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Une enzyme radical SAM impliguée dans
les interactions entre les bactéries
commensales et 'Homme ?




L'Homme est naturellement colonisé par des

bactéries
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D’apres Dethlefsen et al., 2007
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Des bactéries présentes sur tous les épithélia (pea
bouche, tube digestif..)

Ces bactéries jouent de nombreux rbles dans la
physiologie humaine (production de vitamines,
maturation du systéeme immunitaire, réle dans les
pathologies humaines ?...)

Quelles sont les bases moléculaires de I'adaptation
de ces bactéries a leur hote ?
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...en particulier au niveau du tube digestif
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D’aprées Turnbaugh et al., 2007 Nature;449(7164):804-10

- 10 fois plus de bactéries que de cellules dans le corps humain (10 14 bactéries)
- 150 fois plus de genes que dans le génome humain (Qin et al. 2010 Nature. 2010 Mar 4:464(7285):59-65.)

2 phyla dominants : Firmicutes et Bacteroidetes

Comment persistent-ils dans le corps humain ?
Quel est leur impact sur I'hGte ?



Les sulfatases, un role dans 'adaptation des
bactéries a 'lHomme ?

Une famille d’enzymes diverse dans ses mécanismes e t ses structures

Fe(ll) a-cétoglutarate- Alkylsulfatase

dépendente Dioxygénase dépendante du zinc Arylsulfatase

(Muller I. et al., Biochemistry. 2004 (Hagelueken G. et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 2006
Mar 23;43(11):3075-88) May 16;103(20):7631-6)

(Boltes I. et al., Structure. 2001
Jun;9(6):483-91)

= Les arylsulfatases, une famille d’enzymes tres
répandue des bactéries a 'Homme



Un acide aminé modifié dans le site actif des
sulfatases

Structure de la sulfatase de P. aeruginosa Meécanisme proposé pour les sulfatases
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(D’apres Lukatela et al., 1998 Biochemistry 17;37(11):3654-64)
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Génération de la Ca—formylglycine chez les
bactéries et 'THomme

Une séquence consensus cible :

Chez les procaryotes Chez les eucaryotes
Cys-type sulfatases : CxPxR Cys-type sulfatases : CxPxR
Ser-type sulfatases : SXPXR
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Génération de la Ca—formylglycine chez les
bactéries et 'THomme

Plusieurs systemes de maturation : FGE & AtsB

Chez les procaryotes Chez les eucaryotes
Cys-type sulfatases : CXPxR Cys-type sulfatases : CxPxR
Ser-type sulfatases : SXPXR

H H
HJ ©CH HY SH
ou
Y Y
! AR
Résidu de sérine Résidu de cystéine

- %J y -
H o Identifié chez I'Homme et

Présente uniquement chez les
procaryotes. Spécifique des Ser- chez certaines bactéries.
type sulfatases (Marquordt C. et Spécifigue des  Cys-type
al., JBC 2003) . sulfatases (Dierks T. et al,,

N Cell 2003)

H

O
C,-formylglycine (FGly)

Comment sont maturées les «Cys-type» sulfatases chez les bacteries ?

Quel est le mécanisme de I'enzyme AtsB ?



Chez la bactérie pathogene Clostridium perfringens

Dans le génome de cette
bactérie, un géene de
sulfatase et un gene
homologe a AtsB

Néanmoins cette sulfatase
possede un résidu de
cystéine !
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trps

Des homologues a AtsB peuvent-elles maturer

des «Cys-type» sulfatases ?




Chez la bactérie pathogene Clostridium perfringens

Clonage et Analyse par spectrométrie de masse
expression de la yse p D
sulfatase
Dérivé
Sulfatase hydrazone
1500 - maturée Sulfatase FGly-DNPH
FGly 5171  non maturée | , (+180Da)
2246.03 Cys 5171 W 2425.95
1000 371-391 2263.96

371-391
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— Maturation partielle

|:> La sulfatase de C. perfringens exprimée chez E. coli est active

L’enzyme AtsB de C. perfringens est-elle responsable de sa
maturation ?




Maturation de la sulfatase de C. perfringens
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Analyse par spectrométrie de masse Dérivé
hydrazone
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Maturation complete
':> “AtsB” a été nommée “anaerobic Sulfatase Maturating-E nzyme”
(anSME) et mature les Ser-type et les Cys-type sulf atases

Berteau et al. 2006J Biol Chem.; 281:22464-70.



Séquence proteique d'anSME

cpe

Motif 1 :
C-x5-C-

X2'C

VPPLSLLI KPASSECNLKCTYCHYHSL SDNRNVKSYGE MRDEVL ESMVKRVLNEADGHC

SFAFQGGEPI LAGLEFFERL MEL QRKHNYKNLKI YNSLQINGTLI DESWAKFL SENKFL
VGELSMDGPKEI HNLNRKDCCGAL DTFSKVERAAEL FKKYKVEFNI LCVWTSNTARHVNKI

YRYFKEKDFKFLQFI NCLDPLYEEKGKYNYSLKPQDY TKFLKNL FDLWYEDFLNGNRVS
| RYFDGLLETI LLGKSSSCAWNGT CTCQFVVESDGSVYPCDFYVL DKWRL GNI QDMIVK

ELFETNKNHEFI KSSFKVHEE

CKKCKWFKL CKGGCRRCRDSKEDSDL ELNYYCLSYKEF

FEYAFPRLI NVANNI K

Motif 3:
C'Xz'C'XS'C'Xs'C'X 17'C

IZ:} Le motif “radical SAM”

':> Deux autres motifs conservés dans cette famille d’'e

nzymes




Caracterisation biochimique d'anSME

cpe

Purification Spectre UV-visible

anSME purifiée

anSME reconstituée

IZ:) Trois centres [4Fe-4S] présents dans I'enzyme
dont un centre « radical SAM »

Spectre RPE d’anSME
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Caracterisation biochimique d'anSME

cpe
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[—> AnSME clive la SAM en 5'- deoxyadénosine




Caractérisation biochimique d’anSME,,

Choix d’'un peptide de 23 acides aminés :
- Correspondant a la séquence de la sulfatase de C. perfringens

- Contenant le résidu de cystéine a maturer (motif : CxAxR)

Ac-FENAYTAVPSFGIyIASRASILTMSQ-NH,
Ac-FENAYTAVPSCIASRASILTMSQ »NHZ
) !
100 1] I 100 T HH SH H o
[M+H]*
S anSMEcpe
= [M+H]* _
o) X 2501.2 >
S 2 (M+H]* =- M,
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g g | | H H
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T, T L e 0, Résidu de
o B W W ! o Hiae ¥ = I _
- » cysteine C,-formylglycine
miz] M/z]
—> Perte de masse de 18 Da

':> Formation de la C _-formylglycine in vitro sur un peptide substrat

Cette enzyme est-elle spécifique du résidu cystéine ?
Comment catalyse-t-elle en conditions anaérobie 'o  xydation d’'une cystéine ?



Caracterisation biochimique d'anSME

cpe

23C: Ac-FENAYTAVPS CIASRASILTGMS-NH ,
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23S: Ac-FENAYTAVPS SIASRASILTGMS-NH,

Les anSMEs catalysent I'oxydation des

résidus cystéine et sérine !

Benjdia et al. 2007 J Am Chem Soc;129(12):3462-3.
Benjdia et al. 2008 J Biol Chem.; 283:17815-26




Caractérisation biochimique d’anSME,,

Formation de C a-formylglycine Formation de 5’-deoxyadénosine

250 250
17C — 17C

FGly (uM)
|
5’ déoxyadénosine (UM)

b . ¥ W hd
I | I | T | T |

0 Temps (min.) 720 0 Temps (min.) 720

- Maturation plus efficace du 17C que du 17S
- 1 mole de SAM consommeée par mole de produit formé

- Inhibition totale en présence du peptide 17A



Cible du radical 5’-deoxyadénosyle
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Cible du radical 5’-deoxyadénosyle

En présence d’'un peptide non marqué

En présence d’'un peptide deutéré
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|:> Maturation du peptide deutéré




Cible du radical 5’-deoxyadénosyle

Peptide FGly (uM)

Formation de peptide-FGly Formation de 5’-deoxyadénosine
. Spectrométrie de masse RMN
peptide non marqué NH,
[M+H]+ . N N
100 252 AdoH purifiée A N cHs
L g " N/) ﬂ W
f—; ] 253 0 | Formation de 20%
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|:> Effet cinétique isotopique confirmant I'abstraction d’'un atome

d’hydrogene en C

':> Formation de 5’-deoxyadénosine marquée sur le carbo  ne C5’

Benjdia et al. 2009 . J Am Chem Soc. 24; 131:8348-9



RoOles des autres motifs conserves

anSMEDt TN

MGSSHHHHHHSSGL VPRGSHVKATTYAPFAKPL YVMVKPVGACNL ACEYC) YL EKANL Mutant 1 :
YKENPKHVVBDEL LEKFI DEY! NSQTMPQVL FTWHGGETLMRPLSFYKKAVELQKKYAR | CXg"C-Xp-C

C'Xs'C'X14'C

GRTI DNCI QTNGTLL TDEWCEFFRENNW.VGVSI DGPQEFHDEYRKNKMGKPSFVKVMQ AXsAX A

G NLLKKHGVEWNAMAVVNDFNAEYPLDFYNFFKEI DCHY! QFAPI VERI VSHQDGRHL

ASL AEGKEGAL ADFSVSPEQAGNFLCTI FDEWKEDVGKFFI Q FDSTLANWWGEQPGV
TMAKHCGHAGVVEFNGDVYSCDHFVFPEYKL GNI YSQTL VEMVHSERQHNFGTMKYQS

L PTQCKECDFL FACNGECPKNRFSRTADGEPGLNYL CKGYYQYFQHVAPYMDFEMKKEL M

NQQAPANI MKALKDGSLKI EY Mutant 3 -
C'Xz'C'X5'C'X3'C'X18'C

A'Xz'A'X5'A'X3'C'X18'C

“X5=A-X14-C

Génération et purification de mutants

MW WT M1 M2 M3

|:> Activité enzymatique ?

Analyse par électrophorése SDS-PAGE 12%



RoOles des autres motifs conserves

Production de 5’-deoxyadénosine
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> Les motifs de cystéine sont essentiels & la réaction
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Benjdia et al. 2010 FEBS J. 2010;277(8):1906-20.

Le mécansime des anSMEs
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...et les Interactions entre les
bactéries commensales et
'Homme ?




RoOle d'anSMEs dans les interactions bactéries/h6te

Le modele Bacteroides thetaiotaomicron une bactérie commensale majeure de 'Homme

WT AanSMEDbt

Construction d’une
souche BT AanSMEDt

—

Bacteroides thetaiotaomicron

Analyse sur gel d'agarose (1%)
Bactérie a Gram négatif des produits de PCR
Anaérobie stricte
6% de toutes les bactéries présentes dans le tube digestif de 'THomme
Genome : 6,26 Mb
4779 protéines prédites dont:
-163 systemes associés a la membrane pour lier et importer les glycanes
- 226 glycosidases prédites (contre 98 dans le génome humain)
-15 polysaccharide lyases.
- 28 sulfatases (contre 17 sulfatases dans le génome humain)

(Xu et al., 2003 Science.;299(5615):2074-6).




Role d'anSMEs dans les interactions bactéries/ho6te

Stratégie :

Souris C57BL/6J monoassociées a ;. | °
e BT WT

* BT AanSME,;

« BT WT/ BT 4anSME,;

I:> Mesurer la colonisation du tractus digestif par BT WT et BT AanSME,; (QPCR)

|:> Comparer I'implantation des souches BT WT/ BT AanSME,; dans le tractus digestif
par des expériences de compétition

|:> Analyser par transcriptomique I'expression des genes de BT WT et de BT AanSME,;




Colonisation du tube digestif par B. thetaiotaomicron

1,E+11 1,E+11
) WT - , hanoMEDt
« - o T
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‘
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z 3
5 i
e Q
g k=2
S Q
- i |
! ]
1,E+08 ' 1Ewe ] 1
A I.‘
n
1,E+07 + 1,E+07
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 g 10
Days Days

I:> In vivo les deux souches s’implantent a des niveaux equivale nts ~10 10




Compeétition in vitro et in vivo entre les deux souches

Compétition _in vitro en milieu riche Compétition _in vivo
1,E+10
1E+10 o E ; !
AanSMEDbt et *
7 A . WT.
1,E+00 . g
o, A
L“\\ Pra -8 1,E409 1 . o .
1908? --“-‘::\:\'\“'\\ Q’::/ — - \_“"‘1--‘\H_\ ) = ,ljg \Q\‘
r & Tm =] 1 A
WT
. AanSMEbt ™3
.
1E+05 1,E+07 ' .
T 2 4 6 8 i 1z ¢ 2 4 6 3 10
Days Days

In vitro, les deux souches poussent en milieu riche

In vivo la souche inactivée pour le gene anSME est progress  ivement exclue

Pourquoi ?




Croissance de B. thetaiotaomicron avec différentes
sources de carbone

Chondroitine

Glucose
® ? WT WT
-]
F * .
g s -
£ AanSMEbt £
. o= AanSMEDbt
e o o ®© o ° o o o b B B 3 o o o o o o & < ©
Tlm:?l:nm.) ’ TIITIEB‘:IDTI )
Mucines Héparine
WT z .. .oLwT
- ) ) 7
[ ]
— 3 & o © @ < % -4 "
. AanSMEDbt g
AanSMEDt

o 8 7
l-.
o L3 =3 @

—> In vitro anSME est essentielle pour le métabolisme de
sources de carbone sulfaté




Analyse par transcriptomique des genes induits chez
la souche sauvage et mutee

2
= [}
operon 2 < fold-change
Brosss-67 I~ 255 5,000+
induction in | BT4357-58 [ — 3.6
wild-type | BT3662 !. 1.7
BT3663-66 2.0
BT3668-72 42
872392-95 NN &~ 448
induction in| B73796-99 NI  +36.6
achur | BT0753-57 NI  +84
87403840 [  +38
BT4294-99 [ +5.5
BT4240-43 - +1.7
BT4244-47 +1.6
aro3i17-19 | R -1.0
BT1032-33 [ +1.2
BT1034-40 1.1
BTI046.50 ! ey ’ = J i
it —— L’absence de gene anSME module I'expression
B70459-67 [ +1.4 2z
BT2803-00 [  -1.4 2 H
BT1757-58 gE -1.6 2 e Certalnes Su atases
BT1759-63 18 €
BT1765 2.3 5
BT1619-20 [ = +25 5
BT0439-42 E; +1.1 8 500
BT0449-54 1.0 2
BT2559-61 [ 1.2 N
BT1624-32 I +1.2 ®
similar in vivo | 8T4712-14 [ -1.2 E , . . . .
expression in | p13598.04 2.4 (o)
s | T SO [—> Le métabolisme in vivo des mucines chez
BT3779-75 1.5
BT3784-85 2.0
BT3787-62 .. 2.3
BT4403-07 NN 1.1 . . 7
B. thetaiotaomicron est alteré
B873481-85 .. 11 "
BT3491-99 1.6
BT2818-23 .. 16
BT2824 2.0
BT2825 2.5
873854-62 [ 16
873750-5¢ [ +1.1
srrzeo-e5 N -7
BT0360-65 -- 24
BT0367-69 -1.0
BT4132-35 -- -1.6
BT4136 1.6
8ro206-1« NN 1.1 100
B873044-47 D -1.8
sr4672-67 NI 1.5 50

Benjdia et al. 2011 J Biol Chem. In press




Role d'anSMEs dans les interactions bactéries/ho6te

Epithelium

Induction de signaux
chez son hote ?
I Mucines ﬂ

sulfatase

—= =3
sign * sulfatase

Modulation de
I'expression des
aenes

|:> Colonisation
du TD

Sulfatase
active

Sulfatase
inactive

B. thetaiotaomicron

|:[> AnSME via I'activation des sulfatases permet a un groupe bacté rien
majeur de coloniser son hote et d’établir des inter  actions complexes
avec celui-ci




Une enzyme radical SAM impliquée
dans la résistance bactérienne aux
antibiotigues




Principaux mécanismes de résistance aux
antibiotiques chez les bactéries

Antibiotic

EffiL gL 77 @
O

Flasmid o ; _
Principaux mécanismes

= Pompes a efflux

Antibiotic

Ly @ = Enzymez de modification/dégradation

= Meéthylation de I’ARN ribosomal




Les mécanismes de resistance aux antibiotiques

Le ribosome: une machinerie complexe pour la synthe se protéique

Wilson et al. PNAS 2008;105(36):13339-44.

Le ribosome: Une structure composée de trois
molécules d’ARN (16s rRNA, 23s rRNA and 5s
rRNA) et d’environ 50 proteines

Au sein du ribosome le site qui catalyse la formati on de la liaison peptidique :

Purta et al. (2009) Mol Microbiol;72(5):1147-58.

|::> Des modifications du site actif en particulier des meéthylations vont
rendre les bactéries résistantes aux antibiotiques




Cfr, une nouvelle méthyltransferase qui confere la
resistance a de nombreux antibiotiques

Cfr a été identifiée pour la premiére fois chez
Staphylococcus sciuri comme un gene de
résistance aux antibiotiques

(Schwarz et al. 2000; Antimicrob Agents Chemother; 44(9):2530-3)

...depuis il a été décrit comme impliqué dans

la résistance a de nombreux antibiotiques
ciblant le site actif du ribosome et trouvé
dans des isolats clinigues de  Staphylococcus
aureus

...Cfr prévient aussi I'action des antibiotiques
de derniére génération les linezolid

(Toh et al. 2007 Mol Microbiol; 64(6):1506-14.)

S
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Chlor(:amphenicol

Florfenicol

Dalfopristin

Clindamycin
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Linezolid




Cfr, une nouvelle méthyltransferase qui confere la
resistance a de nombreux antibiotiques

NH,

AN N
jpes
H N T
" Cfr méthyle une base critique

Cr présente dans 'ARNr 23S
(A2503) en position 8

(Giessing et al. (2009) RNA; 15(2):327-3)




Cfr, une nouvelle méthyltransferase confere la
résistance a de nombreux antibiotiques
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(A2503) en position 8
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Comment est effectuée cette réaction de méethylation ?




La méthylation des acides nucléiques

I:> Le donneur de groupement méthyle : la SAM

NH2
w40
OH OH

|::> En général une simple substitution nucléophile

Mécanisme proposé d’'une ADN amino méthyltransférase
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Scavetta et al. NAR. 2000;28:3950-3961
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|:> La méthylation sur un atome de carbone nécessite un

le cas des C-méthyl transférase
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Wu & Santi 1987 J Biol Chem;262(10):4778-86

e « activation »;




Le mécanisme de Cfr

Dans le cas de Cfr:

- pas de position « activable »
- un atome de carbone hybridé sp

Une premiere proposition

—

2496-2507

NH, Cfr
N4
pec
H N/ T
R

Comment catalyser cette méthylation ?

- 'abstraction d’'un H de
Yan et al. J Am Chem Soc. 2010;132(11):3953-64
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Le mécanisme de Cfr

Une deuxieme proposition : I'abstraction d’'un H de
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Yan & Fujimori PNAS 2011;108:3930-3934
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Le mécanisme de Cfr

Une troisieme proposition : un groupement méthyle p

résent sur la protéine
Grove et al. Science 2011;332:604-607
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D’autres hypotheses ?
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