Sécrétion chez les bactéries a Gram négatif

Milieu extérieur

A
PLEEAERS
me [ —] i
mI [ﬁ?ﬂ?ﬂf&ﬂ FRRIAANR IR
RELIERIE S 000 "
Cytoplasme

Périplasme

ME

MI

Milieu extérieur

oy -~

==

[H?&ﬁi RRFATIRRARRTRRR,
P AELIER IR 000

Cytoplasme

1. Exportation

Les différentes étapes dans l'interaction bactérie-héte:
+ Transport vers ['hdte
+ Adhérence et colonisation de I'hdte
+ Croissance, Multiplication dans 'héte
+ Détournement du systéme immunitaire de |'hGte
+ Capacité de nuire a I'héte

Dégradation d'exopolyméres Colonisation/ Dégradation des tissus Survie dans I'héte

Erwinia chrysanthemi
Pathogéne de plantes
8 endo pectate lyases
Exo-pectate lyase
Pectine acétylestérase
Exo-polygalacturonase
2 cellulases
Endo-xylanase
2 Pectine méthylestérases
Phospholipase
4 protéases

Toxines

Enzymes

Pseudomonas aeruginosa
Pathogéne opportuniste humain

Exotoxine A
Exoenzymes S, T, U, Y
Elastase

Protéase alcaline
Protéase LasA

3 Phospholipases

3 phosphatases alcalines
Lipase

Neuraminidase
Protéine de liaison A la
chitine

Une bactérie, un mécanisme de sécrétion?
ouv

Des mécanismes de sécrétion conservés au sein des bactéries?

Les différentes voies de sécrétion chez les Gram négatifs




Les machineries de sécrétion sont des
complexes de protéines membranaires
--> technologies communes a leur étude

Localisation des protéines

@ Culture bactérienne - .
Fractionnement cellulaire

/ #
(culot)
(SN)

* Dégradation du PG (Lysosyme+ EDTA)
*Choc osmotique

* Ultrasons
*Presse de french
* Congélation-décongélation

Lyse des sphéroplastes

ultn@ (SN)

(culot)

Localisation des

protéines (fin) Fraction membranaire

N

X Sédimentation ou flotaison sur
gradients de saccharose (sucrose)

X Solubilisation différentielle aux
détergents (TritonX100, Sarkosyl)

Localisation des protéines
"protocole court"

(culot)

l

Lyse (ultrasons ou presse de french)

l Ultra@ Ultra@
ultm@
(SN
® . >
(culot insoluble) (SN, soluble)
% Sucrose (culot)
Purification ME
Etude de la topologie de protéines M Etude de la topologie de protéines MI
& différents endroits
de la protéine étudiée (= x hybrides)
(activité périplasmique, oxydation S-S), (activité périplasmique,
(segments certains et substrat = AB interférant synthése PG), (fluorescence cytoplasmique)
putatifs)

analyse hydrophobicité (détermination
segments transmembranires -hélice a- de
longueur suffisante -20aa-) et répartiti
charges (positive inside rule) -orientation-

Substrat chromogénique
Colonies PhoA+ ,
PhoA- blanches




Etude de la topologie de protéines ME

insertion épitopes --> accessibilité ou non des Ac sur cellules entiéres

Mécanismes de sécrétion en 2 étapes
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Mécanismes de sécrétion en deux étapes
Etape 1: exportation

Sécrétion de type V

++ hydrophabic 8.X8,
Lo bophaic LS X SST5a.A D1 t+éi tient I
- 5 718 e ) a. uToT]mnspngeu\rs. profeine contien toutes les
N WATURE 1526 informations nécessaires a la translocation MI puis ME
524 1220 37 Découvert avec les IgA protéases de Neiserria gonorhoeae
e 26-58 ————— s
B /}; -translocation . i PSP
-export protéines sy %\ protéines non X SST?b.Two-par'(ner secretion (TPS)- 1 protéine sécrétée utilise
repliées of Y = % A . 1 protéine accessoire pour translocation ME
P ) x e repliées,
-Tat non essentiel J“\\ 3 /i 5| -essentiel: mutant
N\ o /s conditionnel
8 &
e oot mamorane” NH,
p-Barrel Mode! Les 3 domaines des Autotransporteurs
,,X)’\%)? x/; ;,fv?xé&j\/y odele
2 X [f S565% K508 ’,g‘\ 5 Autotransporteurs
Ny RNy ..
% Q% &))y)j i 55T5a ro-protéine
E&E Seees) proe

fc
Intermédiaire périplamsique

Non replié
(introduction S-S --> inhibition sécrétion)
Chaperonne?

Periplasm

Sec apparatus Cytoplasm

Passenger domain f-domain B barrel
Cleaved by 10418
secsystem ca. 14 amphipathic f-strands
—
I OO0OA0O0000C. S
Signal Active site .
sequence/  motifs Signature -->
Assemblage efficace et

correct ME

Liaison H entre ler
et dernier feuillets
pour fermer le pore




Domaine p des
Autotransporteurs

Oomen et al. (2004) The EMBO Journal 23, 1257-1266,
Structure of the translocator domain of a
bacterial autotransporter

[m i f

Formation d'un pore en
bicouche lipidique plane

~ons

Domaine passager des Autotransporteurs

A ses. oxins. fors ity Serum resistance
2 55 & ®

SepA Tsh Ssp-hl Pet B -

Hia TefA Ssp-hd. - - - -

rOmpA Aga3 EspP - - -

rOmpB. Hap PssA - - - -

SipT” Hsf IgAl proteases - - -

Hsr Pertilctins - - - -

- UspAl - - - -

- -- attachement aux cellules animales via les intégrines de la
membrane plasmique Ex Pertactines de Bordetella pertussis

- (serine protease autotransporters of Enterobacteiriaceae)
consensus GDSGSP chez Pet, Tsh, EspP, EspC d'E. coli, ShMu et SepA dé
Shigella
Site actif nécessaire fonction Ex EspP des ETHEC --> clivage facteur de

coagulation X
Mais aussi pour sécrétion

Maturation (Processing) mmﬁm,;,

X pas de clivage --> le domaine passager est exposé  la surface 222
ex Hsr d'Helicobacter mustelae

3333555

X autoprotéolyse --> site actif Ser protéase
ex IgA protéases, SPATE b !
Hendrixson et al,, Mol Mic (97)
s o2 a
200 kDa— 2: souche WT
- 3 et 4: mutants S243T(A

155kDa pro-protéine
(passager +beta)

110kDa forme sécrétée = i
(passager) o =
45kDa domaine beta ME = — .

oM SN

X clivage par une protéase de ME
ex IcsA de Shigella clivée par SopA

Two-partner secretion (SST5b)

Externally located
passenger domain

i

Q0

X 1 protéine sécrétée et

Q

RERY 222222 2212 L auxilliire
; Outer membrane
3354 333535353355335 23335 N
Coon X aprés SS -
Outer membrane P Z:
pore formation - association avec protéine ME
eriplasm
7
S ~ S X topologie domaine f
RRRARARRARRAR AT AR AR ATRANY AR e différente
| Al membrane
5355555585558
Sec appara‘lus Sec appava(us‘ Sec ﬂppalaluf x adhésines ou cyTolysines
Proseotysis v Pigiooiysis Ex FhaB B. pertussis|
u

A A
Proteolysis Proteolysis

e in Mcrotioiogy

Mécanismes de sécrétion en 2 étapes
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Mécanismes de sécrétion en 2 étapes et Sec-dépendants
Voie de Type II ou General Secretory Pathway (6SP)

X Découverte simultanément chez Klebsiella oxytoca et Pseudomonas aeruginosa

<«
Kogoea  mmmp @ —) — ) ) )
15 génes pul
S B C D E F G H11J K L M N O
Nécessaires a la sécrétion de la pullulanase
P. aeruginosa S —) AIPID
ruginos i
12 génes xcp Q P R S T UV W X Y Z

Nécessaires a la sécrétion de |'élastase

X Présent chez Erwinia chrysantemi, E. carotovora, Vibiro cholerae, P. putida,
Aeromonas hydrophila...




MICOBIOL0G) (e
X Ubiquitaire:
Pseudomonas aeruginosa: - Sol, eau

the ultimate opportufliSt? —iEIfecTe plantes, if\s‘eCTes' )
nématodes, mammiferes, humains

X Opportuniste
--> Infections nosocomiales

- Urgences, 6rands Brilés,
NéoNat

- Patients immunodéprimés
--> Infections pulmonaires
© Identifying erial gene chroniques chez patients atteints

Sécrétion de protéines chez Pseudomonas aeruginosa
Une vingtaine de substrats

Protéase alcaline, HasAp, AprX

Hep, Vgré Exoenzymes S, T, U, Y

Elastase
Esfer'gse Exotoxine A
Patatine Protéase Las A

2 Phospholipases
Lipase
Neuraminidase

7

Chitinase Phos i
e ; r [ phatase alcaline
e de mycowsadose , Protéine de ligison & la chitine
X Séquence du génome connue
Les protéines Xcp
Identification de la voie de Type II chez P. aeruginosa 1 protéine soluble cytoplasmique é ires & la translocation ME??22Mll
10 protéines de MI
ME
Q|
Mutants xcp MI

(extracellular protein deficient)

-

Flagelle

Les pili de type IV

, présentes chez différentes
bactéries a Gram - (N. gonorhoeae , P. aeruginosa, V. cholerae...)
- Composés de la polymérisation d'une sous-unité, la
- Structure (extension-rétractation du pilus)
- Impliqués dans I' etla ("twitching")

Les pili de type IV chez P. aeruginosa
PilD /XcpA: la clé ?

ME

c—c PilB/PilC/PIIQ

W

Piline majoritaire
N-ter




Les pili de type IV chez P. aeruginosa
PilD /XcpA: laclé ?

PilD
(XepA)
Méthylation aprés clivage
v

PilinePilA Mk AQk & FTLIEL MIVVAIIGTIL A A

Leader peptide* Domaine hydrophobe

Gly en -1 strictement conservée

XcpA (PilD) est une peptidase

PilA M KAQKG FTLIELMIVVAIIGILA

XepTy, MQRRQQSG FTLIEI MVVVVILGI LA

Pseudopili Xcpu, M RASRG FTLIELMVVMVIISVL IG
seudopilines |y.ov,  m KRARG FTLLEVL VALAIFAMVAA
XepW, M RLQRG FTLLELLIAI AIFALLAL

XepXy, M RRGQNG VALITVLLVVAVVTIVCA

Ml - + XcpA
XcpT

o) — P
' "“mchT

Les pseudopilines sont capables de
multimériser

Un pseudopilus dans la machinerie de type II?

Différentes
formes de
multimérisation

Assemblage du pseudopilus

Surexpression xcpT
Immuno-marquage a I'or
Durand et al. (2003)

La suite?

Au prochain coursl!




