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*' Daux types de structuration
de 'enveloppe existent chez les
bactéries et peuvent étre discri-
minés aprés una méthode de
coloration mise au point par le
médecin danois Christian Gram
en 1883. En fonction du main-
tign ou non de I coloration
pourpre des cellules par le
crystal violet aprés action de
I'éthanal, on parie respective-
ment de bactéries & Gram
positif ou & Gram négatif.

Le susteéme de sacration
de fype V chez les bactaries

bram-nagalives

Chez les bactéries Gram-négatives, les protéines synthétisées dans le
cytoplasme doivent franchir deux membranes pour étre sécrétées. Parmi
les cing systémes de sécrétion identifiés chez ces bactéries, la sécrétion
de type V, voie privilégiée des protéines autotransporteurs et des protéines
TPS, pourrait trouver d’intéressantes applications en biotechnologie.

Mickaél Desvaux, Nicholas J. Parham et lan R. Henderson*

usque dans les années 80, la sécrétion des
protéines a travers les membranes biologiques,
c’est-a-dire du milieu intracellulaire vers le mi-
lieu extracellulaire, érait considérée comme un
phénoméne relativement rare dont le mécanisme était
spécifique a chaque organisme. Depuis, cette percep-
tion a radicalement changé puisqu’il s’avére que les
cellules eucaryotes et procaryotes sécretent une gamme
prodigieuse de protéines, regroupées sous I'appellation
de sécrerome, et qu'elles partagent des voies de
sécrérion communes. Chez les bactéries, la majeure
partie des informations concernant les différents mé-
canismes de sécrétion dérivent d’études réalisées chez
des bactéries pathogénes des plantes et des animaux,
En effet, la capacité d’une bactérie a infecter, se mul-
tiplier et survivre au contact ou dans une cellule héte
dépend en grande partie de sa capacité a sécréter des
facteurs de virulence.
La sécrétion des protéines implique d*une part 'exis-
tence de systémes permettant le transpore de I'intérieur
vers I'extérieur de la cellule, c’est-a-dire au travers
de I'enveloppe qui délimite la cellule bactérienne, et
d’autre part que les protéines destinées a étre sécrétées
contiennent une information définie qui gouverne leur
destination, c’est ce que I'on appelle 'adressage cel-
lulaire. Cenveloppe des bactéries Gram-positives*' est
composée d’une membrane cellulaire interne (formée
d'une double couche phospholipidique) entourée d'une
paroi constituée d’une épaisse couche multimolécu-
laire de muréine (un type de pepridoglycane). Les bac-
téries Gram-négatives possédent elles aussi une mem-
brane interne mais celle-ci est entourée par une fine
couche de muréine, elle-méme entourée par une seconde
membrane cellulaire appelée membrane externe.
Le périplasme est la région comprise entre ces deux
membranes. Ainsi, chez les bactéries Gram-négatives
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deux membranes cellulaires doivent étre franchies pour
qu’une protéine synthétisée dans le cytoplasme soit
sécrérée.

La sécrétion vers le milieu extracellulaire (chez les bac-
téries Gram-positives) ou I'exportation vers le périplasme
(chez les bactéries Gram-négatives) des protéines au
travers de la membrane interne (aussi appelée mem-
brane plasmique ou cytoplasmique) fait intervenir
des complexes protéiques, appelés translocases. Les
translocases sont constituées de structures protéiques
transmembranaires, dénommées translocons, et d’en-
zymes et de facteurs périphériques. Deux types de trans-
locons impliqués dans la sécrétion ont jusqu’a présenr
et¢ idenrifiés chez les bactéries Gram-négatives : le
systeme Sec-dépendant qui fair intervenir le translo-
con SecYE, et le systeme Tat (Twin arginine translo-
cation) qui fait intervenir le translocon TarABCE, Dans
le systeme Sec-dépendant, deux facteurs accessoires
peuvent intervenir : soit la protéine chaperone SecB,
soit le facteur SRP (Signal Recognition Particule). En
I'absence de SecB, d’autres chaperones peuvent jouer
le méme réle, notamment DnaK ou DnAj. Le systéme
SRP permer une translocation co-traductionnelle des
protéines tandis que le systéme Tat autorise la trans-
location des protéines sous leur forme repliée native,

La sécrétion chez les bactéries Gram-positives
Chez les bactéries Gram-positives, les protéines
destinées a érre sécrétées peuvent emprunter différents
systemes : le systeme SRP-dépendant, le systéme Tat,
des transporteurs ABC (ATP Binding Cassette) on
I'hydrolyse d’ATP (Adénosine TriPhosphate) fournit
seule I'énergie nécessaire au transport, ou encore le
systeme Com (Competence development) impliqué
dans la formation des pilli permettant le transfert de
materiel génétique entre bactéries (1),



La sécrétion chez les bactéries Gram-négatives
Dans le cas des bactéries Gram-négatives, les protéines
doivent franchir une seconde membrane pour étre
sécrétées. Jusqu'a présent cing systémes de sécrétion,
numérotés de 1 a V, ont été identifiés chez ces bacté-
ries (2, 8). Il est important de souligner que cette clas-
sification est fondée sur le mécanisme de translocartion
situé au niveau de la membrane externe puisque c’est
le franchissement de cette membrane qui gouverne
la sécrétion,

Le systéme de sécrétion de type 1 peut étre illustré par
I'hémolysine HlyA d’Escherichia coli (8). Cette
protéine est sécrétée via un complexe oligomérique
composé d’un transporteur ABC appelé HlyB, d’une
protéine périplasmique HlyD et d’une protéine
membranaire TolC. Ce complexe traverse a la fois la
membrane interne et la membrane externe.

Le systeme de sécrétion de type 11 est un processus a
deux étapes illustré par la pullunase PulA de Klebsiella
oxytoca. Contrairement au modéle originellement
proposé, il a été démontré que ce systeme n’urilise pas
exclusivement le systeme SecB-dépendant mais peut
aussi emprunter la voie Tat. Le transport ultérieur a
travers la membrane externe requiert un complexe
protéique formant un pore membranaire dénommé
sécréton. Le systeme de sécrétion de type 11 est a
présent appelé la voie sécréton-dépendante ().

Le systeme de sécrétion de type III est constitué d’un
assemblage complexe de protéines formant une struc-
ture traversant  la fois la membrane interne et la mem-
brane externe (6). Ce systeme porte aussi le nom
d’injectisome, puisqu’il peut permettre I'injection de
protéines directement a I'intéricur d’une cellule
eucaryote. Il faut cependant souligner que certaines
protéines empruntant ce mode de transport peuvent
étre simplement sécrétées dans le milieu extracellulaire.
A I'heure actuelle, le systéme de sécrétion de type [V
est le moins bien compris. 1l est fortement apparenté
a la conjugaison bacrérienne et peut étre exemplifié
par le systéme de transfert des nucléoprotéines T-DNA
d’Agrobacterium tumefaciens ou encore de la roxine
pertussique Ptl de Bordetella pertussis (7). Les
protéines utilisant cette voie de sécrétion peuvent étre
séerétées dans le milieu extracellulaire ou directement
dans la cellule hate,

Le systeme de sécrétion de type V est le plus récent
décrit, Les proréines empruntant cette voie sont trans-
loquées au travers de la membrane externe par un pore
membranaire formé par un tonneau £. Deux systémes
de protéines empruntent cette voie, d'une part les
autotransporteurs et d’autre part le systéme a deux
partenaires TPS (Two Partner System).

La voie de sécrétion des autotransporteurs

Cette voie de sécrétion a été pour la premiére fois
décrite pour la protéase IgA1 de Neisseria gonorrhoeae
par Pohlner et al. (8), qui élucidérent les mécanismes
fondamentaux impliqués entre 'expression du géne et
la présence de cette protéine dans le milieu extracel-
lulaire. Durant la sécrétion, IgA1 est modifiée a la fois
a son extrémité N-terminale et C-terminale. L'expor-
tation de cette protéine au travers de la membrane
interne s'effectue via le translocon Sec et s’accompagne
du clivage d’une séquence signal.

Dans le milieu extracellulaire, la protéine mature est
dépourvue de son domaine C-terminal. Il fut alors pro-
posé que le domaine C-terminal se repliait en tonneau £

dans la membrane externe et que la partie N-termi-
nale de la protéine était transloquée au travers de ce
pore avant d’étre libérée dans le milieu extracellulaire
par un processus autocatalytique. Puisqu’aucune
énergie de couplage ou d’autres facteurs accessoires
ne semblaient requis pour la translocation, les
protéines sécrétées selon ce mode ont requ le nom
d’autotransporteurs.

Depuis ce travail séminal, un grand nombre de
protéines ont été identifiées comme utilisant ce
modele de voie de sécrétion, La structure primaire
de ces protéines est modulaire (9) (figure p.36). A 'ex-
trémité N-terminale se trouve la séquence signal, ou
peptide signal, qui permet 'adressage de la protéine
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Voie de sécrétion de type Il médiée par des protéines
chaperons, Les protéines chaperons (en vert clair) se
lient aux substrats de sécrétion (en bleu). Dans ce
modéle, c'est la protéine chaperon qui communique
avec 'appareil de sécrétion, et délivre le substrat pour
qu'il soit sécrété. Un substrat non lié n'est pas reconnu,
et ne peut donc étre sécrété.

En orange : le canal traversant les deux membranes. En
vert et en rouge : les éléments de I'appareil de sécrétion,
directement ou indirectement liés 4 la membrane interne.
IM : membrane interne, OM : membrane externg, PG :
couche rigide du peptidoglycane.

vers la membrane interne. Le domaine passager, aussi
appelé domaine o, est sécrété vers le milieu extracel-
lulaire ; c’est lui qui confére les diverses fonctions at-
tribuées aux autorransporteurs, A I’extrémité C-rer-
minale se trouve 'unité de translocation, constituée
d’un domaine £ qui adopte une conformation en ton-
neau B dans la membrane externe, et d’'une région en
hélice @ appelée région reliante puisqu’elle relie le do-
maine passager au domaine 8 (10).

En fonction de la protéine autotransporteur considérée,
le domaine passager peut étre libéré dans le milieu
extracellulaire ou bien rester attaché au domaine £
et étre ainsi exposé en surface de la membrane externe.
Les autotransporteurs représentent le plus important
groupe de protéines sécrétées par les bactéries Gram-
négatives (11). D’un point de vue phylogénétique,
cependant, ce groupe de protéines estrestreint au
phylum Proteobacteria (Y-, §-, et €- Proteobacteria) et
au phylum Chlamydiae (genre Chlamydia) (12).

L'exportation vers le périplasme

L’analyse bioinformatique de I'extrémité N-terminale
des autotransporteurs a permis de prédire que les
séquences signal identifiées éraient caractéristiques de
protéines exportées par le systeme SecB-dépendant (9).
En partant de leur extrémité N-terminale, ces séquences
signal possedent dans I'ordre un domaine n globale-
ment chargé positivement, suivi d’un domaine h conte-
nant majoritairement des acides aminés hydrophobes
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et un domaine ¢ présentant un site de clivage consen-
sus pour les pepridases. Cependant, certains auto-
transporteurs possédent des séquences signal parti-
culierement longues constituées d’une cinquantaine
d’acides aminés. Par rapport aux peptides signal
décrits précédemment, ces séquences présentent
systématiquement une extension bien conservée de leur
domaine n. Il a éré suggéré que ces séquences signal
particulizrement longues pouvaient interagir avec SRP
(9). Récemment, il a été montré que pour Hbp, un
autotransporteur d’Escherichia coli, 'exportation i

intramoléculaire permettant, apres translocarion, le
repliement complet du domaine passager en surface de
la membrane externe (15). Pour IesA, un autotranspor-
teur de Shigella flexneri, intermédiaire périplasmique
qui est transitoire et futile, semble étre protégé de
la dégradation par les protéascs périplasmiques et
maintenu sous une forme dépliée par la chaperone DegP.

La translocation au travers de la membrane externe
Bien que trés variables au niveau de leurs séquences,
les domaines R des autorransporteurs sont tous
homologues (11). Tandis que la structure exacte
de ce domaine reste spéculative, ’analyse bio-
informatique de ces séquences prédit que ces

milieu tonneaux sont formés d'environ 14 feuillets
Oxtraceliuiaing R antiparalléles constitués de 93 12 résidus.
Par analogie au mécanisme de biogenese des

Membrane ”““"’{ porines, le modéle actuel propose que I'inter-
médiaire périplasmique s’insére de maniére

spontanée dans la membrane externe en se

repliant en tonneau R lors de son interaction

Périplasme avec 'environnement hydrophobe de la mem-

Membrane interne {

brane (9). De récents travaux effectués avec
PhoE et OmpA, des protéines de la membrane
externe ayant une structure en ronneau E, ont
montré que les lipopolysaccharides (LPS) et
que la chaperone périplasmique Skp assistent
le repliement de ces protéines lors de leur

1 2
55 i i .
Cytoplasme 4 (\j\ S ki insertion dans la membrane'exn?_rne,hﬁl. Ce
HooC meécanisme est probablement impliqué dans le
Mo COOH repliemcn[_ d’un graﬂnd nombre de protéines
5 Séquence  Domdine  Domaie Regionreliante ™ Domaines  Membranaires du méme type. )
o signal passager  chaperon  yniu e rranslocation Le modéle original de rranslocation du domaine

Schéma de sécrétion d'un autotransporteur

passager proposc que la protéine dépliée tran-
site au travers du pore hydrophile monomé-
rique formé par le tonneau £ (8), A partir de

1) Le polypeptide est synthétisé et exporté a travers la membrane interne
par le systéme Sec. 2) Une fois dans le périplasme, I'intermédiaire
ériplasmique dél sé de sa séquence signal se dirige vers la membra- . .
se eiteme?aj Ii I:f?:rn:a;ne ] s‘inss;rg?lof: ;’a?lgalas;eml:?rane externe sous  (avers d’un_ porc’n'lembranal_rc f‘urme parune
la conformation d'un tonneau B. 4) La formation de ce pore membranaire structure oligomérique constituée d’au moins
permet la translocation, guidée par la région reliante, du domaine passager.  six tonneaux f (17). La taille de ce pore semble
5) E”n aurf?%e dde la membrane ext;‘rna. le dnmainel c_haipzron décélencohe le compatible avec la sécrétion de protéines sous
repliement du domaine passager a mesure que celui-ci émerge du pore. 12 z
Ur?e fois sécrété, le dcmpaine gassager peutqaiors rester exp(:gsé en gurface le,ur forme rtpl'ee' Chez un certain nombre
de la bactérie ou tre clivé soit par un processus autocatalytique soit par d’aurotransporteurs, notamment BrkA, IgA1
des protéases. Une fois clivé le domaine passager peut étre relargué dans  ou encore IcsA, un domaine chaperon a été
le milieu extracellulaire ou blen rester en contact avec la surface cellulaire identifié dans la régjon C-terminale du domaine
passager (15), Ce domaine est essentiel pour le

par des interactions non covalente avec le domain B.
Les polygones symbolisent la protéine repliée. L iseaux symbolisent A B

gl 4 = s repliement correct de la protéine sous sa forme
active.

les sites de clivage.
Le modéle de translocation proposé a I'issue
de cette érude est que le domaine passager reste

I'étude du domaine £ de IgAT1, il a été proposé
que le domaine passager était en fair sécrété au

travers la membrane interne implique le facteur SRP
mais que SecB peut compenser, dans certaines limites,
I'absence de SRP (13). En permettant une translocation
co-traductionnelle, 'exportation selon la voie SRP-
dépendante pourrait limiter la dégradation ou le
repliement prématuré de la protéine dans le cytoplasme.
Le statut de I'intermédiaire périplasmique reste 4 I'heure
actuelle un sujer de controverse. En utilisant un
systeme rapporteur dans lequel le domaine passager
de autotransporteur IgA1 érait remplacé par la chaine
légere d'un anticorps, il a été montré que le repliement
du domaine passager prenait place dans le périplasme,
ou du moins en méme temps que sa translocation a
travers la membrane externe (14). Cependant, une érude
sur BrkA, un autotransporteur de Bordetella
pertussis, a révélé la présence d'un domaine chaperon
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dépli¢, ou trés partiellement replié, lors de son tran-
sit au travers du pore transmembranaire. Le repliement
s'effectue en surface de la membrane externe er
vectoriellement dans la direction C-terminale du
polypeptide a mesure que celui-ci émerge du pore. En
plus du domaine £ I'autre caractéristique essentielle 3
la translocation du domaine passager est la présence
de la région en hélice o reliant le domaine passager
au tonneau £ (10). Cette région reliante serait impli-
quée dans la formation d’une structure en épingle 2
cheveux guidant la sécrétion du domaine passager
au travers du tonneau £ (9).

Les connaissances concernant |'énergic nécessaire a la
translocation des protéines au travers des membranes
biologiques résultent essentiellement des études effec-
tuées au niveau de la membrane cyroplasmique.



Cependant, contrairement au cytoplasme, dans le
périplasme ni 'hydrolyse d*ATP ni la force proton
motrice ne semblent intervenir pour fournir 'énergie
nécessaire a la translocation au travers de la membrane
externe. A partir de ce constat, il a été supposé, mais
non vérifié, que I'énergie libre de repliement du
domaine passager était la force motrice permetrant
la translocation au travers de la membrane externe.
Détude de Veiga et al. (14) s’est opposée a cette
hypothése. Cependant, cette série d’expériences est ba-
sée sur I'érude d’un domaine passager hétérologue qui
ne possede pas le domaine chaperon intramoléculaire
de IgA1. Aussi un mécanisme de translocation assisté
par ce domaine et accompagnant le repliement de la
protéine ne peut pas étre complétement exclu (15).

La maturation au niveau de la membrane externe
Une fois a la surface de la bactérie, le clivage entre le
domaine passager et 'unité de translocation peut se
produire en amont ou dans la région reliante (10). Une
fois clivé, le domaine passager peut soit étre relargué
dans le milicu extracellulaire, ot il peut subir d’autres
modifications comme IgA1, soit rester en contact avec
la membrane externe comme BrkA. Le clivage du
domaine passager est le résultat soit d’une activité
autocatalytique soit d’une protéase membranaire.
Cependant ces deux systémes ne sont pas exclusifs 'un
de I’autre puisque que pour SepA, un autotranspor-
reur de Shigella flexneri, des protéases permettent le
clivage du domaine passager en I"absence de I'acri-
vité de clivage autocaralytique. Chez Hap, un autre
autotransporteur de Haemophilus influenzae, plusieurs
sites de clivage alternatifs sont présents ce qui suggere
I'intervention de plusieurs protéases de spécificités
différentes. Enfin, comme ¢’est le cas pour Hia, un
autotransporteur de Haemophilus influenzae, le
domaine passager n’est pas nécessairement clivé mais
peut rester associé a I'unité de translocation, la
partie N-terminale de la protéine étant alors exposée
dans le milieu extracellulaire.

La voie de sécrétion a deux partenaires
Contrairement aux autotransporteurs ol la protéine
est synthétisée sous la forme d'un seul polypeptide,
le domaine passager et le domaine f§ des protéines de
la voie de sécrétion a deux partenaires, appelée voie
TPS, sont traduits a partir de deux phases ouvertes de
lecture généralement organisées en opéron (18). La pro-
téine correspondant au domaine passager est appelée
I'exoprotéine ou génériquement TpsA, tandis que la
protéine formant le pore en tonneau [ est appelée
domaine transporteur ou TpsB, En dépit de certaines
différences, la voic de sécrétion a deux partenaires par-
tage des caractéristiques fondamentales avec la voie de
sécrétion des autotransporteurs. Ainsi, en plus du mode
de transport impliquant le translocon Sec au niveau de
la membrane interne et un pore en tonneau £ lors de
la translocation au travers de la membrane externe, les
protéines TpsA possedent un domaine chaperon
intramoléculaire et une séquence signal trés conservée,
semblable aux séquences signal particulierement
longues des autotransporteurs (18).

Par ailleurs, I'analyse bioinformatique des séquences
d’autotransporteurs, de TpsA et de TpsB a montré que
des événements de recombinaison se sont produits
au cours de 'évolution entre ces différents domaines.
Il reste cependant difficile de trancher entre une

évolution convergente ou divergente de ces voies de
sécrérion. Ces deux voies sont 4 présent regroupées
sous le nom de voie de sécrétion de type V, les aurto-
transporteurs appartenant au sous-groupe de type V,
et les protéines de la voie de sécrétion a deux parte-
naires au sous-groupe de type V..

La fonction des protéines

sécrétées par la voie de type V

Toutes les protéines sécrétées par la voie de type V ont
une fonction associée avec la virulence de la bacté-
rie. Le domaine passager, qui est le domaine impliqué
dans la fonction de virulence des autotransporteurs,
peut (20) :

- permettre 'adhésion de la bactérie a une cellule hore,
souvent la premiére étape de I'infection ;

- présenter une activité catalytique (protéase, lipase,
peptidase, estérase) ;

- agir comme un médiateur de mobilité ;

- avoir un role de toxine ou de cytotoxine ;

- avoir un réle immunomodulateur ;

- permettre la maturation d’un autre facteur de
virulence.

Les protéines TpsA jouent quant a elles un réle tout
aussi important dans la virulence, puisque ces protéines
peuvent étre des adhésines, des protéines impliquées
dans la séquestration du fer (hémopexines), des
facteurs antigéniques ou encore des hémolysines/
cytolysines (18).

Les applications en biotechnologie

Comme tout systéme de sécrétion, le systéme de type
V ouvre la possibilité d’exprimer des protéines direc-
tement dans le milieu extracellulaire. Puisque la
variété de protéines sécrérées dans le surnageant de
culture est bien plus faible que dans le cytoplasme,
la purification de ces protéines sous leur forme native
est d’autant plus aisée. La caractéristique supplémen-
taire offerte par la voie de sécrétion des autotrans-
porteurs est que ces protéines peuvent aussi érre
exposées en surface de la cellule bactérienne. Ceci ouvre
la voie 2 un grand nombre d’applications :

- exposition d’antigénes pour le développement de
vaccin

- I'expression de banques de peptides pour la
cartographie d’épitopes ou pour tester la spécificité
d’anticorps ;

- 'exposition de récepteurs ou de ligands pour la
purification de protéines ou la bioadsorption de
molécules ;

- la bioconversion suite a I'expression d’une activité
enzymatique en surface de la bactérie.

Les exemples précédents donnent une idée du poten-
tiel offert par cette voie de sécrétion mais ne sauraient
étre exhaustifs. A I'heure actuelle, 'une des limitations
de ce systéme réside dans la prédiction de la capacité
d’un domaine passager hétérologue a étre sécrété vers
le milieu extracellulaire (). Ces considérations molé-
culaires seront éclaircies par ’érude plus poussée de la
translocation tant au niveau de la membrane interne
que de la membrane externe. La résolution de la struc-
ture tridimensionnelle du domaine R des aurotrans-
porteurs, dont les caractéristiques structurales sont
pour le moment toujours au stade de I'hypothése, sera
sans aucun doute la prochaine avancée significative
de la compréhension du mécanisme de sécrétion de
protéines par la voie de type V. @
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