
"0 B = s — HuB-shis ~100KDa _ S
~ a —3 <+— HxuB-6his ~1! — =
3310 T == (60,8 kD) gg EEZ—_- S—— | —— S— .11
. g ~ 3 —— i— ,8 kDa,
~35 kDa — s : = e pmpe— W o —L R
~25 kDa — g ~25 kDa —— W—
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Figure 40. Gels d’électrophorése (SDS-PAGE) des extraits membranaires (2de extraction) issus des productions
d’optimisation de la protéine HxuB-6his (60,8 kDa). (A) Effet de la concentration en IPTG. 1 puits : marqueur de poids
moléculaire. 2°™ au 6™ puits: extraits membranaires de productions de la protéine HxuB-6his effectuées avec
différentes concentrations en IPTG (induction de 3h). 7eme puits : extrait membranaire d’une culture non induite (NI). (B)
Effet de la durée d’induction et de la présence de 0,5% de D-(+)-glucose dans le milieu de culture. 1 puits : marqueur de
poids moléculaire. 2®™ au dernier puits : extraits membranaires de productions de la protéine HxuB-6his effectuées avec

différents temps d’induction allant de 3 a 6 heures et avec ou sans D-(+)-glucose (0,5%). Dépét de 10ul d’extrait/puits.

En conclusion, la production de la protéine HxuB-6his pour la cristallogenese est réalisée en milieu de
culture (Luria-Bertani) contenant 0,5% de D-(+)-glucose incubée a 37°C et induite avec 0,001mM (ou

1uM) d’IPTG pendant 4 heures.

Afin d’obtenir encore plus de protéines HxuB-6his, le volume de culture initialement de 4 litres est

triplé.

Les culots bactériens récupérés par centrifugation sont lavés avec du tampon sodium phosphate

(20mM, pH 7,0) et congelés avant les étapes de lyse (par EmulsiFlex) et d’extraction membranaire.
2.2. Extraction membranaire de la protéine HxuB

L’extraction membranaire est une technique qui va permettre d’isoler les protéines membranaires de
la membrane externe a I'aide de détergent. L'extraction de la protéine HxuB-6his est obtenue a l'aide
d’un détergent non ionique, le n-octyl-B-D-glucopyranoside ou B-OG. La propriété amphipathique du
détergent va induire une compétition entre le détergent et les constituants de la membrane pour les

protéines membranaires (Figure 41). L'extraction est effectuée avec une concentration en détergent
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supérieure a la concentration micellaire critique (CMC), spécifique a chaque détergent, qui

correspond a la concentration minimale en détergent permettant la formation de micelles.

Solubilisationde
protéines membranaires

Addition de détergent

e

Membrane externe

................

| Figure 41. Schématisation du principe d’extraction membranaire en détergent.

Préalablement aux étapes d’extraction membranaire de la protéine HxuB-6his, les culots bactériens
sont solubilisés et lysés (EmulsiFlex). Les débris membranaires qui contiennent la protéine d’intérét

sont récupérés par des étapes de centrifugation et d’ultracentrifugation.

La premiere extraction permet de solubiliser une partie des protéines membranaires contaminantes.
La seconde extraction permet la solubilisation en détergent de la protéine HxuB-6his ainsi que

d’autres protéines membranaires.

Le protocole d’extraction membranaire de FhaC a été appliqué a HxuB-6his. Ce protocole a tres bien
fonctionné sur les cultures de mise au point de 100 ml. Lors du passage a des volumes plus
importants, I'extraction de la protéine HxuB-6his est apparue moins efficace. Par conséquent, la

seconde extraction membranaire a été optimisée.

Un premier parameétre qui peut étre ajusté est le pH du tampon de seconde extraction. Sur base d’un
échantillon commun, les valeurs de pH 6,0 a 8,0 ont été testées en parallele (Figure 42-A). L'efficacité

d’extraction de HxuB-6his est nettement améliorée avec un pH a 8,0.

Deux autres parametres ont été testés afin d’améliorer la seconde extraction. En augmentant la
concentration en détergent, on est susceptible d’accroitre la quantité de protéines extraites. De plus
I'EDTA (acide éthyléne diamine tétra-acétique) peut étre utilisé pour déstabiliser la membrane

externe par chélation des cations de magnésium Mg*>* qui stabilisent les molécules de LPS (Figure 42-
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B). L'efficacité d’extraction de HxuB-6his est accrue lorsque sont combinées une concentration en 8-

0OG de 2% et la présence de 2mM d’EDTA a pH 8,0 dans le tampon de seconde extraction.

A B Ext2 4 pH 8,0
+ + , - 15%p-0G
Ext2 . 2 + +  2%B-0G
Extl - + - + 2mMEDTApHS,0

Ext1 pHBEO  pH7,0  pHS80

. ~100KDa — poo - |

= L ~70kDa — 4y #
109.k0a - +— HxuB-6his

p——ol .
- 4 Q— ~55 kDa — o —_
70 kDa — il ) o b2 (60,8 kDa)
~55 kDa —— i— WS «—HxuB-6his  ~40 kDa —
& —as (60,8 kDa)
b - ~35 kDa — =
35 kDa - ~25 kDa — 4
~25kDa —w
- =
-
——
- J

Figure 42. Gels d’électrophorese (SDS-PAGE) des extractions membranaires d’optimisation de la protéine HxuB-6his (60,8
kDa). (A) Effet du pH. 1" puits : marqueur de poids moléculaire. 2°™ : fraction soluble de la 1 extraction (Ext1). 3™ au
5ieme puits : fractions solubles de la 2% extraction (Ext2) a pH 6,0, 7,0 et 8,0 respectivement. (B) Effet de la concentration en
B-OG et de 'EDTA. 1" puits : marqueur de poids moléculaire. 2™ : fraction soluble de la 1" extraction. 3™ au 6°™

puits : fractions solubles de la 2% extraction a pH 8,0 avec 1,5% ou 2% de détergent (B-OG) et en absence ou en présence
de 2mM d’EDTA a pH 8,0. Dépot de 10ul d’extrait/puits.

En conclusion, les conditions de premiere extraction membranaire de HxuB-6his sont identiques a
celles de FhaC (Clantin et al., 2007). Les conditions de seconde extraction ont été optimisées en
modifiant le pH qui passe de 7,0 a 8,0, en augmentant la quantité de détergent a 2% de B-OG et en

incluant a la solution d’extraction 2mM d’EDTA a pH 8,0.
2.3. Purification de la protéine HxuB

La protéine HxuB-6his est purifiée en deux étapes : une chromatographie échangeuse de cations, qui
permettra d’éliminer la majeure partie des contaminants, suivie d’une chromatographie d’affinité.

Les tampons utilisés pour les purifications contiennent tous 1% de B-OG afin de maintenir HxuB-6his

sous sa forme soluble et repliée.
2.3.1. Etape de chromatographie échangeuse de cations

Préalablement a la purification sur colonne échangeuse de cations, le pH du 2°™ extrait
membranaire est ajusté a pH 6,0, le point isoélectrique de HxuB-6his étant de 9,3. Aprées chargement
de I'extrait sur la colonne et le lavage de cette derniere, la protéine HxuB-6his est éluée grace a un
gradient de concentration croissante en chloride de sodium (NaCl). Les fractions contenant la

protéine HxuB-6his sont rassemblées pour la seconde étape de purification.
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Gradienten NaCl

Ext2  FT _

_

— -
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Figure 43. Gel d’électrophorése (SDS-PAGE) de la premiére étape de purification de HxuB-6his (60,8 kDa) par
chromatographie échangeuse de cations. 1" puits : marqueur de poids moléculaire. 2iémf: fraction soluble de la 2™
extraction membranaire mise a pH 6,0 (Ext2) (10pl). 3°™ puits : flow through (FT) (10pl). 4°™ au dernier puits : fractions
obtenues lors de I’élution par un gradient de concentration croissante de 0 a 600 mM NaCl (5ul).

2.3.2. Etape de chromatographie d’affinité

La protéine HxuB portant un tag poly-histidine, la seconde étape de purification est une

chromatographie d’affinité au nickel.

Lors du premier essai de cette étape de purification, I'élution a été réalisée par un gradient allant de
0 a 500mM d’imidazole a pH 6,5. L'analyse par électrophorése révele la présence de divers

contaminants élués a plus faible concentration en imidazole comparativement a HxuB-6his (Figure

44),
Gradienten imidazole
_ Pool T __
:gg kBg :§ . T e e e s | 4— HxuB-6his
739 kba — e —— (60,8 kDa)
~25 kDa —*

— — —

Figure 44. Gel d’électrophorése (SDS-PAGE) de la seconde étape de purification de HxuB-6his (60,8 kDa) par
chromatographie d’affinité (élution en gradient). 1" puits : marqueur de poids moléculaire. 2™ : fractions issues de la
chromatographie échangeuse de cations contenant HxuB-6his (pool) (10ul). 3™ puits : flow through (FT) (10pl). 4™ au

dernier puits : fractions obtenues lors de I'élution par un gradient de concentration croissante de 0 a 500mM imidazole
(10ul).

Sur base de ce gradient, le protocole d’élution a été adapté. L’élution est réalisée en trois étapes
avec des concentrations en imidazole a pH 6,5 croissantes de 200mM, 260mM et finalement 500mM.
Ce protocole permet I'élution de HxuB-6his en derniere étape sous forme pure et plus concentrée

que lors du gradient (Figure 45).
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Fractions d’élution a 500mM imidazole pH 6,5

Pool

~70 kDa —, :

~55 kDa — ---..--- W «— HxuB-6his
~40 kDa— (60,8 kDa)
~35 kDa ——  —

~25 kDa —

Figure 45. Gel d’électrophorése (SDS-PAGE) de la seconde étape de purification de HxuB-6his (60,8 kDa) par
chromatographie d’affinité (élution par étape). 1°' puits : marqueur de poids moléculaire. 2™ : fractions issues de la
chromatographie échangeuse de cations contenant HxuB-6his (pool) (5ul). 3™ au dernier puits : fractions obtenues lors de
la derniere étape de I'élution a 500mM imidazole a pH 6,5 (3pl).

A la fin de la purification, la protéine HxuB-6his est récupérée dans le tampon d’élution 1% de B-OG,
20 mM de tampon sodium phosphate pH 7,0 et 500 mM d’imidazole a pH 6,5. Avec 12 litres de

culture, on obtient 3mg de protéine HxuB-6his pure.
2.4. Cristallisation de la protéine HxuB

Comme indiqué précédemment, un jeu de données de diffraction aux rayons X a 4 A de résolution a
pu étre collecté pour la protéine HxuB sans tag préalablement a ma thése (Figure 46). Cependant, le
probléme des phases n’a pu étre résolu par remplacement moléculaire sur base de la structure de

FhaC, seule protéine TpsB dont la structure cristallographique ait été publiée (code PDB : 2QDZ).

- 50 pm

Figure 46. Cristal de la protéine HxuB sans tag diffractant 3 4 A. Les conditions de cristallisation sont les suivantes : 20mM
tampon sodium phosphate a pH 7,0, 1% B-OG, 500 mM imidazole a pH 6,5 et 22 % PEG 1000.

D’autres techniques de résolution du probleme des phases existent telles que le MAD (Multi-
wavelength Anomalous Diffraction), le MIR (Multiple Isomorphous Replacement) ou le SAD (Single-
wavelength Anomalous Dispersion). Chacune de ces méthodes requiert la présence de métaux au

sein du cristal. La protéine HxuB ne comprend que trois méthionines. La production de HxuB ou les

63

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Stéphanie Baelen, Lille 1, 2013
RESULTATS

méthionines seraient remplacées par des séléno-méthionines n’a donc pas été entreprise. La
présence de métaux au sein de cristaux de protéines peut également se faire par trempage d’un
cristal de la protéine native dans une solution contenant un métal donné. Cette technique nécessite
I'obtention préalable de cristaux de la protéine d’intérét. Une derniére technique est la co-
cristallisation qui consiste a cristalliser la protéine dans une solution contenant des ions de métaux.

Ces deux derniéres techniques ont été entreprises.

Pour la méthode de trempage, les conditions d’essais de cristallogenése se basent sur celle du cristal
obtenu pour HxuB sans tag soit : 20mM Na-phosphate a pH 7,0, 1% B-OG, 500 mM imidazole a pH
6,5 et 22 % PEG 1000. Cette condition a été explorée en faisant varier différents paramétres de

cristallogenése repris ci-dessous :

e Température : essais a 4°C et 20°C

e Concentration en imidazole a pH 6,5 allant de 0 a 800 mM

e Crible sur divers agents précipitants de type PEG (polyéthylene glycol) a différentes
concentrations : PEG 350 mme (monométhyl éther), PEG 550 mme, PEG 750 mme, PEG 2000
mme, PEG 5000 mme, PEG 400, PEG 1000, PEG 1500, PEG 2000, PEG 4000, PEG 6000 et PEG
10000

e Modification de la dynamique de diffusion gazeuse en variant le volume du réservoir et le

rapport volumique au sein de la goutte

e Essais de cristallogenése avec le kit commercial MembFac (Hampton research): 48

conditions testés

e Essais de cristallogenése avec le kit commercial MemGold (Molecular Dimension) : 96
conditions testés
e Essais de cristallogenese avec des additifs du kit commercial Additive Screen (Molecular

Dimension)

Avec le kit MembFac (Hampton research) des cristaux sont apparus mais se sont avérés étre des

cristaux de sel de zinc lors des essais de diffraction aux rayons X.

Un premier cristal de la protéine HxuB-6his (2,21 mg/ml) a été obtenu dans les conditions suivantes :
20 mM tampon sodium phosphate a pH 7,0, 1% B-OG, 28% PEG 1000, 500 mM imidazole a pH 6,5. Ce

cristal n’a pas diffracté sous I'effet des rayons X.
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Dans la méme boite de cristallogenése et aprés neuf mois d’incubation, quelques cristaux de HxuB-
6his (2,21mg/ml) sont apparus dans les conditions suivantes : 20 mM tampon sodium phosphate a
pH 7,0, 1% B-OG, 24% PEG 1000, 500 mM imidazole a pH 6,5. Ces cristaux ont été testés au
synchrotron SOLEIL sur la ligne de lumiere PROXIMAL (Gif-sur-Yvette). La meilleure résolution
mesurée fiit de 8 A soit une résolution plus faible que pour le jeu de données obtenu avec HxuB sans

tag. Ces données sont difficilement exploitables.

En paralléle, des essais de co-cristallisation de la protéine HxuB-6his et de métaux lourds ont été
réalisés. Les métaux lourds testés sont les suivants : K,PtCl,;, K,Pt(NO,)s, AgNO;, Hg(OOCCHs),, HgCl,,
Pb(NQs),, Cdl,, KAu(CN),, KAuCl;, Sm(NOs);. Malheureusement, aucun cristal n’est apparu au cours

de ces essais.

Ainsi malgré les nombreux essais de cristallogenése entrepris pour la protéine HxuB-6his, un nombre
faible de cristaux a été obtenu. Parmi ceux-ci, la meilleure résolution de diffraction aux rayons X
obtenue est de 8 A. Toutefois, HxuB-6his ayant été obtenue sous forme repliée et pure, une analyse

préliminaire par microscopie a été engagée.
2.5. Analyse de HxuB par microscopie électronique

Un échantillon de la protéine HxuB-6his pure et en détergent a été confié a Daniel Lévy de I'Institut
Curie de Paris (UMR CNRS 168). Une analyse par microscopie électronique a été réalisée sur cet
échantillon et a permis de mettre en évidence une population hétérogéne comprenant deux
organisations quaternaires différentes: une organisation homodimérique majoritaire et une
organisation homotétramérique minoritaire. Il ne semble pas y avoir de particule de type

monomérique (Figure 47).
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Figure 47. Microscopie électronique sur un échantillon de la protéine HxuB-6his purifiée en détergent. Les deux
organisations quaternaires sont mises en évidence : les homodimeres majoritaires de dimensions 8x8 nm (cercles rouges)
et les homotétrameres minoritaires de dimensions 12x12 nm (cercles jaunes). Image obtenue par Daniel Lévy en coloration
négative sur un microscope Philips CM120 FEI (120 kV) avec la caméra Gatan SSC 1024x1024 pixels a un agrandissement de
45000X.

Différents facteurs peuvent expliquer I'’échec du remplacement moléculaire tels que la déformation
du tonneau-p due a sa malléabilité, la faible résolution du jeu de données (4 A) ou la possibilité que
les orientations des domaines POTRA entre eux et par rapport au tonneau-B different de celles de

FhaC.
3. Etude fonctionnelle du systéme HxuA/HxuB

Plusieurs cas de systemes comprenant plus d’'un TpsA pour un méme TpsB ont été décrits dans la
littérature. Chez Haemophilus ducreyi, la sécrétion des deux TpsA, LspAl et LspA2, est assurée
uniquement par un TpsB commun, LspB (Ward et al., 1998; Ward et al., 2004). Chez Bordetella
bronchisceptica, le TpsB FhaC sécrete également deux protéines distinctes : FhaB et Fha$S partageant
95% d’identité de séquence (Julio and Cotter, 2005). Afin d’étudier la spécificité des systemes TPS,
des essais de complémentation entre trois systemes de la sous-famille FHA/FhaC avaient été
entrepris. Une seule des complémentations réalisées a fonctionné. Il s’agit de la protéine HomA de
Proteus mirabilis qui est activée et sécrétée par la protéine membranaire ShIB de Serratia
marcescens (Jacob-Dubuisson et al., 1997). Les hémolysines ShIA et HomA partagent 46,7% d’identité

de séquences (Uphoff and Welch, 1990).
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Dans le méme ordre d’idée, il serait intéressant de connaitre la spécificité des systéemes TPS de la
sous-famille de HMW1A/HMW1B. Nous avons donc entrepris des essais de complémentation en
croisant les systemes HxuA/HxuB et HMW1A/HMW1B, ce dernier systeme étant le plus étudié au

sein de cette sous-famille.
3.1. Test de sécrétion de HMW1A373 par HxuB

Une version tronquée de la protéine HMW1A avec un tag poly-histidine a son extrémité N-terminale
a été utilisée : HMW1A373-6his. Cette derniere comprend les 373 premiers résidus de la protéine ce
qui correspond a la taille de la protéine dont la structure cristallographique a été publiée (Yeo et al.,

2007).

Pour ce test de sécrétion, la protéine HMW1A373-6his est, soit exprimée seule, soit co-exprimée

avec la protéine HxuB (Figure 48).

HMW1A373-6his seule HMW1A373-6his+ HxuB
Ech FT 4 5 Ech FT 4 5

~100 kDa —
~70 kDa — 4
~55 kDa — &
~40 kDa — P <+— HMW1A373-6his
~35 kDa — (39,9 kDa)

~25kDa —

Figure 48. Gel d’électrophorése (SDS-PAGE) des purifications par chromatographie d’affinité de HMW1A373-6his (39,9
kDa). 1" puits : marqueur de poids moléculaire. Pour HMW1A373-6his produite seule (3 gauche) et en présence de HxuB (3
droite) ont été déposés sur le gel : le surnageant de culture (Ech) (15ul), le flow through (FT) (15ul) et les deux premiéres

fractions d’élution (5pl).

Contrairement a ce qui était attendu, la protéine HMW1A373-6his est présente dans le surnageant

de culture en présence ainsi qu’en absence de la protéine HxuB.

Suite a ce résultat, la méme expérimentation a été effectuée pour HxuA301-7his afin de savoir si le

méme effet serait observé en absence de la protéine HxuB.
3.2. Test d’expression de HxuA301-7his en absence de HxuB

Utilisant le méme protocole qu’au point précédent, la protéine HxuA301-7his (pFHxuAsn) est

exprimée en présence ou en absence de HxuB (pCHxuB) (Figure 49).
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HxuA301-7his seule HxuA301-7his + HxuB
Ech FT 7 8 Ech FT 4 5
~100 kDa —
~70 kDa —
~55 kDa —
~40 kDa —
~35 kDa —
- s <— HxuA301-7his
~25 kDa — (33 kDa)

Figure 49. Gel d’électrophorése (SDS-PAGE) des purifications par chromatographie d’affinité de HxuA301-7his (33 kDa).
1" puits : marqueur de poids moléculaire. Pour HxuA301-7his produite seule (& gauche) et en présence de HxuB (a droite)
ont été déposés sur le gel : le surnageant de culture (Ech) (15ul), le flow through (FT) (15ul) et les deux premieres fractions

d’élution (5pl).

Comme pour HMW1A373-6his, la protéine HxuA301-7his est présente dans le surnageant de culture
en I'absence de HxuB. Ces protéines sont de plus présentes dans des quantités similaires que ce soit

avec ou sans HxuB.

Ces résultats inattendus soulévent plusieurs questions : sous quelle forme se trouve la protéine
HxuA301-7his produite en I'absence de HxuB dans le surnageant de culture et comment s’y est-elle
retrouvée ? Afin de répondre a la premiére question, nous avons voulu caractériser cette protéine.
Et, puisque le protocole de cristallisation de HxuA301-7his est maitrisé, cette méthode de

caractérisation a été entreprise.

3.3. Caractérisation de HxuA301-7his produite sans HxuB (HxuA301-
noB)

La structure tridimensionnelle de la protéine HxuA301-7his produite en I'absence de HxuB, soit
HxuA301-noB, a été déterminée et comparée avec celle de HxuA301-7his (produite en présence de

HxuB).
3.3.1. Production, purification et cristallisation de HxuA301-noB

Utilisant le méme protocole que pour HxuA301-7his, HxuA301-noB a été produite et purifiée (Figure

50).
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Figure 50. Gel d’électrophorése (SDS-PAGE) de la purification de HxuA301-noB (33 kDa) par chromatographie d’affinité.
1" puits : marqueur de poids moléculaire. 2™ puits : surnageant de culture (Ech) (15ul). 3™ puits : flow through (FT)

(15ul). 4°™ au dernier puits : différentes fractions obtenues lors de I'élution avec 1M d’imidazole a pH 6,5 (2ul).

Des cristaux de HxuA301-noB ont été obtenus dans les mémes conditions de cristallogenése que
pour HxuA301-7his soit : 0,095M de tri sodium citrate pH5,6, 19% isopropanol, 5% glycérol et 11 a

13% PEG 4000 a une température de 20°C. La taille des cristaux varie entre 75 et 200 pum

Figure 51. Cristaux de la protéine HxuA301-noB obtenus en goutte suspendue. Conditions de cristallisation avec une
protéine a 3mg/ml : 0,095M tri sodium citrate pH 5,6, 19% (v/v) isopropanol, 5% (v/v) glycérol et 12 % (w/v) PEG 4000.

3.3.2. Collecte et traitement des données de diffraction de HxuA301-noB

Les cristaux sont trempés dans une solution cryo-protectrice identique a la solution de
cristallogenése mais avec 19% de PEG 4000. Plusieurs cristaux ont été testés sur le diffractometre du
laboratoire et une collecte de données a été effectuée sur le meilleur d’entre eux. Un jeu complet de
données a été mesuré a une résolution de 2,6 A au laboratoire et a une résolution de 1,4 A sur la

ligne PROXIMAL1 du synchrotron SOLEIL (Table 2).
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Ces données ont été traitées avec le logiciel XDS (Kabsch, 2010) : indexation, intégration et mise a
I’échelle. Le probléeme des phases a été résolu en utilisant la structure de HxuA301-7his comme

modele (code PDB : 4184).

Table 2. Statistiques de collecte de données et d’affinement de HxuA301-noB. Entre parentheéses se trouvent les valeurs
correspondant a la derniére tranche de résolution (2,76-2,60 A et 1,48-1,40). *Les valeurs statistiques du diagramme de
Ramachadran ont été obtenues avec le logiciel Procheck de la suite CCP4 v.6.1.13 (Winn et al., 2011).

Collecte de données ‘ Difftractomeétre du laboratoire Synchrotron SOLEIL

Paramétres de maille (A)

No. réflexions

a=38,83 b=70,80 c=104,91
a=90,00 B=82,03 Y=90,00

a=38,90 b=70,75 c=104,96
a=90,00 B=98,02 Y=90,00

Groupe d’espace P2, P2,
Générateur de rayons X/Ligne de lumiére Anode tournante NONIUS FR591 PROXIMA1
Longueur d’onde (A) 1,5418 0,98011
Température (K) 100 100
Détecteur mar345 PILATUS 6M
Distance cristal-détecteur (mm) 252,041 243,415
Degré de rotation par image (°) 1 0,2
Temps d’exposition par image (s) 480 1,0
Images collectées 163 900
Résolution (A) 2,60 1,40

Observées 57902 (7980) 369979 (56915)

Uniques 17130 (2528) 107873 (16669)
Mosaicité du cristal (°) 0,115 0,079
Complétude (%) 98,4 (92,7) 97,1(93,1)
Redondance 3,38 (3,16) 3,43 (3,42)
Rmerge (1) (%) 18,1 (63,2) 4,1(55,1)
Rmeas (%) 21,5 (75,8) 4,9 (65,3)
I/ol 6,58 (2,18) 15,68 (2,33)

I .

Rwork (%) 20,65 20,81
Reree (%) 27,87 22,26
Mean B (A?) 16,25 24,07
No. d’atomes non-H

Protéines 4340 4436

Eau 0 314
R.m.s.d.

Longueurs des liaisons (A) 0,015 0,009

Angles des liaisons (°) 1,606 1,19
Statistiques de Ramachandran*

Préférés (%) 95,8 98,5

Autorisés (%) 3,7 1,5

Rejetés (%) 0,5 0,0
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3.3.3. Structure de HxuA301-noB

Comme dans le cas de HxuA301-7his, deux molécules de HxuA301-noB sont présentes par unité
asymétrique et interagissent par leurs extrémités C-terminales formant une longue hélice-p parallele
main droite. La superposition des structures de HxuA301-7his et de HxuA301-noB montre bien que
les deux structures se confondent (RMSD=0,219 A) et que les deux protéines se structurent a

I'identique (Figure 52).

HxuA301-7his
HxuA301-noB

Figure 52. Superposition des structures de HxuA301-7his (bleu foncé et bleu ciel) et HxuA301-noB (violet et rose). Les
structures des deux protéines se confondent. Toutes deux ont une structure homodimérique via I'interaction de leurs
extrémités C-terminales respectives.

Ces résultats montrent que la protéine HxuA301 est capable de se replier correctement sans
I'intervention de la protéine HxuB. Par conséquent, HxuB n’est pas nécessaire au repliement de

HxuA301.

Mais comment la protéine HxuA301 se retrouve-t-elle dans le milieu extracellulaire (ou surnageant
de culture dans notre cas) ? Deux hypothéses peuvent étre explorées: soit HxuA301 est sécrétée par
une autre protéine de la membrane externe d’E. coli, soit la présence de HxuA301 dans le surnageant

de culture résulte d’une lyse bactérienne.

Afin d’étre certain que la protéine HxuA301-7his a bien franchi la membrane interne de la bactérie, la
présence ou non du peptide signal a été vérifiée par spectrométrie de masse. La bande
correspondante a HxuA301-7his découpée d’un gel SDS-PAGE est traitée a la trypsine et les peptides
obtenus sont analysés par spectrométrie de masse. Pour la protéine HxuA301-7his comprenant
encore un peptide signal, les peptides de masse de 1902 Da et de 1263 Da doivent étre détectés.

Pour la protéine HxuA301-7his sans peptide signal, seul le peptide de masse de 1263 Da doit étre
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détecté. L'analyse a été effectuée pour HxuA301-7his produite avec et sans HxuB. Dans les deux cas
seul le peptide de masse de 1263 Da est détecté indiquant le peptide signal a bien été clivé. Ce
résultat a été confirmé par une analyse MALDI-TOF Ultraflex (Bruker) pour laquelle la masse totale

obtenue correspond a celle de HxuA301-7his sans peptide signal. Par conséquent, la protéine a bien

traversé la membrane interne.

Avant d’appronfondir les deux hypothéses pouvant expliquer la présence de HxuA301-noB dans le

surnageant de culture, nous avons voulu savoir si ce phénomene n’était pas souche-dépendant.

3.4. Test d’expression dans d’autres souches d’E. coli

Ainsi, le méme test d’expression a été effectué dans les souches BL21(DE3) pour HxuA301-7his et
HMW1A373-6his (Figure 53) ainsi que dans la souche UT5600 pour HxuA301-7his (Figure 54). La

souche UT5600 est celle utilisée pour I'étude fonctionnelle du systéme FHA/FhaC.

A B
HMW1A373-6his seule HMW1A373-6his + HxuB HxuA301-7his seule HxuA301-7his + HxuB
Ech FT 4 5 Ech T 4 5 Ech FT 5 6 Ech FT 4 5
— pe—
~100 kDa —— e ~100 kDa —— w
~70 kDa — ~70 kDa — g
~55 kDa — e ~55 kDa — s
~40 kDa — # — «— HMW1A373-6his 0 kDa —— s
~35 kDa — 4 (39,8 kDa) ~35 kDa — — <— HxuA301-7his
~25 kDa — = (33 kDa)
~25 kDa b
Ll

Figure 53. Gels d’électrophorése (SDS-PAGE) des purifications par chromatographie d’affinité de (A) HMW1A373-6his
(39,9 kDa) et (B) HxuA301-7his (33 kDa) produites en souche BL21(DE3). Pour chacun des deux gels : 1" puits : marqueur
de poids moléculaire. Pour les protéines produites seules (a gauche) et en présence de HxuB (a droite) ont été déposés sur

le gel : le surnageant de culture (Ech) (15pl), le flow through (FT) (15ul) et les deux premiéres fractions d’élution (5ul).

HxuA301-7his seule HxuA301-7his + HxuB
Ech FT 4 5 Ech FT 4 5
~100 kDa —*
~70 kDa —
~55 kDa —
~40 kDa —
~ — 4— HxuA301-7his
35 kDa — — (33 kDa)
~25 kDa —

Figure 54. Gel d’électrophorése (SDS-PAGE) des purifications par chromatographie d’affinité de HxuA301-7his (33 kDa)
produite en souche UT5600. 1" puits : marqueur de poids moléculaire. Pour HxuA301-7his produite seule (a gauche) et en
présence de HxuB (a droite) ont été déposés sur le gel : le surnageant de culture (Ech) (15ul), le flow through (FT) (15ul) et

les deux premieres fractions d’élution (5pul).
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Quelle que soit la souche d’E. coli utilisée, on observe la présence de HxuA301-7his ou de
HMW1A373-6his dans le surnageant de culture en I'absence de HxuB indiquant que ce phénomene

n’est pas souche-dépendant.

Avant d’entreprendre la recherche et l'identification d’une autre OMP, I'hypothese de la lyse

bactérienne a été testée. Cette hypothése est en effet plus facile a mettre a I'épreuve.

3.5. Etude de I’hypothése de lyse bactérienne lors de la production de

HxuA301-noB

Afin d’observer une éventuelle lyse cellulaire, un suivi morphologique des bactéries par microscopie
a été réalisé avant induction et a différents temps apres induction. La technique de microscopie
utilisée est une technique de microscopie de contraste différentiel interférentiel ou DIC (Differential
Interference Contrast) qui a l’avantage de donner du contraste a des spécimens vivants et
transparents et ce méme sans coloration (voir partie Matériels et Méthodes point 5.2). La densité

optique de la culture bactérienne est mesurée en paralléle.

L'expérience a été réalisée a partir d’'une culture de production de la protéine HxuA301-noB

(pFHXUAgOl,N) (Figul’e 55)
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150 min
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Figure 55. Suivi morphologique par microscopie de contraste DIC sur une culture de production de HxuA301-noB et
courbes de densité optique de la culture et de son contréle non induit en fonction du temps (BL21(DE3)omp5 pFHXuA;;.
n)- Une premiére image est prise avant induction (a gauche). Lorsque la densité optique atteint 0,66 (A=600nm), la culture
est divisée en deux : une moitié est non induite (NI) et I'autre induite avec 1mM d’IPTG. Des images sont prises a différents
temps pour les deux cultures : 30, 90 et 150 minutes. La densité optique (DO) est mesurée pour chaque prélevement,
indiquée sur I'image correspondante et reprise dans le graphique. L'image encadrée en rouge est un agrandissement de
I'image obtenue apres 150 minutes d’induction. Les bactéries en cours de lyse sont indiquées par des fleches blanches.

Le suivi morphologique montre que d’une part, les bactéries de la culture non induite ne subissent
aucune modification et que d’autre part, la culture induite présente un grand nombre de bactéries
en cours de lyse (encadré rouge) apres 150 minutes d’induction. De plus, la densité optique de la
culture induite est plus faible que celle de la culture contréle non induite et diminue lors de la
derniére mesure (Figure 55). Lors de la production de HxuA301-noB, un évenement de lyse a donc

lieu.

Cette fuite bactérienne constitue un probleme majeur pour I'étude fonctionnelle du systéeme

HxuA/HxuB justifiant I'importance portée a la résolution de celui-ci.
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3.6. Mise au point de la production de HxuA301 exempte de lyse

Afin d’obtenir un systéme fonctionnel, des ajustements sur plusieurs parametres ont été envisagés.
On sait déja que la fuite bactérienne de HxuA301-7his n’est pas souche-dépendante mais d’autres
facteurs tels que le vecteur d’expression, la position du tag poly-histidine ou les conditions de culture

peuvent avoir un impact.
3.6.1. Effet du vecteur d’expression

En produisant la protéine HxuB avec le vecteur pCOLADuet-1 a la place du vecteur pFLAG-CTS, la
formation de corps d’inclusion diminuait et la quantité de protéines HxuB en membrane externe
augmentait. L'utilisation du vecteur pCOLADuet-1 permettrait donc une production protéique moins
rapide ou moins intense. Dans le cas de HxuA301, on peut se demander si la lyse bactérienne est
provoquée par le vecteur d’expression trop puissant qu’est le pFLAG-CTS ou par la protéine HxuA301.
Par conséquent, I'expérimentation de suivi morphologique par microscopie et du suivi de la densité

optique est réitérée avec le vecteur pCHxUAz01.n-HXUBy;s 1og (Figure 56).
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Figure 56. Suivi morphologique par microscopie de contraste DIC sur une culture de production de HxuA301-7his en
présence de HxuB-6his et courbes de densité optique de la culture et de son contréle non induit en fonction du temps
(BL21(DE3)omp5 pCHxuA3zp; n-HXUBy;s 1ag). Une premiére image est prise avant induction (a gauche). Lorsque la densité
optique atteint 0,63 (A=600nm), la culture est divisée en deux : une moitié est non induite (NI) et I’autre induite avec 1mM
d’IPTG. Des images sont prises a différents temps pour les deux cultures : 30, 90 et 150 minutes. La densité optique (DO) est
mesurée pour chaque préléevement, indiquée sur I'image correspondante et reprise dans le graphique. L'image encadrée en
rouge est un agrandissement de I'image obtenue apres 150 minutes d’induction. Les bactéries en cours de lyse sont
indiquées par des fleches blanches.

L'utilisation du vecteur pCOLADuet-1 donne des résultats similaires a ceux obtenus avec pFLAG-CTS.
En effet, la lyse bactérienne est observable aprés 150 minutes pour la culture induite. De plus, la
densité optique de la culture induite est plus faible que pour la culture de contréle et diminue lors de
la derniere mesure (Figure 56). Il semblerait donc que le changement de vecteur n’apporte pas

d’effet bénéfique.

3.6.2. Effet de la position du tag poly-histidine

Lors des productions précédentes, la protéine HxuA301 portait un tag poly-histidine a son extrémité
N-terminale. Afin de vérifier si la position du tag pouvait avoir un effet sur la fuite bactérienne, une
construction avec un tag poly-histidine a I'extrémité C-terminale de HxuA301 a été réalisée
(pFHxUA3p1.c). Un essai de production est effectué en absence et en présence de HxuB (pCHxuB)

(Figure 57).
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Figure 57. Gel d’électrophorése (SDS-PAGE) des purifications par chromatographie d’affinité de HxuA301-6his (33 kDa)
produit avec le vecteur pFHxuA3q;.c et, sans ou avec, le vecteur pCHxuB (induction avec 1ImM IPTG). 1 puits : marqueur
de poids moléculaire. Pour HxuA301-6his produite seule (a gauche) et en présence de HxuB (a droite) ont été déposés sur le

gel : le surnageant de culture (Ech) (15pl), le flow through (FT) (15ul) et les deux premiéres fractions d’élution (5ul).

En produisant HxuA301-6his avec le vecteur pFHxuAsy;.c en I'absence de HxuB, HxuA301-6his est
présente dans le surnageant de culture. Toutefois, la quantité de HxuA301-6his semble étre

inférieure a celle détectée en présence du partenaire HxuB.
3.6.3. Effet de la concentration en IPTG

Afin de réduire la quantité de protéine HxuA301-6his présente dans le surnageant de culture en
absence de HxuB, des essais d’induction a différentes concentrations en IPTG allant de 0,001mM a

1mM ont été réalisés.

Que ce soit avec ou sans HxuB, seule I'induction a 0,001mM en IPTG permet d’obtenir des courbes de
densités optiques proches de celles des cultures non induites. Pour les autres cultures, les densités

optiques tendent a stagner voire a décroitre signe d’une lyse bactérienne.

Les surnageants des cultures induites a 0,001mM ont été purifiés par chromatographie d’affinité et

les résultats analysés sur gel d’électrophorése SDS-PAGE (Figure 58).
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Figure 58. Gel d’électrophorése (SDS-PAGE) des purifications par chromatographie d’affinité de HxuA301-6his (33 kDa)
produit avec le vecteur pFHxuAzq,.c et, sans ou avec, le vecteur pCHxuB (induction avec 0,001mM IPTG). 1 puits :
marqueur de poids moléculaire. Pour HxuA301-6his produite seule (a gauche) et en présence de HxuB (a droite) ont été
déposés sur le gel: le surnageant de culture (Ech) (15ul), le flow through (FT) (15ul) et les deux premiéres fractions
d’élution (5pl).

La quantité de HxuA301-6his présente dans le surnageant de culture en absence de HxuB diminue
comparativement a I'essai a 1ImM (Figure 57). Afin d’améliorer ce résultat, deux autres essais ont été
réalisés. Un premier oU la concentration en IPTG a été réduite a 0,0001mM et un second ou le temps
d’induction a été réduit a deux heures. Dans les deux cas, les résultats obtenus sont similaires a celui

obtenu pour une induction de trois heures avec 0,001mM d’IPTG (Figure 58).
3.6.4. Effet du vecteur d’expression associé aux nouvelles conditions

Comme indiqué précédemment, le vecteur d’expression pCOLADuet-1 semble permettre une
production en protéine moins rapide ou moins intense dans le cas de la production de la protéine
HxuB. Nous avons voulu déterminer si, avec les nouvelles conditions de production de la protéine
HxuA301-6his, le vecteur pCOLADuet-1 pouvait étre bénéfique. Par conséquent, deux constructions

ont été réalisées, I'une avec et I'autre sans le partenaire HxuB : pCHxUA3zp:.c et pCHXUA3p;.c-HXUB.

Les cultures réalisées avec ces constructions ont été induites trois heures avec 0,001mM d’IPTG. Les
densités optiques sont mesurées pour les cultures induites et les cultures contrdles non induites

(Figure 59). Les résultats de purification sont analysés sur gel d’électrophorése (Figure 60).
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Figure 59. Courbes de densité optique (A=600nm) des cultures de production de HxuA301-6his en absence (a gauche,
PCHXUA30;.c) ou présence de HxuB (a droite, pCHxuA;zo,.c-HxuB). Les densités optiques ont été mesurées pour les cultures
non induites (NI) et induites avec 0,001mM d’IPTG a différents temps.

PCHxXUA . pCHxXUAp ~~HxuB
Ech FT 5 6 Ech FT 9 10

~70 kDa —
~55 kDa — s
~40 kDa —

~35 kDa — +— HxuA301-6his
{33 kDa)
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Figure 60. Gel d’électrophorése (SDS-PAGE) des purifications par chromatographie d’affinité de HxuA301-6his (33 kDa)
produit sans ou avec HxuB (induction avec 0,001mM IPTG). 1’ puits : marqueur de poids moléculaire. Pour HxuA301-6his
produite seule (a gauche) et en présence de HxuB (a droite) ont été déposés sur le gel : le surnageant de culture (Ech)

(15ul), le flow through (FT) (15ul) et les deux premiéres fractions d’élution (5pl).

Que ce soit avec ou sans le partenaire HxuB, les courbes de croissance des cultures induites sont tres
proches de celles des cultures controles non induites. De plus, au regard du gel d’électrophorese, on
constate que sans le partenaire HxuB une infime quantité de HxuA301-6his est présente dans le
surnageant de culture comparativement a la quantité retrouvée dans le surnageant de culture

obtenu en présence de HxuB.

Nous sommes donc parvenus a mettre au point un protocole de production de la protéine HxuA301-

6his avec lequel une étude fonctionnelle peut étre engagée.
3.7. Croisements entre systémes TPS

Pour rappel, c’est sur base d’un essai de sécrétion de la protéine HWM1A373 par HxuB, que le
probléme de fuite des protéines TpsA HxuA301 et HMW1A373 en absence de TpsB a été décelé

(Figure 48 et Figure 49). Suite a la mise au point d’un systeme fonctionnel pour HxuA301-6his et
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HxuB décrite ci-dessus, la construction pCHmw1A;,;.c a été réalisée et testée en production (Figure

61).

~100 kDa —
~70kDa —¢

~55kDa —
~40 kDa —

~35kDa —
~25kDa —

pFHMW1Az2; y
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e 4— HMW1A373-6his
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-
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Figure 61. Gel d’électrophorése (SDS-PAGE) des purifications par chromatographie d’affinité de HMW1A373-6his (39,9
kDa). (A) Production avec le vecteur pFHmw1A;,5.y et induite avec 1ImM IPTG (B) Production avec le vecteur pCHmw1As;;5.¢

ier

et induite avec 0,001mM IPTG. (A-B) 1™ puits : marqueur de poids moléculaire ; 2
(15ul) ; 3™ puits : flow through (FT) (15ul) ; deux derniers puits : les deux premiéres fractions d’élution (5pul).

eme 1 uits ; surnageant de culture (Ech)

Une nette diminution de la présence de HMW1A373-6his dans le surnageant de culture est constatée

avec ce nouveau vecteur et une concentration en IPTG ajustée a 0,001lmM. Une construction en

pCOLADuet-1 comprenant un partenaire TpsB en plus de HMW1A373-6his permettra de réaliser des

essais fonctionnels.
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1. La protéine HxuA

La structure de la protéine HxuA301 produite en présence de son partenaire HxuB a été résolue. Il
s’agit d’une hélice-B parallele main droite. Il s’est avéré que la protéine HxuA301 pouvait également
étre produite dans le surnageant de culture en I'absence de son partenaire HxuB (HxuA301-noB). La
caractérisation structurale de HxuA-noB révéle une structure tridimensionnelle identique a celle de
HxuA301 produite en présence de son partenaire. La présence de HxuA301-noB dans le surnageant
de culture est due a une lyse bactérienne. Par conséquent, le repliement de HxuA301-noB n’a pas été
assisté. Cette observation est une premiere au sein des systemes TPS qui démontre que le partenaire
HxuB n’est pas nécessaire au repliement du domaine TPS de HxuA et que les évenements de

sécrétion et de repliement de la protéine TpsA se réalisent de maniére indépendante.

De plus, ce repliement autonome de HxuA301 appuie I'hypothése selon laquelle le repliement du
domaine TPS initie le repliement du reste de la protéine, aussi appelée hypothése du scaffold. Cette
hypothése est en accord avec les observations réalisées sur HomA. En effet, une forme inactivée par
ultrasonication de la protéine HomA entiere est rendue active, et par conséquent repliée, lorsqu’elle

est mise en présence de la version tronquée et repliée de HomA (HpmA265) (Weaver et al., 2009)

Historiguement, le premier modele qui tient compte de I'hypothese du scaffold flit proposé en 2004
dans la publication de la structure cristallographique du domaine TPS de FHA, Fha30 (Clantin et al.,
2004). Ce modele a été construit sachant que la protéine TpsA traverse la membrane externe en
conformation étendue et se replie a la surface bactérienne (Guédin et al., 1998; Hodak et al., 2006).
Ce modele linéaire est représenté a la figure 62. Notons qu’en 2004, la topologie de FhaC n’était pas

établie expliquant I'absence de la modélisation des domaines POTRA.
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Modeéle linéaire de 2004

Figure 62. Modele linéaire de la sécrétion de FHA par FhaC (2004). De gauche a droite, le domaine TPS de FHA initie la
translocation. Le domaine TPS émerge le premier a la surface bactérienne et initie le repliement progressif de FHA a la
surface bactérienne (scaffold). La protéine est ensuite relachée dans le milieu extracellulaire. ME, membrane externe ; P,
périplasme ; N, extrémité N-terminale ; C, extrémité C-terminale.

En 2006, J. Mazar et P.A. Cotter proposent un autre modeéle de sécrétion, le modeéle en hairpin
(Mazar and Cotter, 2006). En effet, leurs résultats montrent que I'extrémité N-terminale de FHA n’est
détectable dans le milieu extracellulaire que lorsque la protéine FHA est relachée de la surface
bactérienne tandis que lI'extrémité C-terminale est détectée au cours de la sécrétion. Selon ce
modele, I'extrémité N-terminale de FHA interagit avec le domaine POTRA de FhaC (la présence du
second domaine POTRA de FhaC n’était pas encore établie). Cette interaction initie la sécrétion par la
formation d’une hairpin dans le canal de FhaC permettant le repliement progressif de FHA a la
surface bactérienne. Une fois I'extrémité C-terminale repliée, I'extrémité N-terminale est relachée et

a son tour repliée (Figure 63-A).

En 2007, la structure de HMW1A-PP est résolue (Yeo et al., 2007). En plus de la structure de cette
protéine, 'article présente un alignement de séquences basé sur les structures de Fha30 et HMW1A-
PP qui met en évidence la subdivision en deux sous-familles des systémes TPS. Des modeles de
mécanisme de sécrétion distincts ont été proposés pour chacune des deux sous-familles (Figure 63)
(Mazar and Cotter, 2007). En effet, dans le cas de la protéine HMWI1A, le domaine N-terminal du
TpsA, HMW1A-PP, est naturellement clivé du reste de la protéine en cours de sécrétion et relaché
dans le milieu extracellulaire. La protéine mature est maintenue dans le pore de HMW1B par son
extrémité C-terminale comprenant un pont disulfure (Figure 25) (Buscher et al., 2006; St Geme and
Yeo, 2009). Dans la méme sous-famille, la protéine HxuA est maintenue de la méme maniére dans le
pore de HxuB (Wong et al., 1995; Fournier et al., 2011). Le modele linéaire est donc plus probable

pour cette sous-famille.
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A. Modeéle en hairpin pour FHA/FhaC

ME

Domaine TPS

C-terd'ancrage ¢35

Figure 63. (A) Modeéle en hairpin de la sécrétion de FHA par FhaC. De gauche a droite, le domaine TPS de FHA interagit
avec le domaine POTRA de FhaC. Le domaine TPS est maintenu de la sorte jusqu’a la fin de la translocation. FHA traverse le
canal en hairpin et son repliement s’initie a la surface bactérienne. Une fois I'extrémité C-terminale repliée, la partie N-
terminale de FHA traverse a son tour le pore et se replie relachant la protéine FHA mature dans le milieu extracellulaire. (B)
Modeéle de sécrétion de HMW1A par HMW1B. De gauche a droite, le domaine TPS compris dans la propiece de HMW1A
(HMW?1A-PP) interagit avec le domaine POTRA de HMW1B. L’extrémité N-terminale de HMW1A (HMW1A-PP) émerge la
premiére a la surface bactérienne et initie le repliement progressif du TpsA. En cours de sécrétion, HMW1A-PP est clivée du
reste de la protéine et relachée dans le milieu extracellulaire. La protéine HMW1A mature reste ancrée dans le pore de
HMW1B par son extrémité C-terminale comportant un pont disulfure. ME, membrane externe ; P, périplasme ; N, extrémité
N-terminale ; C, extrémité C-terminale ; S-S, pont disulfure. (Mazar and Cotter, 2007)

J. Mazar et P.A. Cotter préconisaient le modéle linéaire pour la sous-famille HMW1A/HMW1B et le
modele en hairpin pour la sous-famille FHA/FhaC. Toutefois ce modéle en hairpin n’est pas en accord
avec les mesures en temps réel de RPS (résonance plasmonique de surface) qui montrent que le taux
d’association et de dissociation entre le domaine TPS de FHA et la partie N-terminale de FhaC semble
étre trés rapide (Delattre et al., 2011). L'interaction entre le domaine TPS et les domaines POTRA est
donc tres dynamique et transitoire rendant peu probable que cette interaction soit maintenue tout

au long de la sécrétion. De plus, avec ce modele la partie du TpsA située entre la sortie du pore et la
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zone de repliement le long de I'hélice B en formation est sous forme étirée dans le milieu
extracellulaire ce qui la rendrait vulnérable face aux protéases. Enfin, la question reste entiére en ce
qui concerne la maniére dont I'extrémité N-terminale est relachée une fois I'extrémité C-terminale

repliée.

Le motif extra-hélice B7*/B8*, pourtant conservé et essentiel a la sécrétion au sein de la sous-famille
FHA (Hodak et al., 2006), est absent au sein de la sous-famille de HMW1A constituant une différence
majeure entre ces sous-familles. La fonction de ce motif n’est pas connue mais pourrait aider au
maintien de l'interaction entre I'extrémité N-terminale de FHA et FhaC au cours de la sécrétion. Cette
hypothése pourrait expliquer que I'extrémité N-terminale de FHA ne soit pas détectée en cours de

sécrétion (Mazar and Cotter, 2006).

Malgré une faible identité de séquence, les quatre domaines TPS de structure connue présentent
une hélice-B conservée d’'un point de vue structural. Le motif extra-hélice a quatre brins-p
antiparalleles (sauf pour HMW1A-PP ou le premier brin-B est remplacé par une hélice-a) apparait
également dans chacune des structures. Lorsque ce motif est muté chez FHA, cela affecte les
propriétés de sécrétion du systeme FHA/FhaC (Hodak et al., 2006). Ces données ajoutées a la
présence systématique de ce motif dans les structures de domaines TPS suggérent un réle dans le

mécanisme de sécrétion des systémes TPS.

Enfin, nous proposons un nouveau mécanisme de sécrétion pour la sous-famille FHA/FhaC qui a
I'avantage d’étre en accord avec I'hypothese du scaffold (repliement progressif), avec les
observations de J. Mazar et P.A. Cotter et avec les données de F. Jacob-Dubuisson concernant
I'aspect transitoire de l'interaction entre le domaine TPS et les domaines POTRA. Ce modéle tient
également compte du motif B7*/B8* essentiel qui pourrait interagir avec les boucles extracellulaires
du tonneau-B au cours de la sécrétion. Une fois I'extrémité C-terminale de la protéine TpsA repliée, la
protéine TpsA pourrait étre relarguée suite a un changement de conformation de la boucle L6. Ce
modele ne résout par contre pas la problématique du risque de protéolyse de la protéine TpsA dont
une portion est dépliée dans le milieu externe (Figure 64-A). Le modéle pour la sous-famille
HMW1A/HMW1B reste celui du modéle linéaire avec ou sans un ancrage dans le pore par 'extrémité

C-terminale (Figure 64-B).
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A. Modeéle de sécrétion pour la sous-famille FHA/FhaC

Boucle extracellulaire
du tonneau

Domaine TPS

TpsA

B. Modéle de sécrétion pour la sous-famille HMW1A/HMW1B N

Figure 64. Modeles de mécanismes sécrétion pour les deux sous-familles de systeme TPS. (A) De gauche a droite, le
domaine TPS du TpsA initie la translocation. Le domaine TPS émerge le premier a la surface bactérienne et initie le
repliement progressif du TpsA (scaffold). Le TpsA est maintenue a proximité du pore par linteraction entre le motif
B7*/B8* et des boucles extracellulaires du TpsB. La protéine est relachée dans le milieu extracellulaire suite a la sortie de
I’extrémité C-terminale et au changement de conformation de la boucle L6. (B) De gauche a droite, le domaine TPS du TpsA
initie la translocation. Le domaine TPS émerge le premier a la surface bactérienne et initie le repliement progressif du TpsA
a la surface bactérienne (scaffold). La protéine est ensuite relachée dans le milieu extracellulaire (1) ou maintenue ancrée
dans le pore par I'extrémité C-terminale (2). ME, membrane externe; P, périplasme; N, extrémité N-terminale; C,
extrémité C-terminale ; S-S, pont disulfure.

2. La protéine HxuB

La protéine HxuB a pu étre produite en membrane externe, extraite en détergent et purifiée. Les
cristaux de HxuB sont difficiles a obtenir. En effet, les temps d’incubation avant I'apparition de
cristaux sont longs et la reproductibilité est faible ce qui nécessite de réaliser de nombreux essais de
cristallogenése. Toutefois, préalablement a ma thése, un jeu de données a 4 A a pu étre collecté pour
la protéine HxuB sauvage. Afin de résoudre le probléeme des phases, la technique du remplacement
moléculaire a été appliquée en utilisant pour modeéle la structure de I'unique TpsB connu, FhaC, mais

cela n’a pas fonctionné.
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Comme le suggerent les résultats de microscopie électronique, la protéine HxuB se présente
majoritairement sous une forme dimérique et de maniere minoritaire sous une forme tétramérique.
Cette oligomérisation d’une protéine TpsB n’est toutefois pas un cas unique. Des expériences de
microscopie électronique sur la protéine HMW1B suggéerent que sa structure quaternaire pourrait

également étre dimérique (Li et al., 2007) voire tétramérique (Surana et al., 2004).

Différents facteurs peuvent expliquer I'’échec du remplacement moléculaire tels que la déformation
du tonneau-B due a sa malléabilité, la faible résolution du jeu de données (4 A) ou la possibilité que
les orientations des domaines POTRA entre eux et par rapport au tonneau-B different de celles de

FhaC.

Au début de ma these, la structure de FhaC était la seule structure connue au sein de la superfamille
BamA/TpsB. Par conséquent, afin de résoudre le probleme des phases de HxuB, I'utilisation de
métaux lourds intégrés dans des cristaux de HxuB soit par co-cristallisation soit par trempage a été
entreprise. Les essais de cristallogenese n’ont pas permis d’obtenir des cristaux diffractant a une

résolution supérieure a 8 A.

3. Les structures de BamA et de TamA

A la fin de ma these les structures cristallographiques de BamA et TamA ont été publiées coup sur

coup (Noinaj et al., 2013; Gruss et al., 2013).

Les structures de BamA de deux organismes ont été résolues: BamA entiere de Neisseria
gonorrhoeae (NgBamA) a 3,2 A de résolution (Figure 65-A) et BamA délétée de ses trois premiers
domaines POTRA de Haemophilus ducreyi (HdBamAA3) a 2,9 A de résolution (Noinaj et al., 2013). La
structure de TamA entiére d’Escherichia coli a été résolue a 2,25 A de résolution et la structure des
trois domaines POTRA de cette protéine a également été résolue séparément a 1,9 A de résolution
(Figure 66-A). Dans les deux structures, les domaines POTRA de TamA adoptent la méme

organisation spatiale (Gruss et al., 2013).

La conformation de la boucle L6 au sein des structures de BamA et TamA apparait bien définie alors
gu’elle n’a pu étre tracée précisement a I’heure actuelle dans le cas de FhaC. Cette boucle contient
dans les trois protéines la tétrade conservée VRGY/F. Chez BamA et TamA, |‘arginine de la tétrade
est en interaction avec I'aspartate du motif conservé récemment mis en évidence G/FxDxG du brin

B13 de BamA (ou x est un résidu hydrophobe).

Une autre grande différence conformationnelle se situe a l'interaction entre les brins 1 et B16 qui

ferment le tonneau-B. Dans le cas de FhaC et de HdBamAA3, ces deux brins sont liés par six et huit
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ponts hydrogene respectivement. Alors que seuls deux et trois ponts hydrogene relient ces brins
dans les structures de NgBamA et de TamA respectivement. Cela induit une modification du shear
number du tonneau impliquant I'élargissement du canal et la diminution de I'épaisseur du tonneau

qui entrainent une perturbation de la membrane externe la rendant localement plus perméable.

POTRA gate Loop 6 switch  Lateral gate

VRGF
Y=
B
@

Barrel access
closed Laterally closed

4
\ ) ( &

BBarre] access N VRGF Laterally open

open

R

Figure 65. (A) Structure de la protéine BamA du complexe BAM. Représentation en ruban de la structure
cristallographique de NgBamA montrant le tonneau- (en jaune) et les domaines POTRA 1 a 5 (en bleu ciel, rouge, vert,
violet et bleu foncé respectivement). (B) Résumé des changements conformationels supposés de BamA basé sur les
analyses structurales et in silico. A gauche (POTRA gate), le changement de conformation des domaines POTRA ouvrant
I’acces au tonneau-B. Au centre (Loop 6 switch), le changement de conformation de la boucle L6 depuis son état de repos
(observé dans les structures de BamA) vers son état activé supposé (observé dans la structure de FhaC). A droite (/ateral
gate), 'ouverture latérale du tonneau-f. (Noinaj et al., 2013)

Le mécanisme proposé pour la protéine BamA tient compte du changement conformationnel
supposé de la boucle L6, le changement de conformation des domaines POTRA et I'ouverture du
tonneau de BamA au niveau des brins B1 et 16 (Figure 65-B). L'ensemble de ces mouvements
permettrait le passage des nouvelles OMP vers la zone perturbée de la membrane externe soit
directement, soit via le tonneau de BamA. Les OMP interagiraient avec les brins 1 et B16 par B-

augmentation pour initier leur repliement en tonneau-B (Noinaj et al., 2013).
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Figure 66. (A) Représentation en ruban de la structure cristallographique de TamA d’Escherichia coli. Le tonneau-B (en
bleu) et les domaines POTRA 1 a 3 (en jaune, orange et rouge respectivement) sont représentés. (B) Mécanisme proposé
pour I'assemblage du substrat de TamA via la formation d’un tonneau hybride. Une protéine chaperonne (en marron)
amene un autotransporteur déplié (en rose clair) a TamA (en bleu) qui est en conformation fermée grace a L6 (en magenta).
L'autotransporteur interagit avec les domaines POTRA (en jaune, orange et rouge). Un tonneau hybride est formé par B-
complémentation suite a I'insertion de brins-B du substrat dans I'ouverture B1-16 du tonneau de TamA. L’augmentation
du diametre du canal permet alors au domaine passager de le traverser. Une fois le domaine passager a la surface
bactérienne, les tonneaux-B de TamA et de I'autotransporteur se séparent. (Gruss et al., 2013)

Le mécanisme proposé pour TamA et l'insertion des autotransporteurs en membrane externe
implique également une ouverture du tonneau aprés interaction avec le substrat. Ce dernier va
s’'insérer progressivement dans la membrane par B-complémentation avec le tonneau-B de TamA.
Cela induit la formation d’un tonneau hybride par I'intermédiaire duquel a lieu la translocation du
domaine passager de l'autotransporteur. Une fois le domaine passager a la surface bactérienne, le

tonneau hybride se scinde (Figure 66-B) (Gruss et al., 2013).

L’étude des systemes TPS et plus particulierement des protéines TpsB est également d’un intérét
pour I'étude des protéines de la superfamille BamA/TpsB. Outre la présence de domaines POTRA et
d’un tonneau-B a 16 brins avec des motifs conservés, ces protéines montrent de plus en plus de
points communs d’un point de vue fonctionnel. Par exemple, les mutations appliquées a I'arginine ou
a I'aspartate au sein des motifs conservés VRGY/F de la boucle L6 et G/FxDxG du brin B13, entrainent
d’une part la perte des propriétés de sécrétion du systeme FHA/FhaC et d’autre part la perte des
propriétés d’insertion en membrane externe des OMP par le complexe BAM (Delattre et al., 2010;
Leonard-Rivera and Misra, 2012; Dwyer et al., 2013, données non publiées). Par conséquent, la
poursuite de la recherche sur les systemes TPS est fondamentale pour la compréhension de systéemes
plus complexes comprenant les protéines BamA, TamA, Sam50 et Toc75 de la superfamille

BamA/TpsB.
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Notons que les structures de BamA et TamA ont également été utilisées comme modeles pour le

remplacement moléculaire de HxuB sans plus de succeés.
4. Perspectives

Un des objectifs de ma thése était de réaliser I'étude fonctionnelle du systéme HxuA/HxuB. Le
phénoméne de lyse bactérienne lors de la production de HxuA en présence de HxuB en a retardé
I’étude. Mais I'ajustement de divers parameétres du protocole nous a permis de réduire fortement
I'effet de lyse bactérienne et nous permet maintenant de nous consacrer a I'étude fonctionnelle du

systéme HxuA/HxuB.

Afin de mettre a I'épreuve ce systeme, nous allons tester les effets de mutations sur des résidus
conservés au sein de la superfamille BamA/TpsB. Nous avons choisi ces mutants car ils ont un effet
drastique sur la sécrétion de FHA par FhaC et sur le repliement et la fonction de BamA. Les motifs
visés sont la tétrade conservée VRGY/F au sein de la boucle L6 ou le résidu R433 de HxuB sera muté
et le motif conservé G/FxDxG du brin B13 de FhaC ou le résidu D471 de HxuB sera muté. Si ces
mutations affectent fortement la sécrétion de HxuA par HxuB, cela validera notre protocole. Une

étude fonctionnelle plus fine du systéme HxuA/HxuB pourra alors étre entreprise.

La cristallogenése des protéines BamA et TamA a été réalisée avec des bicelles. Les bicelles sont
formées par un mélange de détergents et de lipides formant des disques de bicouches lipidiques. Ces
disques lipidiques ont pour avantage par rapport au détergent seul de mieux mimer la bicouche
membranaire. C'est en passant par cette technique que les structures de BamA et TamA ont pu étre
résolues. Nous allons donc appliquer cette technique a HxuB et tirer profit de I'optimisation de la

production, de I'extraction et de la purification de la protéine HxuB effectuée au cours de ma thése.

Une autre perspective intéressante serait de persévérer dans I'étude structurale du complexe bloqué
de FHA/FhaC et d’initier cette étude pour le complexe bloqué de HxuA/HxuB. Le principe du
complexe bloqué est de fusionner une protéine périplasmique, Bugk, a I'extrémité C-terminale du
TpsA. BugE est une protéine périplasmique globulaire de Bordetella pertussis dont la structure a été
résolue par notre équipe. Avec ce systéme, le TpsA initie sa translocation et son repliement a la
surface bactérienne mais reste bloqué dans le pore d{ a la présence de la protéine BugE (Figure 67).
L'intérét majeur de cette étude serait de nous permettre de valider ou d’invalider les différents
modeles de sécrétion pour les deux sous-familles TpsA/TpsB. Cette étude permettrait également de

savoir quelle partie de la protéine TpsA interagit avec les domaines POTRA en cours de sécrétion, de
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connaitre la conformation de L6 et la localisation de I'hélice H1 ainsi que de savoir s’il y a des

interactions avec les boucles extracellulaires du TpsB.

Principe du complexe bloqué

Modeéle linéaire Modele en hairpin

BugE

Domaine TPS

TpsA

Figure 67. Principe du complexe bloqué et effet attendu en fonction du modeéle de sécrétion. Dans les deux cas, le
domaine TPS de la protéine TpsA initie la translocation. Dans le cas du modeéle linéaire, le domaine TPS émerge le premier a
la surface bactérienne et initie le repliement progressif du TpsA a la surface bactérienne. La progression du repliement est
arrétée par la présence de la protéine périplasmique BugE créant le complexe bloqué. Dans le cas du modele en hairpin,
I'interaction entre le domaine TPS et les domaines POTRA est maintenue. La protéine TpsA traverse le canal en formant une
hairpin et son repliement s’initie a la surface bactérienne jusqu’a ce que la protéine périplasmique BugE bloque le systeme.
ME, membrane externe ; P, périplasme ; N, extrémité N-terminale ; C, extrémité C-terminale.
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1. Clonages

Le gene hxuA a été obtenu par PCR sur ’ADN génomique de la souche Haemophilus influenzae KW20
utilisant la polymérase HiFi (Expand High Fidelity PCR System, Roche). Le fragment a été amplifié avec
I"amorce 5’ HxuA 7his Xhol et 'amorce 3’ HxuA301 Bglll (Table 3). Le produit PCR est purifié par la
technique d’extraction sur gel d’agarose (MinElute Gel Extraction Kit, Qiagen). Les fragments purifiés
sont digérés avec les enzymes de restriction Xhol et Bglll (Fermentas). La méme réaction de
restriction est réalisée sur le vecteur d’expression pFLAG-CTS (Sigma-Aldrich) utilisé pour I'expression

périplasmique de protéine chez Escherichia coli (Figure 68).

pFLAG-CTS (5.4 kb)

Hind Il
Xho |
EcoR |
Smal
Xmal
Kpnl
Asp718
Ball
Sall

RBS ; ATG ;OmpA MCs FLAG STOP

amp
C-Terminal

pFLAG-CTS

lacl

pBR322 origin

f1 origin

Figure 68. Carte du plasmide pFLAG-CTS (Sigma-Aldrich). Le promoteur fort Tac (pTac) est un hybride entre les
promoteurs trp et lac d’Escherichia coli (de Boer et al., 1983). Le contrdole de la transcription est régulé par le systeme
répresseur lac (lacl, protéine de répression). RBS, Ribosome Binding Site ; ATG, codon start ; OmpA, peptide signal pour la
sécrétion de protéine vers le périplasme; MCS, Multiple Cloning Site pour l'insertion de séquences codantes dans le
vecteur ; FLAG, octapeptide pour la liaison d’anticorps anti-FLAG (non utilisé dans nos constructions par ajout d’'un codon
stop en amont) ; STOP, codon stop ; T1T2, terminateur transcriptionnel; ampR, gene de résistance a I'ampicilline ; pBR322
origin, origine de réplication double-brin ; f1 origin, origine de réplication simple-brin du brin positif.

La séquence codante de HxuA est mise en phase avec la séquence codante du peptide signal de la
protéine OmpA comprise dans le vecteur. La réaction de ligation est effectuée grace au kit de ligation
Fast Link DNA (Epicentre). La construction encodée dans le vecteur d’expression comprend le peptide
signal de la protéine OmpA (OmpA,), un tag poly-histidine (Hisg) a I'extrémité N-terminale des 301
premiers résidus de HxuA (HxuA,.30; ou HxuAszp,). La construction renommée pFHxuAszq;.y (Table 4) a

été vérifiée par séquencage.

La construction du vecteur pFHXuAs;;.y est réalisée de la méme maniere que pour le vecteur

pFHXUA34:.y Mais en utilisant les amorces 5’ HxuA 7his Xhol et 3" HxuA373 Bglll.
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La construction pFHXuA3zp;.c est identique a celle de pFHxuA3p:.y Si ce n’est que le tag poly-histidine
est placé a I'extrémité C-terminale de HxuAsp;. Le protocole est le méme que pour pFHxuAzq;.y Mais

les amorces utilisées sont : 5" HxuA Xhol et 3" HxuA301-6his BglIl.

Le gene hxuB a été obtenu par PCR sur I’ADN génomique de la souche Haemophilus influenzae KW20.
Le protocole est le méme qu’exposé précédemment. Le fragment a été amplifié avec les amorces 5’
HxuB Xhol et 3’ HxuB Bglll. La construction pFHxuB comprend le peptide signal de la protéine OmpA
(OmpA,;) et HxuB.

Le protocole de clonage de pFHxXuBy; 1oz €st le méme que pour pFHxuB mais en utilisant I'amorce
amont 5’ HxuB-6his Xhol. La construction encodée dans le vecteur d’expression comprend le peptide

signal d’OmpA (OmpA,), un tag poly-histidine (His,g) a I'extrémité N-terminale de HxuB.

Les constructions pCHxuB et pCHxuBy; o ONt été réalisées de la fagcon suivante. Respectivement, les
séquences codantes pour OmpA,-HxuB et OmpA,-HxuB-His,, sont sorties des vecteurs pFHxuB et
PFHXUBy; tag par restriction enzymatique avec Ndel et Bglll. En parallele, le vecteur d’expression
pCOLADuet-1 (Novagen) est restreint de la méme maniere. Aprés ligation, les constructions en
pCOLADuet-1 (pC) comprennent le peptide signal de la protéine OmpA (OmpA,;), dans le second cas
un tag poly-histidine (Hisg) suivi de la séquence codante de HxuB, soit les vecteurs pCHxuB et

PCHXUBis tag-

Le vecteur d’expression pCOLADuet-1 (Novagen) est concu pour la coexpression de deux geénes

cibles. Le vecteur comprend deux sites de clonage précédé chacun d’un promoteur T7 (Figure 69).
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Figure 69. Carte du plasmide pCOLADuet-1 (Novagen). Ce plasmide permet la coexpression de deux génes cibles. Les sites
de clonage (MCS1 et MCS2) sont précédés chacun d’un promoteur T7, d'un opérateur lac et d’un site RBS (Ribosome
Binding Site) (T7lac). Le contréle de la transcription est régulé par le systeme répresseur lac (lacl, protéine de répression).
MCS, Multiple Cloning Site pour Iinsertion de séquences codantes dans le vecteur; Kan®, géne de résistance a la
kanamycine ; ColA ori, origine de réplication ColA (Zverev and Khmel, 1985).

Dans nos constructions, HxuB a été inséré dans le deuxiéme site de clonage. Le premier site de
clonage sera utilisé pour exprimer les protéines TpsA telles que HxuA ou HMW1A dans le cas de

croisement de systemes.

Le vecteur pCHXUA3zp;-n-HXUB;s 1oz @ été obtenu comme suit. Une PCR a été effectuée sur le vecteur
pFHXUAzy..y avec les amorces amont 5’ HxuA Ncol et aval 3’ HxuA301 Notl. Le produit PCR est inséré

dans le plasmide pCHxuBy;s «og par restriction enzymatique (Ncol et Notl) et ligation.

Les vecteurs d’expression pCHxuA3q;.c-HXuB et pCHXUA3q;.c-HXUB;s 12 ONt été construits comme suit.
La séquence codante OmpA,-HxuA 30:-Hisi,g est amplifiée par PCR avec les amorces amont 5” HxuA
Ncol et aval 3’ HxuA301-6his Notl. Elle est insérée par restriction et ligation dans les vecteurs
d’expression pCHxuB et pCHxuByy; g On obtient dans le premier site de clonage OmpA,-HXUA 30:-

His., et dans le second site de clonage OmpA,-HxuB ou OmpA;-HxuB-Hisq,g.

Le vecteur pCHXuA3g;.c a été obtenu a partir du vecteur pCHxuAzp;.c-HxuB. La séquence codant pour
OmpA,;-HxuB est extraite du vecteur pCHxuAs.c-HxuB par restriction enzymatique utilisant les
enzymes Ndel et Bglll. Le vecteur ainsi linéarisé est purifié par la technique d’extraction sur gel
d’agarose. Les extrémités restreintes du vecteur sont rendues franches par addition de dNTP de la T4
DNA polymerase (New England BiolLabs). Aprés purification du vecteur, une réaction de ligation

permet I'obtention de pCHxuAzq1.c.
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Pour construire le plasmide pFHmw1A;;;.y, Un géne synthétique a été utilisé. Ce géne est bordé par
les sites de restriction Xhol en amont et Bglll en aval et comprend un tag poly-histidine suivi des 373
premiers résidus de la protéine HMW1A de Haemophilus influenzae (His,g-Hwm1A;3,3). Le géne
synthétique est injecté dans le vecteur pFLAG-CTS. La construction obtenue comprend le peptide

signal de la protéine OmpA suivi d’un tag poly-histidine et de Hmw1A, 575.

Le vecteur pPFHMW1A;;;.c a été obtenu a partir du vecteur pFHmw1A;;;.n. La séquence codante de
Hmw1A, ;75 est amplifiée par PCR avec les amorces amont 5" Hmw1A Xhol et aval 3 Hmw1A373-6his

Bglll. Elle est insérée par restriction et ligation dans les vecteurs d’expression pFLAG-CTS.

Le vecteur pPCHmw1A3;;c a été obtenu a partir du vecteur pFHmw1A3,3c. La séquence codante
OmpA-Hmw1A, 373-His,, est extraite du vecteur pFHmw1A;7;.c par restriction enzymatique utilisant
les enzymes Ndel et Bglll et est insérée dans le vecteur pCOLADuet-1 préalablement linéarisé avec les

mémes enzymes de restriction.

‘ Table 3. Liste des amorces. Les sites de restriction sont en gras et les tags poly-histidine sont soulignés.

Nom de I'amorce

5" GCG CAA GCT TCT CGA GAA CAC CAC CAC CAC CAC CAC CAC
CGG GAT TTG CCA CAA GGT AGC AGT GTAGTT 3’

5" GAC AGA TCT TTA ACC ATT GAT ATT AAC GCT TTT GCC TGT AAA

5’ HxuA 7his Xhol

3’ HxuA301 Bglll

3'
3’ HxuA373 Bglll g’ GACAGA TCT TTA AACGTC CTT TCCTTT AAG ATT CACTTT TCC
5’ HxuA Xhol 5" GCG CAA GCT TCT CGA GAA CGG GAT TTG CCA CAA GGT AGC
AGT GTAGTT 3’

5" GAC AGA TCT TTA ATG GTG ATG GTG ATG GTG ACC ATT GAT

3’ HxuA301-6his Bglll

5’ HxuB Xhol
3’ HxuB Bglil

5’ HxuB-6his Xhol

5’ HxuA Ncol

3’ HxuA301-6his Notl

3’ HxuA301 Notl
5" Hmw1A Xhol
3’ Hmw1A373-6his Bglll

ATT AACGCT TTT GCC 3’
5 CCG CTC GAG AAT TAG ATC GGC CAG ATACTG GA 3’
5'GGA AGA TCT TTA GAA AGT TTT AAT CAT AGA 3’

5" GCG CAA GCT TCT CGA GAA CAC CAC CAC CAC CAC CACTTA
GAT CGG CCAGATACTGGA ¥

5" TAT ACC ATG GGC ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCG ATT GCA
GTG ¥

5" TTA TGC GGC CGC TTA ATG GTG ATG GTG ATG GTG ACC ATT
GAT ATTAACGCTTTT 3

5 TTATGC GGC CGC TTA TTG TTC AGT TTC TAA CTC TCC AAC ACT
CAC3’

5" GAT CTC TCG AGA AAG CGG TCT GCA GGG TAT GGAT 3’

5" GGA AGA TCT TCA GTG ATG GTG ATG GTG GTG ATC CAG CAG
CCATTCTTT CGC 3
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| Table 4. Liste des vecteurs d’expression

Nom du vecteur

pFHXUA301n pFlag-CTS-Hisiag-HXUA 301

pFHXUA373.y pFlag-CTS-Hisg-HXUA 373

pFHXUA3q1.c pFlag-CTS-HxuA.30:-Histag

pFHxuB pFlag-CTS-HxuB

PFHXUB ;s tag pFlag-CTS-His,e-HxuB

pCHxuB pCOLADuet-1-OmpA,-HxuB

PCHXUBVis tag pCOLADuet-1-OmpAgs-HxuB-His,,

PCHXUA3p1-n-HXUBis tag pPCOLADuet-1-OmpAgs- Histag-HXUA 1 301- OMpPA,-HXUB-His,g-
PCHXUA30;.c-HXxuB pPCOLADuet-1-OmpAs-HXUA1.301-HiStag-OmpA,-HxuB
PCHXUA301.c-HXUB s tag PCOLADuet-1-OmpAgs-HXUA . 501-HiStag-OmMpAp-HXUB-His,q
PCHXUAz01.c PCOLADuet-1-OmpAg-HXUA . 301-HiStaq

pFHMW1A3/3. pFlag-CTS-His,g-HMW1A, 375

pFHMW1A35.¢ pFlag-CTS-HMw1A;.573-His,g

pCHMw1Az75.¢ pPCOLADuet-1-OmpAgs-HmMwI1A, 373-His,g

2. Production de protéines

Les vecteurs d’expression sont transformés dans la souche électrocompétente d’Escherichia coli
BL21(DE3)omp5 : F~, ompT hsdSg (rs™ mg~) gal dem (DE3) AlamB ompR (Prilipov et al., 1998). Les
souches BL21 sont notamment déficientes en protéase de membrane externe OmpT protéolysant les
protéines extracellulaires. Le géne de I’ARN polymérase T7 de la souche BL21(DE3) est sous le
contréle d’'un promoteur lac mutant (lacUV5) plus fort que le promoteur lac sauvage. La souche
BL21(DE3)omp5 est en plus déficiente pour la porine LamB et pour le régulateur de transcription des
porines OmpC et OmpF, OmpR (Taylor et al., 1981). La souche BL21(DE3)omp5 est la souche utilisée
par défaut sauf indication contraire mentionnant les souches BL21(DE3)' ou UT5600°. La
surexpression du ou des genes cibles est réalisée dans du milieu Luria Bertani (LB) a 37°C avec, selon
les cas, 100ug/ml d’ampicilline et/ou 25ug/ml de kanamycine. Pour la surproduction de HxuB, 0,5%
de D-(+)-glucose est ajouté au milieu de culture. La culture est induite lorsque la densité optique a
600nm (DOggonm), atteint une valeur comprise entre 0,6 et 0,8. L'induction est obtenue par I'ajout
d’IPTG (isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside). La concentration d’IPTG utilisée est, sauf mention
contraire, de 1mM pour la production de TpsA et de 1uM pour la production de HxuB (en vecteur
d’expression pFLAG-CTS). Aprés 3 heures d’induction pour les TpsA et 4 heures pour HxuB, les

cultures sont centrifugées a 4700g pendant 1 heure a 4°C.

! BL21(DE3), souche d’E. coli de génotype : fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm] AhsdSA DE3 = A sBamHIo AEcoRI-
B int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Anin5

2 UT5600, souche d’E. coli de type K12 de génotype : F ara-14 leuB6 secA6 lacY1 proC14 tsx-67 A(lompT-
fepC)266 entA403 trpE38 rfbD1 rpsL109 xyl-5 mtl-1 thi-1
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Dans le cas de HxuB, les culots bactériens sont lavés une fois avec du tampon sodium phosphate a

20mM et pH 7,0 et conservés a -20°C.

Dans le cas de protéines TpsA, les culots sont conservés a -20°C. Les surnageants sont additionnés de
20 mM d’imidazole a pH 6,5 ainsi que d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases sans EDTA (Complete
EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Roche). Les surnageants sont conservés a 4°C jusqu’au

lendemain, jour de la purification.

3. Extraction membranaire de HxuB

L’extraction en détergent de HxuB produit en membrane externe a partir de culots bactériens
comprend trois étapes: une lyse et deux extractions. Le protocole est décrit pour des culots de

quatre litres de culture.

Les culots bactériens sont solubilisés dans 60 ml du tampon de lyse (20mM de tampon sodium
phosphate a pH 7,0 ; 1 pastille d’'un cocktail d’inhibiteurs de protéases sans EDTA, Roche ; DNase |,

Euromedex). La lyse est réalisée avec les systémes Emulsiflex-B30 et Emulsiflex-C3 (Avestin).

La phase soluble est récupérée suite a deux centrifugations successives a 9000 rpm pendant 30
minutes a 4°C. Le surnageant est ultracentrifugé a 25000 rpm pendant une heure a 12°C. Le culot

obtenu contient les débris membranaires.

Une premiere étape d’extraction membranaire est appliquée sur le culot de 'ultracentrifugation. Le
culot est solubilisé dans 60 ml du tampon d’extraction 1 (0,8% de détergent octyl-B-D-
glucopyranoside ou B-OG; 20mM de tampon sodium phosphate a pH 7,0; 100mg d’inhibiteur
spécifique de sérine protéases, Pefabloc SC AEBSF, Roche). L’efficacité de la solubilisation est
augmentée par le passage au travers d’aiguilles. Apres une incubation d’une heure a 37°C sous
agitation, la solution d’extraction est ultracentrifugée a 25000 rpm pendant une heure a 12°C. Le

culot est récupéré pour la seconde extraction membranaire.

La seconde extraction membranaire suit le méme protocole que la précédente mais avec 60 ml de
tampon d’extraction 2 (2% de détergent B-OG ; 20mM de tampon sodium phosphate a pH 8,0 ; 2mM
d’EDTA a pH 8,0; 100mg d’inhibiteur spécifique de sérine protéases Pefabloc SC AEBSF). Le
surnageant récupéré apres |'ultracentrifugation est I'extrait 2 contenant la protéine HxuB soluble en

détergent B-OG.
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4. Purification des protéines

4.1. Purification des protéines TpsA

Les protéines TpsA sont produites avec un tag poly-histidine et purifiées en une seule étape par
chromatographie d’affinité. Le surnageant de culture, 100 ml pour les essais fonctionnels et 1L pour
la cristallogenese, est chargé sur une colonne de 1ml HisTrap FF Crude (GE Healthcare). Les tampons
utilisés pour cette purification sont un tampon A (20mM imidazole a pH 6,5) et un tampon B (1M

imidazole a pH 6,5).

Aprés le chargement de I'échantillon sur la colonne et un lavage avec le tampon A, I’élution se fait

directement avec 100% de tampon B.
4.2, Purification de la protéine HxuB

La protéine HxuB en solution de détergent dans l'extrait 2 est purifiée en deux étapes; une

chromatographie échangeuse de cations suivie d’une chromatographie d’affinité Ni**-histidine.

Pour I'étape de chromatographie échangeuse de cations, I'extrait 2 est mis a pH 6,0 par I'ajout d’une
solution de NaH,PO, a 0,5M additionnée de 1% de B-OG. Le point isoélectrique (pl) de HxuB est de
9,29 (calcul réalisé avec I'outil ProtParam sur le serveur ExPASy). Les tampons utilisés pour cette
purification sont un tampon A (1% B-OG et 20mM de tampon sodium phosphate a pH 6,0) et un
tampon B (1% B-OG, 20mM de tampon sodium phosphate a pH 6,0 et 2M NacCl).

Aprés la mise en tampon, le chargement de I'extrait 2 de la colonne HS20 de 1,7ml (Poros) et le
lavage de la colonne avec le tampon A, I'élution est réalisée par gradient. Avec un flux de
1ml/minute, un gradient de 0 a 35% de tampon B est réalisé sur 35 minutes suivi par un gradient de
35 a 100% de tampon B en 10 minutes. Les fractions contenant HxuB sont révélées par
électrophorése sur gel de polyacrylamide (gel SDS-PAGE ou sodium dodecyl sulfate polyacrylamide

gel electrophoresis) et sont rassemblées en vue de la seconde étape de purification.

La purification par chromatographie d’affinité de HxuB est réalisée avec une colonne Hitrap IMAC HP
de 1ml chargée avec du Ni*%. Les tampons utilisés sont préparés avec de I'eau PPI (eau purifiée pour
préparation injectable) : tampon A soit 2% de B-OG, 20mM de tampon sodium phosphate a pH 7,0 et
tampon B soit 2% de B-0OG, 20mM de tampon sodium phosphate a pH 7,0 et 500mM imidazole a pH
6,5. Apres chargement de I'échantillon et lavage de la colonne, I’élution est réalisée en trois étapes

avec des proportions croissantes en tampon B et donc de concentrations croissantes en imidazole de
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200mM puis 260mM et enfin 500mM d’imidazole. Les deux premiéres étapes permettent I'élution de

contaminants.
5. Cristallographie

La structure d’une protéine a I'échelle quasi-atomique ne peut étre obtenue par des méthodologies
de microscopie. En effet, la résolution limite d’une image obtenue par microscopie est donnée par la
longueur d’onde du rayon lumineux utilisé. Or, les longueurs d’onde du spectre visible se mesurent
en centaines de nanometres tandis que les distances interatomiques sont de l'ordre de I'angstrom
(A). Une longueur d’onde de cet ordre appartient aux rayons X. La construction d’un microscope aux
rayons X qui permettrait de visualiser les molécules est impossible car il n’existe pas de lentille pour

ce type de rayon.

Par contre, on peut détecter les rayons diffractés des molécules soumises aux rayons X. La diffusion
de rayons X a partir d’'une simple molécule est extrémement faible et par conséquent difficile a
distinguer du bruit de fond. Un cristal consiste en un arrangement ordonné et périodique dans
I’espace d’un grand nombre de molécules dans la méme orientation. Parmi les ondes diffractées,
celles qui sont en phase vont interférer de maniére constructive tandis que d’autres vont interférer
de maniere destructive. Ceci explique que ce qui sera mesurée est un ensemble de taches de

diffraction (Figure 72).
Le cristal a donc un effet d’amplificateur du signal d’ou I'intérét d’obtenir des cristaux de protéine.

Notons que les expérimentations de cristallographie ne permettront pas réellement d’obtenir
I'image des atomes mais une carte de la distribution des électrons de la molécule étudiée, soit sa
carte de densité électronique. C’'est a partir de cette derniére que le modele structural de la molécule

sera construit.
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Les différentes étapes de la cristallographie de protéine sont reprises dans le schéma suivant avant

d’étre détaillées dans le texte (Figure 70).

Protéine Cristal Collecte de donnees

— Phasage — Indexation et réduction
des données

Carte de densite

Wi - ¢
Construction du modeéle Affinement du modéle

| Figure 70. Schéma reprenant les différentes étapes de la cristallographie de protéine.

5.1. Cristallogenése des protéines

La cristallogenese de protéines est principalement un processus empirique ou lI'on induit une
transition de phase de la protéine (Figure 71-B). La dynamique lente de ce processus est essentielle
pour permettre aux macromolécules protéiques de s’agencer de maniere ordonnée caractérisant un

cristal.

En général, plus la protéine est pure, plus grandes sont les chances de voir apparaitre des cristaux de
cette protéine, protéine qui doit étre correctement repliée et présente en grande quantité.
Toutefois, la réussite dépend de nombreux autres facteurs propres a chaque protéine et peu
prédictibles tels que: la présence ou l'absence de ligand, la concentration en protéine, la
température, le pH, la présence d’un type de sel a une concentration donnée, la présence d'un

d’agent précipitant d’une telle nature a une concentration donnée ou encore la présence de métaux.
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Plusieurs techniques de cristallogeneése existent et celles qui ont été utilisées au cours des travaux de
these sont la technique de la goutte suspendue réalisée manuellement et la technique de la goutte
assise réalisée a I'aide du robot CyBi-CrystalCreator (CyBio). Ces deux techniques se basent sur le
principe de diffusion en phase vapeur ou en présence de deux solutions de concentrations
différentes, I'’évaporation et la diffusion de I'eau d’une solution a l'autre va rééquilibrer les
concentrations. Sur ce principe, la protéine en solution que I'on souhaite cristalliser est mélangée en
ratio 1:1 avec une solution contenant un agent de précipitation de concentration donnée. Dans le cas
de la goutte suspendue, une goutte de ce mélange est déposée sur une lamelle qui sera retournée
au-dessus d’un puits ol se trouve la solution contenant I'agent précipitant. La lamelle est scellée au
puits de sorte a créer un systéme fermé (Figure 71-A). A ce moment, la concentration en agent
précipitant est deux fois moindre dans la goutte que dans le puits. Par conséquent, une partie de
I'eau de la goutte va s’évaporer et diffuser vers le puits jusqu’a atteindre un équilibre de la
concentration en agent précipitant. Ce phénomene aura pour effet de réduire le volume de la goutte
et par conséquent d’augmenter progressivement la concentration en protéine vers une super-
saturation dans la goutte (Figure 71-B). Si les conditions sont favorables, les macromolécules
protéiques s’agenceront de sorte a former un cristal. La formation du cristal va mobiliser une partie
des protéines ce qui va induire une diminution de la concentration en protéine en solution jusqu’a

atteindre un équilibre.
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Figure 71. (A) Schéma de la technique de la goutte suspendue. (B) Diagramme des phases en systeme de diffusion de
vapeur. (1) Etat initial lors du mélange de la solution protéique et de la solution en agent précipitant. (2) Etat apres
équilibration de la concentration en agent précipitant. (3) Etat final aprés cristallisation de la protéine. C;,, concentration
initiale en protéine en solution; Cg, concentration finale en protéine en solution; C;, concentration initiale agent
précipitant ; C;, concentration finale agent précipitant.
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5.2. Collecte de données de diffraction aux rayons X

Lors d’une collecte de données, un cristal est soumis aux rayons X. les rayons diffractés sont mesurés
a l'aide un détecteur. L'image obtenue est communément appelée « cliché de diffraction » ou
chaque point ou spot de diffraction est appelé « réflexion » (Figure 72). Chaque réflexion est

caractérisée par des coordonnées h,k,l, par une intensité (I) et par une erreur d’intensité (cl).

| Figure 72. Cliché de diffraction obtenu sur le diffractomeétre du laboratoire pour la protéine HxuA301-7his. |

La distance entre le cristal et le détecteur peut étre réduite ou augmentée selon que le cristal
diffracte a plus ou moins grande résolution. Plusieurs clichés de diffraction sont mesurés en faisant
pivoter le cristal d’'un degré ou moins entre chaque mesure (degré de rotation par image). Sur base
de ces premiers clichés de diffraction, les parametres de la maille ainsi que le groupe d’espace du
cristal sont déterminés a I'aide du logiciel XDS (Kabsch, 2010). Ces informations permettent de

déterminer le nombre de clichés nécessaire a I'obtention d’un jeu complet de données de diffraction.

5.3. Traitement des données de diffraction

Les réflexions sont indexées, intégrées (consistant en un calcul des intensités) et mises a I'échelle
avec le logiciel XDS (Kabsch, 2010). XDS va également réduire la quantité de données en moyennant
les données redondantes et fournir les statistiques liées a la collecte de données telles que la

complétude, la redondance ou encore la valeur de I/cl.

La complétude correspond au nombre de réflexions observées sur le nombre de réflexions possibles.
Le but est d’obtenir un jeu de données le plus complet possible étant donné que cela va influer sur la

qualité de la carte de densité électronique. La redondance correspond au nombre de réflexions
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observées sur le nombre de réflexions uniques. La valeur du Rperel €st un indicateur de qualité des
données utilisées. Au plus la valeur du Ryergel €st élevée, moins la qualité des données sera bonne. Le
Rimeas €5t un équivalent du Rereel mais qui reflete la qualité des données indépendamment de leur
multiplicité. Enfin la valeur I/cl est le rapport entre les intensités du signal (des réflexions) sur

I'intensité du bruit de fond.
5.4. Le phasage

En cristallographie il y a deux étapes limitantes, d’une part I'obtention de cristaux de protéine qui
diffractent et d’autre part la résolution du probleme des phases. En effet, pour obtenir une carte de
densité électronique, il faut réaliser I'opération mathématique de transformation de Fourier inverse
qui nécessite de connaitre I'amplitude et la phase de chaque onde diffractée. L'amplitude peut étre
directement calculée a partir des intensités mesurées pour chaque réflexion. Par contre, la phase ne

peut étre mesurée directement et doit donc étre déduite de maniére indirecte.

Dans le cadre de ma these, la technique de phasage utilisée est le remplacement moléculaire. Cette
technique utilise une autre protéine de structure proche comme modele. Pour réaliser le
remplacement moléculaire, le logiciel Molrep v.9.2 de la suite CCP4 v.6.1.13 a été utilisé (Winn et al.,
2011). Molrep va tenter de positionner correctement par des opérations de rotation et de translation
la structure du modele dans I'unité asymétrique. Molrep va également tenir compte du nombre de
molécules prédites par unité asymétrique. A partir de la solution trouvée, une carte de densité

électronique va étre calculée.
5.5. Construction et affinement du modele

Le logiciel ARP/WARP v.7.1 (Langer et al., 2008) permet de construire automatiquement dans la carte
de densité électronique un modele structurale sur base de la séquence primaire de la protéine
étudiée. Au plus la résolution des données de diffraction est grande, au meilleur et plus complet sera
le modele fourni par le logiciel. Ce modele sera ensuite complété par des constructions manuelles
des zones manquantes en utilisant le logiciel de visualisation Coot (Emsley et al., 2010). Ces étapes
de construction sont alternées avec des étapes d’affinement du modele réalisées avec le logiciel

REFMACS (Murshudov et al., 2011).

Au cours de et aprées I'affinement, plusieurs éléments de controle permettent de trouver et corriger
les erreurs présentes dans le modeéle. Bien que I'élément principal de contréle reste I'ceil du

chercheur, plusieurs statistiques peuvent I'aider.
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Parmi ces statistiques, on retrouve le facteur de température qui indique dans quelle mesure un
atome oscille et vibre depuis sa position spécifiée dans le modele. Le facteur de température moyen

(Mean B) se rapporte a I'ensemble des atomes du modéle.

Les valeurs de R,k €t Riee (facteurs R) permettent de vérifier si le modele n’a pas été suraffiné. Ces
deux valeurs mesurent I'accord entre les facteurs de structures (I'amplitude et la phase) observés et
calculés. La valeur du R, est calculée a partir des données utilisées pour I'affinement, 95% d’entre
elles dans notre cas, tandis que celle du R est calculée a partir des données restantes, les 5%
restantes. Lors de I'affinement du modéle, si la valeur du R, diminue en paralléle a celle du Ry,
alors le modeéle a effectivement été amélioré. En effet, le suraffinement n’a que peu d’effet sur la

valeur de Rj... Typiquement en fin d’affinement, les valeurs de facteurs R tournent autour de 20.

Les valeurs de RMSD des angles et des longueurs de liaison du modéle indiquent si ces angles et

longueurs de liaison sont conformes aux valeurs attendues.

Enfin, les statistiques de Ramachandran indiquent le pourcentage de résidus pour lesquels les angles

de torsions de la chaine principale sont énergétiquement favorables.
6. Microscopie de contraste interférentiel différentiel

La microscopie de contraste interférentiel différentiel ou DIC (Differential Interference Contrast) est
trés utile pour I'observation de spécimen non coloré et/ou vivant. En effet, cette technique, mise au
point au milieu des années 1950s par Georges Nomarski, permet d’améliorer le contraste de I'image
obtenue. Cet effet est obtenu en séparant une lumiére polarisée en deux rayons lumineux. Bien que
proche, ces deux rayons lumineux vont étre réfractés et dispersés différemment par le spécimen
provoguant un changement de phase. Les deux rayons lumineux sont ensuite rassemblés et vont par
conséquent interférer. Le rayon lumineux passe ensuite au travers d’un second filtre polarisant
rendant visible les changements de phase. Les contours des objets sont rendus plus visibles d’ou

I'intérét de cette technique pour I’étude morphologique de bactéries (Figure 73).
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Figure 73. Microscopie de contraste interférentiel différentiel ou DIC. (A) Schématisation de la technique DIC (Source de
I'image : http://www.olympusmicro.com/primer/techniques/dic/dicoverview.html). (B) Amoeba proteus observé par
microscopie DIC. (C) Amoeba proteus observé par microscopie optique a champ clair. (Source des images B et C:
http://www.leica-microsystems.com/science-lab/differential-intererence-contrast-dic/).

Dans le cadre du suivi morphologique des bactéries, les échantillons de culture bactérienne sont
normalisés sur base de la densité optique. Les échantillons sont ensuite déposés sur des lames porte-

objets enduites de poly-L-lysine.
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Figure 74. Alignement de séquences des domaines TPS de diverses protéines TpsA représentatives. La numérotation
indiquée en début de séquence pour chaque TpsA correspond au numéro du premier acide aminé suivant le peptide signal.
Les résidus partageant une identité supérieure a 90% parmi I'ensemble des TpsA sont surlignés en vert. Dans le cas de la
sous-famille de FHA (indiqué par une fleche), ces résidus sont surlignés en bleu. Et dans le cas de la sous-famille de HMW1A
(également indiqué par une fléche), ces résidus sont surlignés en rouge. FHA, Bordetella pertussis; HecA, Erwinia
chrysanthemi ; EthA, Edwardsiella tarda ; HpmA, Proteus mirabilis ; ShlA, Serratia marcescens ; HhdA, Haemophilus ducreyi ;
PaTpsA, Pseudomonas aeruginosa ; EtpA, Escherichia coli; RscA, Yersinia enterocolitica ; HxuA et HMW1A, Haemophilus
influenzae. Adapté de (Yeo et al., 2007).
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Figure 75. Alignement de séquences des domaines POTRA et du motif 3 de diverses protéines TpsB représentatives. Les
résidus conservés parmi I'ensemble des TpsB sont surlignés en vert. Dans le cas de la sous-famille de FhaC (indiqué par une
fleche), ces résidus sont surlignés en rouge. Et dans le cas de la sous-famille de HMW1B (également indiqué par une fleche),
ces résidus sont surlignés en bleu. FhaC, Bordetella pertussis ; ShIB, Serratia marcescens ; EthB, Edwardsiella tarda ; HomB,
Proteus mirabilis ; HhdB, Haemophilus ducreyi; HecB, Erwinia chrysanthemi; LspB, Haemophilus ducreyi,; RscB, Yersinia
enterocolitica ; EtpB, Escherichia coli; PFL_1466, Pseudomonas protegens; HxuB et HMW1B, Haemophilus influenzae
(Jacob-Dubuisson et al., 2009).
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Structure of the secretion domain of HxuA from

Haemophilus influenzae

Haemophilus influenzae HxuA is a cell-surface protein with haem-haemopexin
binding activity which is key to haem acquisition from haemopexin and thus is
one of the potential sources ol haem for this microorganism. HxuA is secreted
by its specific transporter HxuB. HxuA/HxuB belongs to the so-called two-
partner secretion systems (TPSs) that are characterized by a conserved
N-terminal domain in the secreted protein which is essential for secretion.
Here, the 1.5 A resolution structure of the secretion domain of HxuA,
HxuA301, is reported. The structure reveals that HxuA301 folds into a f-helix
domain with two extra-helical motifs, a four-stranded fi-sheet and an N-terminal
capping. Comparisons with other structures of TpsA sceretion domains are
reported. They reveal that despite limited sequence identity, strong structural
similarities are found between the f-helix motifs, consistent with the idea that
the TPS domain plays a role not only in the interaction with their specific TpsB
partners but also as the scaffold initiating progressive folding of the TpsA
proteins at the bacterial surface.

1. Introduction

Haemophilus influenzae has an absolute requirement for haem for
aerobic growth. Haem-haemopexin complexes are one of the
potential sources of haem for this microorganism. HxuA. a 96.3 kDa
cell-surface protein, has haem-haemopexin binding activity and
is the key to haem acquisition from haemopexin. HxuA belongs 1o
the HxuCBA system, which consists of an operon encoding three
proteins: HxuA, HxuB and the TonB-dependent haem receptor
HxuC (Cope et al. 2001). HxuA, which is conserved among
H. influenzae strains, is released at the cell surface by its transporter
HxuB (Cope er al., 1995), rendering the protein accessible for inter-
action with haem-haemopexin. Following the interaction between
HxuA and haem-haemopexin, haem is released and becomes
accessible to the haem receptor HxuC for transport within the
bacteria (Fourmer ef al., 2011).

A key element for efficient HxuA function is thus its transport
to the cell surface by s associated transporter HxuB. HxuA/HxuB
belongs to the so called two-partner secretion (TPS) pathway found
in Gram-negative bacteria (Jacob-Dubuisson er al., 2009). Currently.
hundreds of TPS s
scale sequencing

stems have been identified. mainly from large-
tiatives, and an increasing number of them are

being characterized. As implied by the name, TPS systems involve
couples of proteins: the secreted proteins are collectively called TpsA
proteins (the ‘cargos’) and their outer membrane partners are
collectively called TpsB proteins (the “transporters’). The defining
feature of the TpsA proteins is the presence of a conserved.
approximately 250-residue “TPS” domain located at the N-terminus of
the mature protein, Most TpsA proteins are large and are predicted
to form extended f-helix structures (Kajava er al., 2001; Kajava &
Steven, 2006). TpsB partners are 60 kDa proteins that are embedded
in the outer membrane and are composed of two large moiceties. The
periplasmic moicty is formed by two successive POTRA (polypeptide
transport-associated) domains (Sanchez-Pulido et al., 2003) involved
in the recognition of the TpsA cargo (Hodak er al., 2006: Delattre e
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al..2011). The C-terminal moiety is embedded in the outer membrane
and forms a l6-stranded antiparallel fi-barrel that delimits a channel
thought to be the translocation pore for the TpsA partner (Méli et al.,
2006). Schematically, the mechanistic model for two-partner secretion
is as follows. Like other signal-peptide-dependent secretion path-
ways. the first step is the export of the TpsA preprotein across the
cytoplasmic membrane by the See machinery. coupled with signal-
peptide cleavage (Braun er al, 1992: Grass & St Geme., 2000;
Chevalier er al.. 2004). The TpsA protein transits through the peri-
plasm in an extended conformation assisted by chaperones (Baud ef
al.. 2009) and recognizes the periplasmic domain of its cognate TpsB
partner, which initiates TpsA translocation through the TpsB pore.
The TpsA polypeptide progressively crosses the outer membrane and
folds. Additional steps found in a subset of systems include proteo-
Ivtic maturation of the TpsA protein and/or its release from the cell
surface into the milicu (Domenighini er al. 1990: Barenkamp &
Leininger, 1992: Ward et al., 1998; Aoki er al.. 2005).
Structure-based multiple sequence alignments of the TPS domains
of TpsA proteins have revealed two distinet subsets, with FHA, ShlA,
LspA. HpmA, HhdA and HecA clustered in one group (Clantin er al.,
2004) while HMWIA, HxuA., RscA and EtpA appear to form
another more distantly related cluster (Yeo er al, 2007). A similar

HisTrap FF
crude
100 KDa e
70 kDa —— S
55kDa —— w0
40 kDa —— s
35kDa —
e

25kDA ——

15kDa ——

(b)

Figure 1
(@) His;-HxuA301 crystal. (b)) SDS-PAGE gel of purified His;-HxuA30]
(333 kDa).

clustering is revealed for their associated TpsB partners (Jacoh-
Dubuisson er af.. 2009).

Structural studies of FHA/FhaC from Bordetella perussis led 1o
crystallographic determination of the secretion domain of FHA,
Fha30 (Clantin e al., 2004), and its membrane pariner FhaC, the only
TpsB structure reported to date (Clantin er al.. 2007). Further
structural data is available on another TpsA: the erystal structure of
the sceretion domain of Proteus mirahilis HpmA (HpmA2635: Weaver
er al., 2000) belongs to this subfamily. Only one TpsA structure has
been reported for the HMWIA/HMWIB sublamily, the secretion
domain of HMWI1A (HMWIA-PP: Yeo er al.. 2007). The HxuA/
HxuB system from H. influenzae belongs to this latter subfamily
(Jacob-Dubuisson e al., 2009). To date, all structures reported for
TpsA secretion domains originate from proteins which function as
adhesins or haemolysins in pathogenic processes, while HxuA has a
unique function among TpsA proteins as an interaction protein
promoting haem release from haemopexin. Despite these functional
differences. HxuA is also predicted to contain an N-terminal domain
required for the secretion process, while the functional domains
involved in haemopexin recognition are found in the rest of the
protein (Cope er al. 1994, 1998: Fournier er al.. 2011). As a first
attempt to further characterize HxuA at the structural level and gain
insights into its secretion process, we produced, purified, erystallized
and determined the structure of its secretion domain (HxuA301).

2. Methods
2.1. Construction of strains, prolein expression and purification

The pFHxuA 3y, vector was obtained as follow. A 5" segment of the
hxuA gene encoding amino acids 1-301 without the signal peptide
was amplified by PCR from H. influenzae KW20 genomic DNA using
the forward primer 5-GCGCAAGCTTCTCGAGAACACCACCA-
CCACCACCACCACCGGGATTTGCCACAAGGTAGCAGTGTA-
GTT-3" and the reverse primer 3-GACAGATCTTTAACCATTG-
ATATTAACGCTTTTGCCTGTAAA-3. The sequence encoding
the histidine tag is shown in bold. The amplicon was purified, digested
with Xhel and Bglll restriction enzymes (Fermentas) and cloned into
the pFLAG-CTS Expression Vector (Sigma-Aldrich). which contains
the ompA signal peptide sequence upstream of the multiple cloning
site.

The hxuB gene was amplified by PCR from H. influenzae KW20
genomic DNA using the forward primer 5-CCGCTCGAGAATTA-
GATCGGCCAGATACTGGA-3 and the reverse primer 5-GGA-
AGATCTTTAGAAAGTTTTAATCATAGA-3. The amplicon was
purified. digested with Xhol and Bgl/ll restriction enzymes
(Fermentas) and cloned into the pFLAG-CTS Expression Vector.
thus creating pFHxuB. The pCHxuB vector was obtained as follows.
The Ndel-Bgll fragment encoding the OmpA signal peptide and
the HxuB gene was excised from pFHxuB and inserted into the
pCOLADuet-1 vector. The integrity of all vectors was verified by
DNA sequencing.

The expression vectors pFHxuA,, and pCHxuB were co-trans-
formed into Escherichia coli strain BL2I(DE3)omps by electro-
poration (Prilipov er al, 1998). The bacteria were grown at 310 K in
11 LB medium supplemented with 100 pg mI™" ampicillin_ and
25 g ml™" kanamyein. Overexpression of His;-HxuAs,, and HxuB
was induced at an ODggq of 0.6 by the addition of 1 mM isopropyl
f-p-1-thiogalactopyranoside (IPTG) and cell growth was continued
for 3 hat 310 K.

After 1 h of centrifugation at 4700g, one tablet of EDTA-free
protease-inhibitor cocktail (¢cOmplete EDTA-free Protease Inhibitor
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Cocktail. Roche) and 50 mM imidazole pH 6.5 were added to the
culture supernatant. The His;-HxuAzy protein contained in the
supernatant was purified using a HisTrap FF Crude | ml column (GE
Healthcare) equilibrated with 50 mM imidazole pH 6.5 and was
cluted with 1 M imidazole pH 6.5. After clution, pure His;-HxuAzy,
was directly recovered at a concentration of 2.8 mg ml™" (Fig. 1).

2.2, Cryslallization

Crystallization trials were carried out by the hanging-drop vapour-
diffusion method. The conditions from The Cryos Suite screening kit
(Qiagen) were mvestigated by mixing 1 pl protein solution and 1 pl
well solution at 293 K. Initial crystallization hits were optimized to
obtain suitable crystals for data collection. The best crystallization
condition was | M imidazole pH 6.5 (from the protemn solution),
0.095 M trisodium citrate pH 5.6, 19%(v/v) 2-propanol. 5% (v/v)
glycerol, 12%(w/v) PEG 4000 (Fig. 1), vielding crystals that belonged
to space group F'2; with unit-cell parameters a = 38.99, b = 70.84,
c= 10498 A, f=98.1°.

2.3. Data collection and processing

Prior to data collection, the crystals were briefly soaked in 0.095 M
trisodium citrate pH 3.6, 19%(v/v) 2-propanol. 5%(v/v) glycerol,
19%(w/v) PEG 4000, X-ray data were collected at 100 K on the
PROXIMAL beamline at the SOLEIL synchrotron (Gif-sur-Yvette,
France). The diffraction data were indexed. integrated, scaled and
merged with the XDS package (Kabsch, 2010). The statistics of data

p2

B14/B15
p22/p23

structural communications

collection are summarized in Table 1. The volume of the unit cell
suggests the presence of two molecules in the asymmetric unit.

2.4. Structure solution and refinement

The structure of the secrction domain HxuA301 was solved by
molecular replacement using MOLREP v.9.2 from the CCP4 suite
v.b. 113 (Winn eral , 2011). A search model based on the HMWI1A-PP
structure (PDB entry 2odl: Yeo er al, 2007), which shares 26.9%
sequence identity with HxuA301, was prepared in which side chains
were truncated 10 alanine using PDBSET from the CCP4 suite
v.0.1.13 (Winn er al., 2011). Model building was performed using
ARPIWARP vT.1 (Langer ef al.. 2008) coupled to the CCP4 package.
specifically using REFMACS (Murshudov et al. 2011). The two
molecules in the asvmmetric unit were treated independently during
refinement. Rounds of model manipulation using Coot (Emsley ef al.
2010) interspersed with refinement using REFMACS were used to
complete the protein model with the addition of water molecules. The
final refinement statistics are presented in Table 1.

The loops between strands £15 and 16 in monomers A and B (sce
Fig. 4b for fstrand numbering) are not well defined, with residues
Leul26-Glnl30 and LysI27-Gilul34 missing in the electron-density
map, respectively. Monomer B presents four additional poorly
defined regions (residues Glul13-Asn 118, Thr181-Serl85, Glul192-
Alal9s and Gly217-GIn220). The overall B factors are 19.2 A? for
monomer A and 22.6 A% for monomer #.

B14/815 __B14/B1S
p22/p23 ) )Bzzmzs
| SN

Figure 2

(@) Ribbon representations of the f-helix structure of HxuA301, 81 and B2 are coloured purple, PB1 green, PB2 sky blue, PB3 dark blue and the extra-helical monif g14/815
B2UA23 pink. (b) Ribbon representation of the HxuA301 dimer corresponding to the asymmetric unit of the erystal, N- and C-terminal extremities are indicated.
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3. Results and discussion
3.1. General comments and overall structure

The HxuA301 protein folds as a right-handed parallel fi-helix
consisting of ten coils (Fig. 2a). Each coil contributes to a complete
turn of the parallel -helix (Jenkins & Pickersgill. 2001). Like the TPS
domains of FHA from B. pertussis and HpmA from P. mirabilis.
HxuA301 crystallizes as a homodimeric fi-helix (Fig. 2b). This dimeric
organization appears to be functionally irrelevant because it results
from the antiparallel p-complementation of the C-terminal last
f-strands of the truncated protein. The dimensions of a monomer of
HxuA301 are 50 x 38 x 30 A.

The structural motf of the right-handed parallel g-helix is made up
of three parallel fi-sheets named PBI, PB2 and PB3 (Fig. 2a). The
coils of the f-helix become more regular from the N-terminal to the
C-terminal part to iinally display a triangular-shaped section. In most
right-handed f-helices the hydrophobic core is shiclded from the
solvent by an amphipathic e-helix at the N-terminus (Jenkins &
Pickersgill. 2001). However, the N-terminal capping of the HxuA301
A-helix is carried out not by an a-helix but by strands 1 and 2. g1
and A2 initiate PB2 and PBI. respectively, and represent the only
antiparallel strands found in the three parallel f-sheets PB1-3.

Residues whose side chains are oriented towards the mterior of
the f-helix are mostly hydrophobic. In its f-helix motif, HxuA301
includes ‘stacked’ residues, defined as similar residues found at
equivalent position in adjacent coils (Yoder et al.. 1993 Petersen et
al., 1997; Jenkins & Pickersgill, 2001). The PB1 f-sheet of HxuA301
includes two aliphatic stacks composed of six and ten residues, with
the longer stack running along the entire parallel f-sheet. These
stacks are composed of alanine, valine, leucine, isoleucine and
methionine residues, The PB2 f-sheet of HxuA301 also includes two
aliphatic stacks of six and nine residues composed of alanine, valine,
leucine and isoleucine residues. Finally, PB3 includes two aliphatic
stacks composed of three and eight residues comprising only valine
and isoleucine. The shortest aliphatic stack is directly followed by an
asparagine ladder involving residues Asnl39. Asnl38, Asn202 and
Asn228 from f16, A19, B24 and 27, respectively. This asparagine
ladder is also found in the structure of HMWIA-PP (Yeo ef al., 2007).

Extra-helical motif

p23 p1s

PB2

Figure 3

Close-up view of the interaction between the extra-helical motif and PB2. This
motif, composed of strands g4, 15, f22 and 23, interacts with PB2 via one salt
bridge (between Argbl from 7 and Aspl07 from £14) and via a network of
aromatic-aromatic interactions involving eight residues: three tyrosines (Tyr39,
Tyr81 and Tyrl71) and five phenylalanines (Phel02, Phel22, Phel48. Phel78 and
Phe180).

4 ()f 6 Baclen e al. + Secretion domain of HxuA

Table 1

Data-collection and refinement statistics for HxuA301 (PDB entry 4i84).

Values in parentheses are for the outermost resolution shell.

Data collection
Unit-cell parameters (A, ")

Space group
Beamline
Wavelength (A)
Temperature (K)
Detecton
Crystal-to-detector distance (mmy)
Rl n range per image (7)
Exposure time per image (s)
Images collected
Resolution (A)
No. of reflections
Observed
Unigue
Crystal mosaicity (7)
Completeness (%)
Multiplicity
| R
Rt (%)
{llail))
Refinement
Racet (%)
Risee® (%)
Mean B (A%
No. of non-H atoms
Protein
Witer
Roms.d.
Bond lengths (A)
Bond angles ()
Ramachandran statisticst4 (%)
Preferred
Allowed
Disallowed

a =389, b = T0.84,
e= 10408 8= 981

P2,

PROXIMAL, SOLEIL

0.98011

10

PILATUS 6M

269.63

0.2

02

1200

1.50 (1.59-1.50)

397746 (62011)
ROB61 (14222)
02

99.2 (Y7.8)

44 (44

36 (27.8)

40 (3L

217 (4.6)

159 (23.2)
210 (29.4)
209

4708
171

0.027
2236

= 3o 30 RN — (RO |3 s 3 LUhD), where JihkD) is the observed

intensity and (f{hkl)) is the average intensity for multiple measurements.  § Rpye =
S NCED /INGREL) = A2, kKD = (KDY |8 5 LKD), where N(RkI) bs the
number of times a given reflection has been observed.  § R = En” ||,f-'“|_| - |F.-x|.-|||"’

¥ s P where F,

is the observed structure factor and F_g, 15 the calculated structure

factor, % Ry is the same a5 Ry, except caleulated using 5% of the data that were not

included

any refinement cale

Iran values are given by the

PROCHECK software from the CCP4 suite v.0.1.13 (Winn er al., 2011).

Sequence analyses reveal that this asparagine motif is present in all
functionally characterized TpsA proteins of this subfamily. such as
the adhesin EtpA from L. coli and RscA from Yersinia enterocolitica.
suggesting that this motif might be a signature of the HMWIA
subfamily.

HxuA301 presents one extra f-helix motif corresponding to an
antiparallel f-sheet composed of strands 14, £15, B22 and £23 and
flanked against PB2 (Fig. 2a). This extra-helical motif interacts with
PB2 via one salt bridge (between Arg6l from 87 and Aspl07 from
FA14) and via a network of aromatic-aromatic interactions involving
cight residues: three tyrosines (Tyr39, Tyr81 and Tyrl71) and five
phenvlalanines (Phel02. Phel22. Phel48. Phel78 and Phel80)
(Fig. 3). Within the HWMI1A subfamily. such an extended aromatic—
aromatic network is only found in HxuA. The structure of HMWIA-
PP reveals a smaller aromatic network involving four residues al the
interface between the extra-helical motif and PB2.

3.2. Structure comparison

HxuA301 from H. influenzae is the fourth TpsA secretion-domain
structure to be reported to date, in addition to those of Fha30 from
B. pertussis (PDB entry Lrwr: Clantin er al., 2004), HMWIA-PP from
H. influenzae (PDB entry 2odl: Yeo er al.. 2007) and HpmAZ265 from
P. mirabilis (PDB entry 3fy3: Weaver er al.. 2009). All secretion
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domains form a right-handed p-helix structure composed of three
parallel B-sheets and capped by two or three fB-strands (Fig. 4). This
capping is specific to TpsA proteins: in other proteins adopting a
right-handed f-helical fold, the hydrophobic core is shielded from the
solvent by an amphipathic a-helix at the N-terminus. This specificity
may result from the specialization of TPS systems for the secretion of
proteins essentially composed of amphipathic f-strands.

Despite the low sequence conservation, the extra-helical motif
B14/p15-p22/B23 forming an antiparallel B-sheet is systematically

90°
B14/p15
B22/p23

HMW1A

HpmA

HMW1A
FHA

HpmA

HxuA
HMW1A
FHA

Figure 4

observed. with a slight difference in HMWI1A-PP. in which strand
Bl4 is replaced by an a-helix (represented in yellow in Fig. 4). The
functional role of this a-helix is still unknown. The conserved extra-
helical motif may presumably be required at some stage in the
mechanism of secretion. Indeed, functional studies of the FHA/FhaC
system revealed that the deletion of hairpins in this region drastically
reduced secretion (Hodak et al.. 2006).

The TpsA proteins are divided into two subfamilies: the FHA and
the HMWIA subfamilies (Yeo et al.. 2007: Jacob-Dubuisson et al..

VSYF} --GSl!!O,S

Structural alignment of TPS domains from TpsAs of known structure. 81 and B2 are coloured purple, PB1 green, PB2 sky blue, PB3 dark blue and the extra-helical motifs
pink (and yellow in the case of the a-helix present in the HMWIA structure). The loop B7*/B8* specific to the FHA/FhaC subfamily is coloured red. (a) Ribbon
representation of the structural alignment of TPS domains from HxuA301. HMWIA (PDB entry 20dl). HpmA (PDB entry 3fy3) and FHA (PDB entry Irwr). (b) Sequence
alignment based on structural alignment of TPS domains of known structure. The residues whose side chains are oriented towards the interior of the -helix are marked by a

black triangle.
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2004). In addition to the f14/815-22/623 motif. TpsA proteins from
the FHA subfamily show a second extra-helical motif made up by a
long extension containing two antiparallel f-strands, designated loop
B7* B8, This extension includes the NPNL motif which is conserved
throughout this subfamily. Although of unknown function, this motif
may play a specific role in the secretion mechanism of these TpsA
proteins, for which a stable interaction between the N-terminal
extremity of FHA and FhaC has been hypothesized during the
secretion process (Mazar & Cotter, 2006).

HMWIA-PP, Fha30 and HpmAZ265 share 30.3. 14 and 14% iden-
tity. respectively, with HxuA over the 301 residues of the HxuA
construct. The r.m.s. deviation calculated from residues whose side
chains are oricnted towards the interior of the helix (marked by a
black triangle in Fig. 4b) is 0.55 A between HxuA301 and HMW1A-
PP, 1.41 A between HxuA301 and HpmA265 and 1.29 A between
HxuA301 and FHAS30. Thus, despite imited sequence identity, strong
structural similarities are found between the f-helix motifs of TpsA
proteins.

We thank the PROXIMAT beamline staff for support during data
collection. SB is supported by a PhD fellowship from the CNRS.
FD, BC and VV are researchers from the CNRS. This work has been
supported by the CNRS, ANR grant DYN FHAC (2010-2014), the
Region Nord-Pas-de-Calais (France) and the CPER-CIA.

References

Aoki S K., Pamma, R., Hemday, A. 12, Bickham, 1. E., Braaten, B. A, & Low,
DL AL (2005). Science, 309, 12451248,

Barenkamp, 5. 1. & Leininger. E. (1992). Infect. Immun. 60, 1302-1313.

Baud. C., Hodak. H., Willery, E.. Drobeeq. H., Locht, C., Jamin, M. & Jacob-
Dubuisson, F. (2009). Mal. Microhiol. 74, 315-329.

Braun. V.. Hobbie, 5. & Ondraczek, R. (1992). FEMS Microbiol. Len. T9.
299-305.

Chevalier, N., Moser, M., Koch, H.-G., Schimz, K.-L.. Willery, E., Locht, C.,
Jacob-Dubuisson, I, & Miiller, M. (2004). J. Mol. Microbiol. Biotechnol. 8,
7-18.

Clantin, B., Delattre, A.-S., Rucktooa, P, Saint, N. Méli, A. C., Locht, C.,
Jacob-Dubuisson, E & Villeret, V. (2007). Science, 317, Y57-961.

Clantin, B., Hodak, 1., Willery, E., Locht, C., Jacob-Dubuisson, F. & Villeret,
Vo (2004). Proc. Nail. Acad. Sci. USA, 101, 6194-6199,

Cope, L. D., Love, R. P. Guinn, 5. E., Gilep, A.. Usanov, 5., Estabrook, R. W.,
Hrkal, Z. & Hansen, E. L (2000). fnfect. fmmun. 69, 2353-2363.

Baeclen et al. + Secretion domain of HxuA

6 of 6

Cope, L. D, Thomas, 5. E., Hrkal, Z. & Hansen, E. 1 (1998). Infect. Immun. 66,
45114516,

Cope, L. D, Thomas, 8 E., Latimer, J. L., Slaughter, C. A, Miiller-Eberhard,
L & Hansen. E. L (1994). Mol Microbiol 13, 863-873.

Cope, L. D, Yogev, R., Muller-Eberhard, U, & Hansen, E. J. (1995). L
Bacteriol. 177, 2644-2653.

Delattre, A.-S., Saint, N, Clantin, B., Willery, .. Lippens, G., Locht, C.,
Villeret, V. & Jacob-Dubuisson, E (2001). Mal Microbiofl 81, 99-112.

Domenighini, M., Relman, D., Capiau, C., Falkow, S., Prugnola, A., Scarlato, V.
& Rappuoli, R, (1990). Mol Microbiol. 4, T87-800.

Emsley, P. Lohkamp, B.. Scott. W. G. & Cowtan. K. (20010). Acta Cryst. D66,
486-5011.

Fournier, C., Smith, A. & Delepelaire. P (2011). Mol Microbiol. 80, 133-1485.

Grass, 8. & St Geme, I WL IIT (2000). Mol. Microbiol. 36, 55-67.

Hodak, H., Clantin, B., Willery, E., Villeret, V., Locht, C. & Jacob-Dubuisson,
F. (2006). Mol Microbiol. 61, 368-382,

Jacob-Dubuisson, F., Villeret. V., Clantin, B.. Delattre, AL-5. & Saint, N, (2009).
Biol. Chem. 390, 675-684,

Jenkins, 1. & Pickersgill, R (2001). Prog. Biophvs. Mol. Biol. 77, 111-175.

Kabsch, W, (2010). Acta Cryst. D66, 125-132.

Kajava, A. V., Cheng, N., Cleaver, R., Kessel, M., Simon, M. N, Willery, E.,
Jacob-Dubuisson, F., Locht, C. & Steven, A. C. (2001). Mol. Microbiol. 42,
279-292,

Kajava, A. V. & Steven, A. C. (2006), Adv, Protein Chem. T3, 55-96,

Langer, G, Cohen, 8, X., Lamzin, V. 5. & Perrakis, A. (2008). Natwre Profoc. 3,
1171-1179.

Mazar, L. & Cotter, P A, (2006). Mol Microbiol. 62, 641-654.

Meh, A. C., Hodak, H., Clantin, B,, Locht, C_, Molle, G., Jacob-Dubuisson, I &
Saint, N, (2006). J. Biol. Chem. 281, 158-166,

Murshudov, G. N.. Skubik, B, Lebedev, A, Ao, Pannu, N. 5. Steiner. R, AL,
Nicholls, R. A.. Winn, M. D.. Long, F. & Vagin, A. A. (2011). Acta Cryst.
D67, 355-367.

Petersen, T, N.. Kauppinen. 8. & Larsen. 8. (1997), Structure, 5, 533-544.

Prilipov, A., Phale, P. S, Van Gelder, P, Rosenbusch, 1. P & Koebnik, R.
(1998). FEMS Microbiol. Lert. 163, 65-72.

Sanchez-Pulido, L., Devos, D, Genevrois, S, Vicente, M. & Valencia, A.
(2003). Trends Biochem. Sci. 28, 523-526.

Ward. C. K.. Lumbley, 8. R.. Latimer, 1. L., Cope, L. D. & Hansen, E. 1 (1998).
I, Bacteriol. 180, 6001 3-6022,

Weaver, T. M., Hocking, J. M., Bailey, L. ). Wawrzyn, G. T., Howard, D. R.,
Sikkink. L. A., Ramirez-Alvarado, M. & Thompson, 1. R. (2009). J. Biol.
Chem. 284, 22297-22309.

Winn, M. D, er al. (2011). Acta Cryse. D67, 235-242,

Yeo, H.-l. Yokoyama, T.. Walkiewicz. K., Kim, Y. Grass 5. & 5t Geme,
LWL (2007). £, Biol. Chem. 282, 31076-31084.

Yoder, M. D, Lietzke, 8. E. & Jurnak, E (1993). Structuere, 1, 241-251.

Acta Cryst. (201 3). F&9

120

© 2014 Tous droits réservés.

doc.univ-lille1.fr



PUBLICATIONS

Thése de Stéphanie Baelen, Lille 1, 2013

2. Revue

CrossMark

Institut Pasteur

Research in Microbiology 164 (2013) 583—595

“Two-partner secretion : as simple as it sounds?”

J

www.elsevier.com/locate/resmic

Two-partner secretion: as simple as it sounds?

a.b.c.d. s

Francoise Jacob-Dubuisson

, Jérémy Guérin

a.b.c.d

. Stéphanie Baelen *°, Bernard Clantin *¢

“Inserm U1019, Lille, France
" CNRS UMR 8204, Lille, France
€ Institut Pasteur de Lille, Center for Infection and Immunity of Lille, 1 rue Calmette, 50919 Lille, France
d Universite Lille Nord de France, Lille, France
“ Interdisciplinary Research Institute, USR3078 CNRS, Parc de la Haute Borne, 50 av. Halley, BP 70478, 59658 Villeneuve d'Ascq, France

Received 12 November 2012: accepted 5 February 2013
Available online 28 March 2013

Abstract

The two-partner secretion (TPS) pathway is a branch of type V secretion. TPS systems are dedicated to the secretion across the outer
membrane of long proteins that form extended B-helices. They are composed of a “TpsA’ cargo protein and a “TpsB’ transporter, which belongs
to the Omp85 superfamily. This basic design can be supplemented by additional components in some TPS systems. X-ray structures are available
for the conserved TPS domain of several TpsA proteins and for one TpsB transporter. However, the molecular mechanisms of two-partner
secretion remain to be deciphered, and in particular, the specific role(s) of the TPS domain and the conformational dynamics of the TpsB
transporter. Deciphering the TPS pathway may reveal functional features of other transporters of the Omp85 superfamily.
© 2013 Institut Pasteur. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: Protein secretion; Bacterial secretion pathways: Gram-negative bacteria; Membrane protein: Virulence factors: Protein transport

1. Introduction

The denomination ‘two-partner secretion pathway’ was
coined in 2001 to describe what was then a handful of protein
secretion systems homologous to one another and distinct
from previously defined pathways in Gram-negative bacteria
(Jacob-Dubuisson et al., 2001). It was soon to be considered a
branch of type V secretion, alongside the autotransporter (AT)
pathway (Henderson et al., 2004). This grouping, initially
based on a number of common features between the two
pathways, has recently found new ground with the discovery
that secretion in both of them depends on transporters of the
Omp85 superfamily.

Currently, hundreds of TPS systems have been identified
thanks mainly to large-scale sequencing programs, and an
increasing number of them are being characterized. As implied

* Corresponding author. Inserm U1019, Lille, France. Tel.: 433 320 87 11
55: fax: 433 320 87 11 58.
E-mail address: francoise.jacob@ibl.fr (F. Jacob-Dubuisson).

by the name, there are two major players in TPS systems, the
secreted proteins collectively called TpsA proteins (‘the car-
¢os’) and their outer membrane partners collectively called
TpsB proteins (‘the transporters’). The defining feature of the
TpsA proteins is the presence of a conserved, approximately
250-residue-long “TPS’ domain located at the N-terminus of
the mature protein. Most TpsA proteins are large and predicted
to form extended solenoid structures, much like classical, type
Va AT proteins (Kajava and Steven, 2006; Kajava et al., 2001).

TpsB partners are =60 kDa proteins embedded in the outer
membrane. The structure of the TpsB transporter FhaC serves
as a model for the TpsB family (Clantin et al., 2007). TpsB
proteins are composed of two large moieties. The periplasmic
moiety is formed by two successive POTRA (polypeptide
transport-associated) domains (Sanchez-Pulido et al., 2003)
involved in the recognition of the TpsA cargo (Delattre et al.,
2011; Hodak et al., 2006). The C-terminal moiety is embedded
in the outer membrane and forms a 16-stranded, anti-parallel
B-barrel that delimits a channel thought to be the trans-
location pore for the TpsA partner (Méli et al., 2006). Sche-
matically, the mechanistic model for two-partner secretion

0923-2508/$ - see front matter © 2013 Institut Pasteur. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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goes as follows. Like other signal-peptide-dependent secretion
pathways, the first step is the export of the TpsA preprotein
across the cytoplasmic membrane by the Sec machinery,
coupled with signal-peptide cleavage (Braun et al., 1992;
Chevalier et al., 2004; Grass and St Geme, 2000). No Tat-
dependent TpsA proteins have been identified thus far, most
likely because folded cargos are not compatible with TpsB-
mediated translocation across the outer membrane (Guédin
et al., 1998). The TpsA protein transits through the peri-
plasm in an extended conformation assisted by chaperones

(Baud et al., 2009) and recognizes the periplasmic domain of

its cognate TpsB partner, which initiates TpsA translocation
through the TpsB pore. The TpsA polypeptide progressively
crosses the outer membrane and folds. Additional steps found
in a subset of systems include proteolytic maturation of the
TpsA protein and/or its release from the cell surface into the
milieu (Aoki et al., 2005; Barenkamp and Leininger, 1992;
Domenighini et al., 1990; Ward et al., 1998).

TpsB transporters belong to the Omp85 superfamily of

protein transporters, ubiquitous proteins found in both the
eukaryotic and prokaryotic kingdoms of life (Fairman et al.,

2011; Gentle et al., 2005; Hsu and Inoue, 2009; Schleiff

et al., 2011) (Fig. 1). Notably, BamA and its orthologs are
essential proteins that, together with outer membrane lipo-
proteins, form hetero-oligomeric complexes involved in porin
assembly in Gram-negative bacteria (for reviews: Bos et al.,
2007; Grijpstra et al., in press; Knowles et al., 2009; Ruiz

et al., 2006). Similar proteins are encoded in the genomes of

other groups of bacteria with a second membrane (so-called
‘diderms’; note that the composition of this membrane may
differ from the outer membrane of Gram-negative bacteria),
including Cyanobacteria, Spirochetes and Deinococcales

3

1amB;

Gram-negative bacteria

(Arnold et al., 2010; Bolter et al., 1998; Gentle et al., 2005;
Nesper et al., 2008; Reumann et al., 1999). The superfamily
also includes transporters in membranes of various organelles
of endosymbiotic origin. Thus, Sam50/Tob55 is the central
piece of a complex that mediates protein insertion into the
outer membrane of mitochondria, and it is likely that Toc75-V
(Oep80) has a similar function in chloroplasts (Hsu and Inoue,
2009; Paschen et al., 2003; Patel et al., 2008; Schleiff and Soll,
2005). Toc75-111 is the core of a hetero-oligomeric complex
involved in translocating proteins from the cytosol across the
outer membrane of chloroplasts (Schleiff et al., 2003; Sommer
et al., 2011). Similarly, the protein import channel of the
trypanosomatid mitochondria outer envelope, called Atom,
possibly belongs to the Omp85 superfamily (Harsman et al.,
2012; Pusnik et al., 2011; Zarsky et al., 2012). Yet other
Omp85 family members are found in prokaryotic-derived
membranes of ‘secondary’ plastids of protists (Bullmann
et al., 2010; Schleiff et al., 2011).

The hallmark features of the Omp85 superfamily include
the presence of one to several N-terminal POTRA domains
involved in protein—protein interactions — substrate recogni-
tion or assembly of heteromeric complexes-, and a predicted
C-terminal B-barrel domain harboring conserved motifs
(Arnold et al., 2010; Jacob-Dubuisson et al., 2009; Moslavac
et al., 2005). The major roles of those proteins are the inte-
gration of cargo proteins into a membrane or the translocation
of cargos across a membrane (Fig. 1). Regarding protein
translocation, some transporters are specialized in the import
of the cargo protein(s), while others mediate export. As for
protein integration into the outer membranes of organelles, it
occurs by conservative sorting in mitochondria, whereby
proteins synthesized in the cytosol and destined to the outer

Toc?S OMPs

Mitochondria

Chloroplast

Fig. 1. Schematic representation of Omp85 superfamily proteins (in dark blue) and their major functions in Gram-negative bacteria (A—C), mitochondria (D—E)
and chloroplasts (F). A) Two-partner secretion pathway. The TpsB protein secretes into the extracellular milieu its cognate TpsA partner. B) BamA is the core of
the essential BAM complex (B-Barrel Assembly Machinery) responsible for integration of outer membrane proteins. C) TamA and TamB form the Translocation
and Assembly Module (TAM) complex involved in the transport and assembly of a subset of autotransporters (ATs). D) Pre-proteins are translocated to mito-
chondria via the Translocase of the Outer Membrane (TOM) complex. The Sorting and Assembly of Mitochondria (SAM) complex, which includes the Omp85
protein Sam50, is required for the insertion of B-barrel OMPs and possibly of some z-helical components of the TOM complex. E) Mitochondria of trypano-
somatids lack a bona fide Tom40. Instead, the Archaic Translocase of the Outer Mitochondrial membrane (ATOM) fulfills this function. Its phylogenetic origin
remains debated, and sequence alignments have revealed a truncated barrel lacking some of the motifs of the Omp85 superfamily. F) Toc75-111 is the core of the
TOC complex required for the translocation into chloroplasts of cytosolically synthesized proteins, whereas Toc75-V is part of a complex involved in the assembly
of outer membrane proteins. OM, outer membrane: IM, inner membrane; P, periplasm; IMS, intermembrane space; Sec YEG, translocation channel complex of the
Sec secretory system; OMPs, outer membrane proteins; ATs, autotransporters. Adapted from Fairman et al. (2011), Knowles et al. (2009), Schleiff and Soll (2005).
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membrane of the organelle are first translocated to the inter-
membrane space by a distinct machinery and then integrated
into the outer membrane by the Sam complex (Schleiff and
Soll, 2005: Sommer et al., 2011). Thus far, it appears that
each type of transporter performs either integration or trans-
location and works in a single direction. However, even this
may eventually be questioned.

TpsB transporters are not essential, nor are they part of
large complexes, and therefore they appear to be ideally
simple models to decipher essential principles of the super-
family (Jacob-Dubuisson et al., 2009). However, the apparent
simplicity of the TPS pathway is somewhat deceptive, and its
molecular mechanisms of secretion largely remain to be
understood.

2. Diversity of TPS systems: is “two-partner” a
misnomer?

The functions of a limited number of TpsA proteins have
been characterized among the hundreds of predicted TpsA
proteins encoded in proteobacterial genomes. Although most
systems under study are found in pathogenic bacteria, TPS
systems are clearly not restricted to pathogens, but appear to
be involved in interactions between bacteria and their envi-
ronment in a general sense, either host tissues, substratum, self
or other microorganisms. The functions identified for TpsA
proteins include adherence, proteolysis, inhibition of phago-
cytosis, systemic dissemination of bacteria, intracellular sur-
vival, bacterial aggregation and biofilm formation, hemolysis/
cytolysis, contact-dependent growth inhibition and iron
acquisition, which contribute to bacterial fitness or virulence
(Anderson et al., 2012; Aoki et al., 2005, 2010; Cope et al..
1995; Gottig et al., 2009; Jacob-Dubuisson et al., 2004; Kida
et al., 2008; Nelson et al., 2001; Rojas et al., 2002; Roy
et al., 2009; Serra et al., 2012; Tala et al., 2008; Vakevainen
et al.. 2003). Except for the TPS domain, TpsA proteins
differ considerably. This very limited overall sequence identity
and very diverse sizes — from approximately 700 to more than
5000 residues — likely explain their large functional diversity.
Nevertheless, most of them are predicted to form extended B-
helices, with the B-helical fold serving as a scaffold for the
display of motifs or domains with specific functions (Bradley
et al., 2001: Kajava and Steven, 2006).

The analysis of 7ps loci has revealed that, in many cases, the
two partners are encoded in an operon (Jacob-Dubuisson et al.,
2001) (Fig. 2A). However, several genomes encode more
TpsA than TpsB proteins, and therefore it is likely that some
TpsB transporters have more than one TpsA cargo. This was
shown to be the case for the 86% identical LspAl and LspA2
of Haemophilus ducreyi, both secreted by the LspB trans-
porter, and for FhaB and FhaS of Bordetella bronchiseptica,
both secreted by FhaC (Julio and Cotter, 2005; Ward et al.,
1998, 2004). Neisseria meningitidis MCS58 harbors genes for
five TpsA proteins and two TpsB proteins, classified into three
systems based on sequence similarities (van Ulsen and
Tommassen, 2006; van Ulsen et al., 2008). The TpsA pro-
tein of system #3 is expressed during infection but has no
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Fig. 2, Organization of ips loci. A) Most ps loci harbor a pair of 7psA and 1psB
genes (shown in black and white throughout the figure, respectively),
frequently in the order BA. In rare instances two BA pairs are found in tandem.
This is exemplified by Pasteurella multocida subsp. multocida Pm70 (PMO056
to PM0059) (first line). The A and B genes are not necessarily contiguous. like
fhaB and fhaC in Bordetella pertussis, separated by four intervening. unrelated
genes coding for the pilus assembly machinery (second line). In some operons,
additional tps-related genes are found. These include the fimwC genes coding

for glycosyltransferases that modily the TpsA HMW1 and 2 proteins in H.
influenzae, and genes coding for immunity proteins of contact-dependent
systems in various genera. A fourth gene, bep@, can be found following
bepl as in Burkholderia thailandensis (BTH_12721 to _12723) (third line).
Note that. in some of those operons, the order of the genes differs from the one
shown here. B) Several A genes can be found for a single B gene. They are
either in tandem on the same strand as in Minibacterium massiliensis
(mma_I615 to mma_1617), or with the second A separated from the complete
pair by intervening genes in Arcobacter nitrofigilis  (Arnit_2074,
Arnit_2075, Arnit_2080) (first line). A tpsB gene with two fpsA genes on the
same strand is found in Burkholderia ambifaria AMMD (Bamb_5443,
Bamb_5444 and Bamb_5446) or in Ralstonia eutropha JIMP 134 (Reut_A2930),
Reut_A2932, Reut_A2933) (second line). Alternatively, the second A is on the
opposite strand as in Burkholderia phymatwm (Bphy_5860 to Bphy_5862)
(third line), or separated by intervening genes. as in Neisseria meningitidis
H44/76 (NMBH4476_1684. NMBH4476_1685 and NMBH4476_1688)
(fourth line). C) In rare cases, one B is found close to several As, as in
FPusillimonas sp. T7-7 (PT7_0253, PT7_0268, PT7_0272, PT7_0286.
PT7_0287) and in Anabaena sp. PCC7120 (all5116, all5104 to all5108 and
all5S110 to all5115). tpsB genes are represented by while arrows, fpsA genes by
black arrows, and other genes by gray arrows. Genes are approximately drawn
to scale. Parentheses indicate blocks absent from some of the loci described.
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cognate transporter., and therefore it is probably secreted by a
TpsB protein of system #1 or #2 (van Ulsen et al., 2008). A
more extensive search for #ps loci in eubacteria has confirmed
that loci with 7psB and 1psA genes in tandem prevail, but
several other arrangements are found. Thus, loci containing
two pairs of #psB tpsA genes occur (Fig. 2A), as well as loci
harboring a single 7psB gene with two psA genes. The ori-
entations of the 7psA genes relative to the psB — on the same
strand or divergent — indicate the possibility of distinct reg-
ulations for the two #psA genes (Fig. 2B). Rare cases have also
been found with more than two psA genes in the same locus
as a single 1psB gene (Fig. 2C). Although, whether the genes
are transcribed and functional is unknown, in most of those
cases, the one-to-one concept for the TPS pathway largely
appears to be an oversimplification. It will be interesting to
address the specificity of TpsB transporters for their TpsA
substrates in a more thorough manner.

An additional layer of diversity comes from the fact that
more than two partners are involved in some TPS systems
(Fig. 2A). A first type is exemplified by the HMWI1 and
HMW?2 adhesins of non-typeable Haemophilus influenzae,
whose genes are found in the imw/abc and hmw2abc operons,
respectively (Barenkamp and St. Geme, 1994). Secretion of
HMWI1 and HMW2 requires both the TpsB transporters
HMWIB or 2B and the enzymes HMWIC or 2C (St Geme
and Grass, 1998). HMWIC has been shown to add mono- or
di-hexoses to Asn residues in repeated sequence motifs of
HMW1 (Gross et al., 2008), thus protecting the adhesin
against proteolytic degradation.

Tps operons that encode contact-dependent growth inhibi-
tion (CDI) systems also contain additional genes (Aoki et al.,
2005). The cdiBA genes are followed by a short cdil gene
coding for an immunity protein that protects the producing
(CDI+) cells from auto-inhibition. The surface-associated
CdiA protein mediates direct interbacterial interactions be-
tween the CDI+ cell and their target bacterial cells, causing
growth inhibition of the latter bacteria (Fig. 3). In several
species, the C-terminal portions of the CdiA proteins, called
CdiA-CTs, and Cdils are highly variable between strains
(Aoki et al., 2010). The CdiA-CTs display distinct growth
inhibition activities which are countered by binding of their
cognate Cdil, but not by other Cdils (Aoki et al., 2010). Some
species harbor additional orphan c¢diA-CTledil cassettes,
which are most likely exchanged between CDI systems by
homologous recombination, thus expanding the range of toxic
activities that can be deployed for intercellular competition
(Anderson et al., 2012; Poole et al., 2011). On top of this, an
additional bcpO gene is found in most Burkholderia’s CDI
operons (Anderson et al., 2012), whose product — most likely
a lipoprotein — is necessary for the functioning of the system.

Other TPS systems make use of accessory proteins that are
not encoded in the same locus. Thus, several TpsA proteins
undergo proteolytic maturation in the course of secretion (see
above), although in most cases the maturation protease has not
been identified. The maturation of the precursor of the fila-
mentous hemagglutinin of Bordetella pertussis, FhaB takes
place at the bacterial surface after secretion by its TpsB

transporter, FhaC (Coutte et al., 2001, 2003a, 2003b). The
removal of the C-terminal third of FhaB is catalyzed by the
lipoprotein/AT SphB1 that belongs to the same virulence
regulon as fhaB and fhaC (Antoine et al., 2000). In the absence
of SphB1, FhaB is processed into a slightly larger form, pre-
sumably by other unidentified protease(s) (Mazar and Cotter,
2006).

This ever-growing list of more-than-two-partners systems
illustrates the diversity found in the TPS pathway. However.
the TpsA and TpsB partners form the basis of each system,
and therefore the self-explanatory “TPS” denomination appears
to hold.

3. TpsB transporter
3.1. Structure

The structure of FhaC serves as a model for TpsB trans-
porters (Fig. 4). In this paragraph, we describe briefly the
major features of this structure and refer the interested readers
to an earlier review for a more detailed analysis (Jacob-
Dubuisson et al., 2009). The N-terminus of FhaC is local-
ized on the extracellular side of the membrane domain and is
immediately followed by a 20-residue-long @-helix called HI.
The highly charged helix HI passes through the B-barrel pore
and is connected by a 30-residues proline-rich linker to two
successive POTRA domains in the periplasm, POTRAI and
POTRA2. POTRA?2 directly precedes the B-barrel composed
of 16 anti-parallel B-strands, Bl to B16. The surface and
periplasmic sides of the barrel are characterized by loops
called L1 to L8 and short turns, respectively. The extra-long
loop L6 that links B11 and B12 is folded as a hairpin into
the barrel. The VRGY/F motif conserved in the Omp85 su-
perfamily (Fig. 4) is located at the tip of the L6 hairpin ori-
ented toward the periplasm. The B-barrel is thus occluded by
H1 and L6, which are both poorly defined in the structure,
indicating that they are mobile. Similarly, the linker between
H1 and POTRAL is not visible in the electron density map,
reflecting its high flexibility.

Structure-based multiple sequence alignments of the TPS
domains of TpsA proteins and of TpsB proteins have revealed
two distinct subfamilies of TPS systems, exemplified by FHA/
FhaC and by HMWIA/HMWIB, respectively (Jacob-
Dubuisson et al., 2009; Yeo et al., 2007). Very few residues
are conserved among TpsB proteins (Fig. 5). The conserved
VRGY/F tetrad in L6 of FhaC is important for the functions of
both FhaC and BamA (Delattre et al., 2010; Leonard-Rivera
and Misra, 2012). We have also identified a conserved G/
FxDxG sequence motif on strand B13 of FhaC (where x are
hydrophobic residues) present in other Omp85 family mem-
bers (Fig. 5). The F/G, D and G residues of the B13 motif are
oriented toward the interior of the B-barrel, and in FhaC, D9
is close to the L6 loop (Fig. 4) and important for activity (our
unpublished data). Thus, we speculate that the two conserved
VRGY/F and G/FxDxG motifs contribute to the general
mechanism of translocation/insertion in the superfamily.
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Fig. 3. Model of the CDI system in E. coli. CdiA crosses the inner membrane (IM) through Sec and is secreted to the cell surface of the inhibitor cell (shown at the
bottom) through its TpsB partner CdiB (1). Cell-to-cell contact between CdiA and BamA in the outer membrane of the target bacterium (top of the figure) leads to
the delivery of the toxic C-terminal moiety of CdiA (2). The most likely scenario is that the toxic moiety crosses the cell envelope through BamA and AcrB,
gaining access to its specific cellular target (in this case, tRNA) and thus causing growth inhibition (3a). Alternatively, following cell-to-cell contact, a toxic signal
is transmitted to the target cell. Cells producing the cognate immunity protein Cdil that inactivates the delivered toxin can grow (3b). Based on Aoki et al. (2010).

3.2. TpsB transporters: variations around a theme

FhaC and its orthologs in Proteobacteria represent proto-
typic TpsB proteins with two POTRA domains and a -barrel
(Fig. 6). In most of them, both an @-helical segment and a
disordered proline-rich segment are predicted to precede the
POTRAs, like HI and the linker in FhaC. However, such se-
quences are absent from a few TpsB proteins, such as
HMW 1B (Jacob-Dubuisson et al., 2009).

Genes for classical TpsB proteins are also present in Cya-
nobacteria and in diderm bacteria generally classified as
Gram-positive, such as Negativicutes, together with 7psA
genes (Fig. 6) (Arnold et al., 2010). Note that those genomes
harbor a bamA gene at a distinct location. In the

cyanobacterial TpsB proteins, two predicted POTRA domains
are generally preceded by sequences predicted to form an o-
helical structure followed by a proline-rich segment, two
features reminiscent of H1 and the linker in proteobacterial
TpsBs. We have also identified putative proteins where a
predicted linker is not preceded by an o-helical structure
(Fig. 6).

As in other types of secretion pathways, nature has taken
advantage of the modular design of those systems to create
hybrid proteins. Thus, in a few cases, 7psA and tpsB genes are
fused, resulting in a large ORF coding for a protein with a TPS
domain at the N-terminus, and POTRA domains and a (3-barrel
at the C-terminus (Fig. 6). An analogous situation is found in
lipolytic patatin-like proteins present in Proteobacteria,
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HMWIA

Fig. 4. A) Ribbon representations of Fha30 and FhaC at the same scale. This
shows that the size of the Fha30 B-helix is incompatible with translocation in
folded conformation through the TpsB pore as it is in the crystal structure. The
capping and extra-helix motifs of the TPS domain are colored red and blue,
respectively. The FhaC B-barrel represented by a cutaway view is obstructed
by #-helix H1 and loop L6 colored red and green, respectively. The tip of L6
containing the VRGY/F motif is colored pink. The conserved F/GxDxG motif
of B-barrel strand B13 is colored blue. Periplasmic domains POTRAI and
POTRA2 are colored cyan and purple, respectively. The linker between HI
and POTRALI and loop L5 are shown as dashed lines. The image was gener-
ated with PyMOL. B) Superposition of three coils of the TpsA proteins HpmA
(blue), FHA (green) and HMWIA (pink). The structural elements flanking the
B-helix have been removed for the superposition. Because HpmA265, Fha30
and HMW I A-PP proteins comprise 6. 9 or 12 coils, respectively. their lengths
differ considerably, but their cross-sections have similar shapes and di-
mensions. The lengths of the loops also vary among the TpsA proteins. The
small view in the left corner shows portions of the B-helices used for
superposition.

Bacteroidetes, Fusobacteria and Chlorobi (Salacha et al.,
2010). In PIpD of Pseudomonas aeruginosa, the character-
istic patatin sequences are fused to a single predicted POTRA
domain followed by a predicted 16-stranded [-barrel that
mediates secretion of the N-terminal domain. The degeneracy
in PIpD of the TpsB motifs described above indicates that the
barrel domain of PlpD diverges from bona fide TpsBs. To
which extent the secretion mechanism differs from classical
two-partner secretion remains to be seen. The cargo has no
TPS domain and most likely adopts a non-B-helix fold.
Because the cargo and transporter are fused. the single
POTRA domain most likely fulfills a strictly mechanistic role
for secretion.

3.3. Beyond the structure: conformational dynamics of
the TpsB transporter

The FhaC structure is thus far the only one of a full-length
transporter of the Omp85 superfamily. Nevertheless, the
structure does not provide strong clues on the mechanism of
transport. Our hypothesis that the B-barrel serves as the TpsA-
conducting channel is consistent with the pore-forming prop-
erties of TpsB proteins (Duret et al., 2008; Jacob-Dubuisson
et al, 1999; Konninger et al., 1999; Méli et al., 2006;
Surana et al., 2004). However, the channel of FhaC is almost
totally obstructed (Fig. 4), and therefore if FHA crosses the
outer membrane through this channel, significant conforma-
tional changes must occur. To test whether FhaC may adopt
two conformations, a closed one like in the crystal structure
and an open one with H1 and/or L6 out of the pore, we have
tried to obtain its solution structure by using small angle
neutron scattering (SANS). Our rationale was that both forms
might exist in solution, but that crystal packing might have
selected the closed form only. However, preliminary SANS
data do not indicate an alternative conformation of FhaC (B.
Clantin, F. Jacob-Dubuisson and others, unpublished). A
caveat of this approach is that a minor form might not be
detected if its relative abundance is too low. Alternatively, the
cargo, which is not present in those experiments, might be
required to open the transporter. We have thus turned to other
techniques including site-specific labeling, electron para-
magnetic resonance and in vivo cross-linking to address the
conformational mobility of FhaC. Our preliminary results
indicate that FhaC is much more dynamic than suggested by
the X ray structure, and in particular that Hl can move to the
periplasm (J. Guerin, unpublished). We thus speculate that H1
plugs the FhaC channel in the resting conformation of the
transporter and that it is displaced out of the pore when FhaC
secretes its cargo. Similarly, we have obtained preliminary
information that L6 might change conformation in the pres-
ence of the cargo (Guédin et al., 2000), but the mutant that
yielded this result is inactive, and thus further work is needed
to confirm this.

If the TpsB transporter undergoes conformational changes
in the course of secretion and if it turns over the cargo proteins
— i.e., each copy of transporter successively secretes several
copies of cargo — then the putative conformational changes
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EthB WYGQYSRDPLPGVEWVSLTERTAVRG. SNAG
HecB LYGQYSARALYGSEQLTLGGESSIRG YNHKQ
CdiB AYAQWSPDRLHGVEQLSLGGESSVRG! SDRD
HhdB LKTQYSKNYL XQFDLLNK ROKNSIN
HmwlB LSGQOFTLODISSIDLFSVIGTYGVRGE QFRYNSE
HxuB INGQFADKTLES SQKMLLGGL FGKYYKN
RscB FTGOMASKNLDSSQKLLLGGPLA FDOGWGSYFRQ
EtpB LSGQETSRNLDASRKFLLGGPSAVRA NGQONRD
PFL1466 FNGQWSSTNLDSSEKFGIGGPFTIVRAY] VQUNKS
Toc75-111 GHYGGCVGDLPSYDAFVLGGPYSV NDLGSSK
Toc75-V LSGGHVVGKFSPHEAFVI RG' SGS
OEP80 LSGGHVVGKFSPHEAFVIGGTN: MGSGS
Sam50 NLSSQQSLPVHICDKFQSGGPSOIRG!
TamA WIETGDFDKVPPDLRFFAGGD!
Omp85Tt TLLGYPPESERFYLSGGGSEAL!
OmpB5Nm AGGYGRTKEIPFFENFYGGGLG! GTLGPKVYDEYGEKS YGGNKKANVSAELLFPMPGAKD-~ARTVRLSLFADA
Bama YGDGLGGKEMPFYENFYAGGSS IGPKAVYFPHQASNYDPDYDYECATQDGAKDLCKSDDAVGGNAMAVASLEFITPTPFISDKYANSVRTS!

VRGY/F

F/GxDxG

Fig. 5. Sequence alignments of representative TpsBs and other Omp85 proteins. The first and second blocks of sequences contain TpsB proteins of the first and
second TpsB subfamilies, respectively. Vanous non-TpsB members of the Omp85 superfamily are shown in the third block. The region of FhaC from the end of
BI1 to the end of B13 has been aligned with that of other Omp85 proteins to show the conserved sequence motifs VRGY/F and F/GXDXG (colored red). The
hydrophobic residues of the F/GXxDXG oriented to the lipid bilayer are in green. Gly is most frequently found at the first position of this motif in the FhaC subfamily

of TpsBs, while Phe is systematically present in the HMWB subfamily.

should be reversible. Because they occur in the absence of
ATP or an electrochemical gradient, conversions between the
different conformations should be close to energy-neutral. The
question of one versus several rounds of translocation per
transporter has not been addressed properly thus far, but pre-
liminary experiments have indicated that one FhaC might
transport several FHA in B. pertussis (our unpublished data).
In contrast, for HMWB, the C-terminal domain of the HMW1
cargo plugs the channel at the end of translocation (Buscher
et al., 2006), and therefore each transporter probably per-
forms a single round of translocation.

In the course of cross-linking experiments we have iden-
tified a dimeric form of FhaC. Interestingly,. HMWIB was
shown earlier to form dimers and tetramers (Li et al., 2007;
Surana et al., 2004), and other Omp835 proteins were reported
to form homo-oligomers as well (Robert et al., 2006; Schleiff
et al., 2003). These presumed FhaC dimers fall apart in the
course of purification, indicating that they are rather labile.
Whether TpsB oligomerization is permanent or transient and
important for function remains unknown.

4. The TPS domain
4.1. The TPS domain: what is it for?

The N-terminal approximately 250-residue-long TPS
domain is the defining feature of TpsA proteins (Fig. 4). Of
note, the pfam domain PFO5860 does not encompass the entire
TPS domain; furthermore, it is wrongly called the *hemagglu-
tination domain’. TPS domains come in two flavors, like their
TpsB partners. In both subtypes, the TPS domain folds into a
right-handed parallel B-helix formed of three parallel B-sheets,
PB1 to PB3, and flanked by structural elements essentially
composed of anti-parallel B-strands (Clantin et al., 2004:

Weaver et al., 2009; Yeo et al., 2007) (Fig. 4). The interior of the
B-helix is mostly filled with aliphatic hydrophobic residues and
capped at the N-terminus by anti-parallel  sheets as in some AT
passenger domains (Khan et al., 2011). The B-helix coils
become more regular toward the C-terminus, with triangular-
shaped cross-sections of similar size (Fig. 4). Although
clearly related, each of the two TPS domain subtypes harbors
specific sequence motifs found, in particular, in type I -turns
(Yeo et al., 2007). A type I B-turn with the NPNGI motif is
conserved between the two subtypes, while a second one with
the NPNL motif is found in the first subfamily only. These turns
contribute to the stabilization of the B-helix and replacement of
the first N-residue of each motif has drastic effects on secretion
(Jacob-Dubuisson et al., 1997: Schonherr et al., 1993). In
addition, a structural motif flanking the B-helix — a 4-stranded
B-sheet composed of two B-hairpins or a 3-stranded B-sheet
prolonged by an z-helix (Fig. 4) — is most likely involved in the
mechanism of secretion in spite of low sequence conservation.
Another structural motif is found only in the first subfamily,
corresponding to f3 hairpin B7/88 in Fha30 and followed by the
conserved NPNL motif (Fig. 4). Whether these minor structural
differences between the two subfamilies cause mechanistic
differences remains to be seen.

The TPS domain is essential for secretion in both sub-
families, as shown by targeted deletion and replacement of
conserved residues (Grass and St Geme, 2000: Jacob-
Dubuisson et al.. 1997: Renauld-Mongénie et al., 1996:
Schonherr et al.. 1993). This has led to the hypothesis that it
mediates molecular recognition of the cognate TpsB trans-
porter. Indeed, direct interactions between the TPS domain of
TpsA proteins and the POTRA domains of their transporters
have been obtained by overlay, coprecipitation and surface
plasmon resonance (SPR) (Delattre et al., 2011; Hodak et al.,
2006: Surana et al., 2004). However. the crystal structures do
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Fig. 6. Schematic representation of prototypical TpsBs and TpsB variants.
Note that most of the latter proteins are only predicted from genomic se-
quences. The B-barrel domain is represented by a dark gray box, with gray
rectangles inside indicating the motifs conserved in the Omp85 family. Pre-
dicted POTRA domains are represented by ovals. A) The two subtypes of
TpsB are represented, with vertical red and blue lines indicating the positions
of specific motifs found in each subtype. Representative members of the first
subtype (first line) include FHAC_BORPE (B. pertussis), HLYB_SERMA (S.
marcescens) and D2RM30_ACIFV (Acidaminococcus fermentans); represen-
tatives of the second subtype (second line) include HXUB2_HAEIF (H.
influenzae), Q29XT8_ECOLX (E. coli) and DIBNY4_VEIPT (Veillonella
parvula). In Proteobacteria, most TpsBs harbor an N-terminal z-helix (black
box) followed by a Pro-rich region called linker in FhaC (black line). How-
ever, these elements are missing in a few cases (represented by the use of
parentheses), such as B2PURI_PROST (Providencia stuartii), BAEST2_-
PROMH (P. mirabilis). CATO73_YERIN (Yersinia intermedia) and HMW 1B
(H. influenzae), which have neither element, or FOBGV1_9XANT (Xantho-
monas vesicatoria), which has a predicted linker only. B) TpsBs of Cyano-
bacteria. The p-barrel domains are intermediate between those of
Proteobacteria’s TpsB and BamA barrels, and their POTRA2 (brown oval) are
divergent from those of both Proteobacteria and Negativicutes (Arnold et al.,
2010). A representative of this group is BIWPM2_CYAAS (Cyanothece sp.).
In a few cases, such as B2IZS4_NOSP7 (Nostoc punctiforme), ASZPR7_A-
CAMI (Acaryvochloris marina) and Q8DLPO_THEEB (Thermosynechococcus
elongatus), the predicted N-terminal helix is missing (hence the parentheses),
but the Pro-rich region is present. C) Atypical TpsB variants. A long N-ter-
minal z-helical region is predicted in Q6Y659_BURPE (Burkholderia pseu-
domallei) (Brown et al., 2004) (first line). TpsA—TpsB fusions are predicted
with two POTRAs and a B-barrel or with a barrel only for the cyanobacterial
proteins Q1OYUS, QIOYU7 and QIOYU7 (Trichodesmium erythraeum)
(second line), or for BIFW34_9BURK (Burkholderia graminis) (third line),
respectively. The TPS domain shown in pale green is followed by a region
predicted to be rich in B-structure. Most patatin-TpsB fusions (see text) harbor
a single predicted POTRA domain, such as in QUHYQ6_PSEAE (Pseudo-
monas aeruginosa) and Q7TMHW3_VIBVY (Vibrio vulnificus) (line 4). A few
examples are found with two predicted POTRA domains, including
Q8KC70_CHLTE (Chlorobium tepidum), A1BII8_CHLPD (Chlorobium
phaeobacteroides) and Q3ATVY_CHLCH (Chlorobium chlorochromatii).
Note that the putative POTRA(s) and VRGY motifs are divergent from those
of Proteobacteria, and the F/GXxDxG motif is missing.

not give clues about the ‘secretion signal’, because in-
teractions between cargo and transporter only occur with the
TPS domain unfolded (Delattre et al., 2011; Hodak et al.,
2006; Surana et al., 2004). Both conserved and non-
conserved residues in two regions of the TPS domain appear
to compose the putative secretion signal of FHA, indicating
that specificity between the two partners may be determined
by a combination of motifs (Hodak et al., 2006).
Nevertheless, some of the substitutions in the TPS domain
abolish secretion without affecting the interactions between

the two partners, indicating that the TPS domain’s role goes
beyond providing determinants for molecular recognition
(Hodak et al., 2006). SPR experiments have shown that a non-
TPS-containing FHA fragment is also recognized by FhaC’s
POTRAs (Delattre et al., 2011). POTRA domains have been
proposed to interact with other proteins by -augmentation, by
which the POTRA B sheet is prolonged by an extended
segment from another protein (Gatzeva-Topalova et al., 2008;
Kim et al., 2007; Koenig et al., 2010). Cargo-transporter in-
teractions by B-augmentation are compatible with some of the
sites of interaction for FHA mapped on FhaC (Delattre et al.,
2011). Since most of FHA beyond the TPS domain is
composed of short, amphipathic strands suitable for p-
augmentation, it is reasonable to expect that the POTRA do-
mains of FhaC could recognize other regions of the FHA
cargo. Indeed, we have discovered that FhaC can secrete short,
non-TPS portions of FHA with a signal peptide, although at
lower efficiencies than the TPS-containing fragment of similar
length (our unpublished data). These findings thus question the
dogma according to which the TPS is essential for mediating
initial interactions with the transporter. Although it has most
likely been optimized for molecular recognition of its TpsB
partner, this might not be its only function.

4.2. Does the TPS domain couple folding and secretion?

The N-terminal position of the TPS domain ensures that it
emerges first from the Sec machinery into the periplasm and is
thus in a privileged position to engage with the TpsB partner
and therefore to reach the cell surface early in the course of
secretion. Preliminary experiments on mechanical unfolding
of FHA by atomic force microscopy have indicated that the
TPS domain has good mechanical resistance (FJD and others,
unpublished). Therefore, we propose that the conserved TPS
domain structure plays a key role in TpsA folding by forming
a stable ‘nucleus’ upon reaching the cell surface, which serves
as a template for the progressive assembly of the B-helix. The
initial folding may be facilitated by the vectorial translocation
of the polypeptide, which limits the conformational space to
be explored, and by the design of the TPS domain. Such a
model would nicely explain the transport of such long proteins
across the outer membrane in the absence of an electro-
chemical or chemical energy source. with the free energy
released upon progressive folding of the protein at the cell
surface powering secretion. That the folding of the TPS
domain is coupled with translocation is supported by the
observation that substitutions of key residues for the structure
of the TPS domain affect the efficiency of translocation both
in vivo and in vitro (Fan et al., 2012; Hodak et al., 2006).

Another model has been proposed, with translocation of the
rest of the polypeptide preceding that of the TPS domain and
occurring via the formation of a hairpin in the TpsB pore (Leo
et al., 2012; Mazar and Cotter, 2006: Noel et al., 2012). In the
hairpin model, the exposed C-terminus of the TpsA protein is
poised for activity, as would be expected for the toxic domains
of CdiA proteins or the active domain of FHA (Aoki et al.,
2010: Julio et al., 2009), while the N terminal TPS domain

128

© 2014 Tous droits réservés.

doc.univ-lille1.fr



PUBLICATIONS

Thése de Stéphanie Baelen, Lille 1, 2013

F. Jacob-Dubuisson et al. / Research in Microbiology 164 (2013) 583—595

remains associated with the transporter (Noel et al., 2012).
However, the mode of secretion of HMWI is difficult to
reconcile with such a model, because an N-terminal TPS-
containing propiece, HMWI-PP, is naturally cleaved from
the rest of the protein in the course of secretion and released
into the milieu, while the mature adhesin remains anchored to
the HMWB pore by its C-terminus (Buscher et al., 2006; St
Geme and Yeo, 2009). The hairpin model also implies that
the periplasmic interaction between TPS and the POTRAs
persists throughout secretion, and thus folding of the TPS
domain occurs late. Our finding that the TPS-POTRA inter-
action is highly dynamic, as assessed by SPR (Delattre et al.,
2011), is at odds with this idea. Rather, the strong conservation
of the TPS domain and the observation that it can be secreted
in the absence of the rest of the protein in several TPS systems
argues in favor of its role for priming secretion. This does not
necessarily imply an exposed N-terminus for TpsA proteins, as
it might re-associate with the bacterial surface in the course of
secretion.

Observations that the secreted, folded TPS domain of the
TpsA hemolysin ShlA of Serratia marcescens triggers in vitro
folding of full-length inactive ShIA* support the role that we
propose for the TPS domain (Schiebel et al., 1989: Walker
et al., 2004). Accordingly, experiments with the homologous
HpmAB system of Proteus mirabilis have indicated that the
exposed B-strand edges of the TPS-containing HpmA265
fragment serve for template-assisted refolding of HpmA*
molecules (Weaver et al., 2009).

Finally, a “TPS-first” model might help reconcile conflicting
observations regarding TpsA periplasmic intermediates. In the
FHA/FhaC system, TPS-containing N-terminal FHA frag-
ments remain secretion-competent for very short periods of
time in the absence of FhaC, and soluble periplasmic in-
termediates cannot be found (Fan et al., 2012; Guédin et al.,
1998). In contrast, for the OtpAB system of Escherichia coli
O157:H7, a bona fide OtpA periplasmic intermediate has been
described (Choi and Bernstein, 2009). A difference between
the two systems is the presence in FhaB of an extended signal
peptide. which slows down the rate of export across the
cytoplasmic membrane and/or delays signal peptide process-
ing (Chevalier et al., 2004). Altogether, we favor the idea that
export across the cytoplasmic membrane and secretion across
the outer membrane of TpsA proteins are mechanically
separate steps, but the time frame for secretion competence of
the periplasmic intermediate varies between TpsA proteins.
Nevertheless, it cannot be excluded that the TPS domain of
very long TpsA proteins such as FhaB engages with the TpsB
transporter before the C-terminus of the polypeptide has
completed Sec-dependent export, with the intervening poly-
peptide looping in the periplasm.

5. Do TpsA proteins need chaperones?

If TpsA proteins remain in extended conformations in the
periplasm even for short periods of time, their degradation,
aggregation or misfolding must be prevented. In vitro, long -
helical proteins such as ATs and N-terminal derivatives of
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FHA are not prone to self-aggregation, although they refold
slowly after denaturation (Baud et al., 2009, 2011: Hodak
et al., 2006; Junker et al., 2006: Junker and Clark, 2009).
Slow refolding in vitro is most likely linked to the fact that the
polypeptide has to explore a much larger conformational space
than if folding occurs in a vectorial manner, as is believed to
occur in vivo (Junker et al., 2009; Peterson et al., 2010; see
above for TPS).

When secretion is impaired, e.g. in the absence of the TpsB
transporter, the periplasmic TpsA intermediates do not accu-
mulate in large quantities, suggesting that they undergo pro-
teolytic degradation, as expected for proteins in extended
conformations (Jacob-Dubuisson et al., 1997; St Geme and
Grass, 1998). However, not all TpsA proteins are degraded
to the same extent in the absence of their partners (Choi and
Bernstein, 2009; van Ulsen et al., 2008). Periplasmic degra-
dation is likely to be influenced by the rate at which a TpsA
protein folds into a protease-resistant conformation and by the
proteolytic activity in the periplasm of the host bacterium. We
have investigated the involvement of periplasmic chaperones
in the FhaB/FhaC system. In B. pertussis, the chaperone/pro-
tease DegP contributes to the secretion of FHA. In vitro, DegP
binds to and degrades denatured FHA fragments (Baud et al.,
2009). We have identified a cytoplasmic membrane-associated
form of DegP with high affinity for non-native FHA fragments
(Baud et al., 2011). We propose that it works as a ‘holding
chaperone’ for FHA under normal circumstances and as a
protease when secretion is impaired, thus facilitating secretion
or preventing periplasmic stress if secretion is defective.
Whether our findings will be relevant to the TPS pathway in a
more general sense awaits similar analyses of other systems.
Note that DegP was found to contribute to the proteolytic
degradation of H. influenzae’s HMWI1 in the periplasm (St
Geme and Grass, 1998). The involvement of other types of
chaperones cannot be excluded (Hodak et al., 2008).

6. Type V secretion: missing links found

Type V secretion comprises both the TPS and AT pathways,
which were initially grouped together based on common fea-
tures, including: 1) their apparent simplicity — a single
component for AT and two for TPS: 2) their Sec-dependent
export across the cytoplasmic membrane; 3) predicted struc-
tural similarities among many AT passenger domains and
TpsA proteins: 4) the presence of a PB-barrel domain to
transport the functional domain; and 5) a probable indepen-
dence from cytosolic energy sources. However, the 12-
stranded B-barrel of AT and 16-stranded B-barrel of TpsB
are clearly not homologous, leading to a debate on whether AT
and TPS may be convergent solutions for the transport of
extended proteins that form long f-helices or if they are
mechanistically related pathways (Henderson et al., 2000:
Jacob-Dubuisson et al., 2000; Leo et al., 2012).

More recently, the discovery that BamA and its orthologues
mediate the insertion of the AT barrel and possibly also the
translocation of its passenger has established clear mechanistic
relationships between the TPS and AT pathways, since both
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BamA and TpsB proteins belong to the Omp85 superfamily
(Bodelon et al., 2009; Ieva and Bernstein, 2009; Jain and
Goldberg, 2007: Peterson et al., 2010; Sauri et al., 2009;
Voulhoux et al., 2003). Nevertheless, the AT and TPS mech-
anisms necessarily differ to some extent. AT secretion implies
coordination between insertion of the barrel and translocation
of the passenger, while in TPS systems, although membrane
integration of the TpsB protein likely depends on BamA as
well, the steps in TpsB insertion and TspA translocation are
separate (Fan et al.. 2012; Guédin et al., 1998). In other words,
the AT protein is a substrate to be both inserted and secreted,
while TpsA proteins are ‘simply’ secreted.

While there is a strong case for involvement of BamA in
insertion of the AT barrel, transport of the passenger domain is
more contentious. Recently, yet another OmpS85 protein,
TamA, was found to be involved in secretion of a subset of AT
proteins. TamA (for translocation and assembly module) is a
non-essential protein in some Proteobacteria (Selkrig et al.,
2012). The TAM complex spans the periplasm and is
composed of two proteins, TamA (YtfM) and TamB (YtfN).
The latter has a large periplasmic domain of unknown func-
tion and a predicted C-terminal DUF490 domain including a
cytoplasmic membrane anchor. The TAM complex is involved
in the secretion of some AT proteins with a B-helical pas-
senger domain. Based on those findings, the authors have
proposed that the BAM complex assembles the B-barrel and
the TAM complex assists in B-helix secretion (Selkrig et al.,
2012). How they coordinate their action is unknown. It
should be noted that the specific involvement of BAM for
known TAM substrates — or vice versa — has not yet been
demonstrated.

New discoveries are thus continuously expanding the range
of action of Omp85 family members. To conclude, we raise
questions regarding the versatility of those proteins. In
particular, are Omp85 proteins one-function, one-way trans-
porters? Is it possible that Omp85 proteins working as
‘insertases’ serve as ‘translocases’ as well? The role of BamA
for contact-dependent inhibition mediated by a class of TPS
systems (see above) is interesting in this respect. Thus, the
toxic effect of CdiA-CT requires BamA in the outer membrane
of the target cell, though not the rest of the Bam machinery,
and BamA harboring a substitution that impairs OMP
biogenesis remains competent for CDI (Aoki et al., 2008).
BamA might serve as a receptor that transmits a signal trig-
gering CDI rather than as a channel for the translocation of the
CdiA-CT fragment into the target bacterium, but the second
possibility is more alluring given that BamA belongs to a
family that includes translocases such as TpsB transporters. In
conclusion, it is likely that more diversity of structure and
function will be found for Omp85 proteins. Much remains to
be learned about this fascinating family.
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