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1/ Le cytosquelette bactérien : la fin d’un dogme 

 

Chez les cellules eucaryotes, le cytosquelette est un organisateur central de nombreux 

processus cellulaires tels que, la morphogenèse, la division, la ségrégation, la polarité ou le 

trafic intracellulaire (Howard and Hyman, 2003; Inoue and Salmon, 1995; Pollard and 

Borisy, 2003; Scholey et al., 2003). Il forme un réseau dynamique et complexe de filaments 

protéiques constitué de trois catégories de polymères de protéines : les microfilaments 

d’actine, les microtubules de tubuline et les filaments intermédiaires. Pendant longtemps, 

un des dogmes de la biologie cellulaire était la présence du cytosquelette uniquement chez 

les cellules eucaryotes. Néanmoins depuis une vingtaine d’années ce dogme s’est vu 

renversé par l’identification chez les cellules procaryotes de protéines homologues aux 

protéines du cytosquelette eucaryote (Cabeen and Jacobs-Wagner, 2010; Carballido-López, 

2006; Errington, 2003; Michie and Lowe, 2006). De plus, une quatrième catégorie de 

protéines cytosquelettales dénommées WACA a été identifiée, dont aucun homologue 

eucaryote n’a été trouvé. 

 

1.1/ Quelques généralités sur les microtubules  

 

La tubuline est un composant majeur du cytosquelette eucaryote et forme des microtubules 

(MT) (Figure 1 A). Les MT eucaryotes déterminent la position des organites et dirigent les 

transports intracellulaires (Howard and Hyman, 2003; Rock, 2010). Ils ont un rôle central 

dans la ségrégation des chromosomes par la formation du fuseau mitotique permettant le 

positionnement des chromosomes et la séparation des deux chromatides durant la division 
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cellulaire (Howard and Hyman, 2003; Scholey et al., 2003). Des dimères d’α- et de β-

tubuline s’attachent les uns aux autres, par des liaisons non covalentes, pour former un 

hétérodimère appelé protofilament (Figure 1 B). C’est l’assemblage latéral de treize 

protofilaments, sous la forme d’un cylindre creux, qui constituent un MT (Figure 1 C-E) 

(Scholey et al., 2003). Les MT sont des éléments instables car très dynamiques. Ils 

polymérisent et dépolymérisent en permanence grâce à l’activité GTPase de la tubuline 

(Carlier and Pantaloni, 1981; Pantaloni et al., 1981). Les deux extrémités d’un 

protofilament polymérisent à une vitesse différente (Figure 1 B-C). Une des extrémités 

dites « plus » polymérise rapidement et forme la base du MT. A l’opposé, les extrémités 

dites « moins », dépolymérisent plus rapidement (Howard and Hyman, 2003). La différence 

de vitesse de croissance aux deux extrémités est due à des modifications 

conformationnelles de chaque monomère lorsqu’il entre dans le polymère. Il existe une 

instabilité dynamique des filaments ainsi qu’un comportement de treadmilling qui sont 

associés à l’hydrolyse des nucléosides triphosphates. Des protéines associées aux filaments 

de MT formé après nucléation ont été identifiées et sont collectivement appelées protéines 

associées aux microtubules ou MAP (microtubule-associated protein) (Gouveia and 

Akhmanova, 2010). Les MAPs ont des rôles multiples dans la stabilisation des MT, le 

blocage du désassemblage ou encore comme intermédiaire d’interaction entre le MT et 

d’autres protéines. 
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Figure 1. La structure d’un microtubule et de sa sous-unité : 

Figure extraite de Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008, Figure 16-11). (A) La sous-unité de chaque 

protofilament est un hétérodimère de tubuline formé à partir d’un doublet de monomère d’α- et de β-tubuline. La 

molécule de GTP dans le monomère d’α-tubuline est tellement fortement liée qu’elle peut être considérée comme une 

partie intégrante de la protéine. La molécule de GTP dans le monomère de β-tubuline est quant à elle moins fortement 

liée et a un rôle important dans la dynamique du filament. Les deux nucléotides sont représentés en rouge. (B) Une sous-

unité de tubuline (α−β hétérodimère) et un protofilament sont représentés schématiquement. Chaque protofilament 

consiste en plusieurs sous-unités adjacentes avec la même orientation. (C) Le microtubule est un tube creux formé d’un 

alignement parallèle de 13 protofilaments. (D) Observation au microscope électronique d’un court segment de 

microtubule. (E) Observation d’une section transversale d’un microtubule montrant l’anneau formé de 13 protofilaments 

distincts. 
 

 

1.2/ Les homologues procaryotes de la tubuline 

1.2.1/ FtsZ 

 

C’est dans les années 90 que la protéine FtsZ (pour filamentous temperature sensitive) a été 

mise en évidence comme homologue procaryote de la tubuline (Erickson, 1995; Lowe and 
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Amos, 1998). FtsZ est une protéine universelle retrouvée dans le cytosol de pratiquement 

toutes les bactéries, ainsi que chez les chloroplastes eucaryotes ou encore chez les 

mitochondries d’eucaryotes primitifs (Osteryoung and McAndrew, 2001; Osteryoung and 

Nunnari, 2003). FtsZ possède une activité GTPase qui lui permet de polymériser pour 

former un anneau (appelé Z ring) au niveau du futur site de division cellulaire, lequel est 

essentiel pour le recrutement des protéines responsables de la formation du septum de 

division (Bi and Lutkenhaus, 1991; de Boer et al., 1992a; Rothfield et al., 1999). La 

séquence primaire d’acides aminés de FtsZ présente une faible identité de séquence (10-

18%) avec la séquence des tubulines eucaryotes pouvant s’expliquer par une divergence 

très ancienne d’un ancêtre commun (Lowe and Amos, 1998). En revanche, sa structure 

tridimensionnelle et ses propriétés de polymérisation sont remarquablement similaires à 

celles des tubulines (Lowe and Amos, 1998). Contrairement aux tubulines, un seul isoforme 

de FtsZ existe chez les procaryotes et ne semble pas former de structure cylindrique 

(Margolin and Long, 1994; Michie and Lowe, 2006). Par analogie aux  MAP eucaryotes, 

des partenaires de FtsZ ont été identifiés, tels que ZipA et ZapA, qui promouvoient in vitro 

la polymérisation de FtsZ (Adams and Errington, 2009). D’autres partenaires sont 

impliqués dans une régulation négative de l’assemblage des protofilaments, comme Ezra, 

SulA, MciZ, MinC et MipZ (Adams and Errington, 2009; Thanbichler and Shapiro, 2006). 

Contrairement aux MT constitués uniquement de tubuline, l’histoire des homologues 

bactériens ne s’arrête pas avec FtsZ. Récemment, de nouveaux homologues bactériens de la 

tubuline, les protéines BtubA/B et TubZ, ont été identifiés (Jenkins et al., 2002; Larsen et 

al., 2007). 
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1.2.2/ BtubA et BtubB 

 

Les protéines BtubA/B ont été découvertes chez les bactéries du genre Prosthecobacter 

(Jenkins et al., 2002), leur(s) fonction(s) n’est pas encore connue et elles ne sont pas 

retrouvées dans toutes les espèces bactériennes (Jenkins et al., 2002). Il existe une plus forte 

similarité de ces protéines avec la tubuline eucaryote (≈ 35%) qu’avec la protéine FtsZ (≈ 

10%). En effet, la structure tridimensionnelle de BtubA/B est extrêmement proche de celle 

de la tubuline et suggère une origine par transfert horizontal (Schlieper et al., 2005). La 

cristallisation des protéines BtubA/B a également mis en évidence la formation d’un 

hétérodimère qui ressemble à celui de la tubuline (Schlieper et al., 2005). BtubA et BtubB 

ont été exprimées chez E. coli puis leurs étude in vitro a mis en évidence la formation de 

longues structures allongées qui parcourent la cellule de pôle à pôle (Sontag et al., 2005). 

 

1.2.3/ TubZ 

 

Une autre protéine de type tubuline, appelée TubZ a été caractérisée en 2007 chez B. 

thuringiensis (Larsen et al., 2007). L’analyse de la séquence de la protéine TubZ a mis en 

évidence une faible similarité avec la séquence de la tubuline et de FtsZ (≈ 15%) néanmoins 

une conservation de certains résidus d’une part avec la tubuline et d’autre part avec FtsZ 

existe, c’est pourquoi cette protéine à été appelée TubZ (Larsen et al., 2007). La protéine 

TubZ est codée par des plasmides bactériens présents chez de nombreuses espèces de 

Bacillus (Larsen et al., 2007). Elle possède également une activité GTPase pour la 

formation de filaments le plus souvent disposés en paire ou en regroupement (Anand et al., 

2008; Chen and Erickson, 2008). La polymérisation des filaments TubZ induit la séparation 
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des plasmides nouvellement synthétisés permettant leur distribution dans chacune des 

cellules après la division cellulaire (Larsen et al., 2007). Les filaments de TubZ forment une 

superstructure en double hélice inhabituelle par rapport aux structures des filaments des 

protéines FtsZ et tubulines (Aylett et al., 2010). En revanche, une structure en double hélice 

existe chez l’actine eucaryote et chez son homologue bactérien ParM, impliqué dans la 

partition des plasmides (van den Ent et al., 2002) (voir ci-dessous). Récemment, il a été 

proposé que ce groupe TubZ ait un rôle, non seulement dans la ségrégation des plasmides 

mais également dans leur réplication. En effet, une de ces protéines, TubZ-Ba (également 

appelée RepX), est nécessaire pour la réplication du plasmide de virulence pXO1 de 

Bacillus anthracis (Tinsley and Khan, 2006). 

 

1.3/ Quelques généralités sur les filaments d’actine  

 

L’actine est le principal composant du cytosquelette eucaryote. C’est une protéine 

globulaire très abondante et importante pour le maintien de l’architecture, la division, la 

locomotion de la cellule et les transports intracellulaires (Pollard, 2003). La cristallisation 

du monomère d’actine (Figures 2 A et 3) a mis en évidence deux domaines principaux (I et 

II) qui peuvent être divisés en deux grands sous-domaines (IA et IIA) et deux petits sous-

domaines (IB et IIB) (Holmes et al., 1990; van den Ent et al., 2001a). Une poche de fixation 

à l’ATP est positionnée entre les sous-domaines IA et IIA (Figure 2 A). L’actine existe 

sous deux formes au sein des cellules, une forme monomèrique soluble, appelée actine G 

(Globular actin) et une forme filamenteuse appelée actine F (Filamentous actin). La 

polymérisation de l’actine G en actine F est promue par une activité ATPase (Figure 2 B) 

(Korn et al., 1987). A l’instar des MT, le mode d’assemblage induit une polarité au filament 
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avec deux extrémités différant par la vitesse de polymérisation : une des extrémités « plus » 

à croissance rapide et une extrémité « moins » où la polymérisation de l’actine est plus 

lente. Les filaments d’actine (appelés aussi microfilaments) sont des polymères hélicoïdaux 

à deux brins d’actine (Holmes et al., 1990). Une orientation régulière et parallèle des 

microfilaments induit une polarité structurelle.  

 

 

Figure 2. Les structures d’un monomère d’actine et d’un filament d’actine : 

Figure extraite de Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008, Figure 16-12). (A) Le monomère d’actine a 

un nucléotide (soit de l’ATP, soit de l’ADP) lié dans une profonde poche située au centre de la molécule. (B) 

Représentation schématique de l’arrangement des monomères dans le filament. Bien que le filament soit souvent décrit 

comme une simple hélice de monomères, il est également envisageable que se soit deux protofilaments maintenu ensemble 

par des contacts latéraux et qui s’enroulent le uns autour des autres comme deux brins parallèles d’une hélice. Toutes les 

sous-unités formant le filament sont dans la même orientation. (C) Image de microscopie électronique de filaments 

d’actines. 
 

La polymérisation de l’actine est hautement régulée par la fixation et l’hydrolyse des 

nucléotides mais également par de nombreuses autres protéines dites protéines accessoires 

ou ABP (actin binding protein) (Cooper and Schafer, 2000; dos Remedios et al., 2003; 
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Smith and Maguire, 1998; Winder and Ayscough, 2005). A l’heure actuelle plus d’une 

centaine d’ABP ont été identifiées chez les eucaryotes dont certaines sont essentielles et ont 

plusieurs activités, telles que la fixation des monomères d’actine G pour la nucléation des 

filaments (ex. Arp2/3 et WASP), la séquestration, la libération ou les échanges des 

monomères (ex. thymosine, twinfiline et profiling) et la liaison avec les filaments 

intermédiaires (ex. spectine), les MT (ex. tau) et même la liaison avec les deux (ex. plectin 

et MAP2). 

 

1.4/ Les homologues procaryotes de l’actine 

 

La première référence de la présence d’homologues d’actine chez les bactéries date de 

1992, lors d’un travail d’analyse de séquences protéiques issu de la comparaison de 

structures tridimensionnelles de trois ATPases (actine, Hsp70 et hexokinase) aux fins 

d’identifier un motif ATPasique commun (Bork et al., 1992). Basé sur la recherche de ce 

motif, des protéines procaryotes ont été identifiées, dont MreB (avec environ 15% 

d’identité) et ParM (StbA) (avec environ 11% d’identité) (Bork et al., 1992). La découverte 

des structures cytosquelettales que forme la protéine MreB (Jones et al., 2001), a déclenché 

l’engouement pour l’étude du cytosquelette bactérien des homologues de l’actine, que l’on 

connait encore aujourd’hui. D’autres analyses de séquences de génomes bactériens ont 

récemment mis en évidence de nouveaux homologues de l’actine, tels que MamK (Komeili 

et al., 2006), AlfA (Becker et al., 2006) et bien d’autres candidats de la famille Alp 

(Derman et al., 2009).  
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1.4.1/ MreB 

 

Les premiers homologues fonctionnels et structurels de l’actine ont été identifiés chez les 

procaryotes quelques années après l’indentification des homologues bactériens de la 

tubuline. En effet, en 2001 Jones et al., ont montré l’implication des protéines MreB-like 

(MreB et Mbl) dans la morphogenèse ainsi que leur assemblage in vivo en structures 

filamenteuses hélicoïdales le long de la cellule chez Bacillus subtilis (Jones et al., 2001). 

Des approches biochimiques et la cristallisation de la protéine MreB1 de Thermotoga 

maritima ont par la suite mis en évidence les propriétés de polymérisation de cette protéine 

similaires à celle de l’actine, aussi bien en présence d’ATP que de GTP, ainsi qu’une forte 

similitude entre la structure tridimensionnelle de MreB et celle de l’actine (van den Ent et 

al., 2001b) (Figure 3). Plus tard, c’est MreB de B. subtilis qui a été caractérisée (Bean and 

Amann, 2008) (56% d’identité avec MreB1 de T. maritima) et a mis en évidence des 

différences dans les propriétés de polymérisation, comme une inhibition plus forte de 

l’assemblage pour MreB à des températures inférieures à 15°C ou en présence de faible 

concentration en cations monovalents (Mayer and Amann, 2009).  

 

 

Figure 3. Comparaison de la structure tri- 

dimensionnelle de l’actine, de MreB et de 

ParM : 

Figure extraite de (Carballido-López and 

Errington, 2003). Une similitude de structure 

avec peu de divergence apparaît lors de la 

superposition des trois structures. 
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Des études de localisations subcellulaires ont éte menées par microscopie à 

immunofluorescence ou par la fusion d’une protéine fluorescente (GFP) chez B. subtilis, 

Caulobacter crescentus ont mis en évidence une assemblage des protéines MreBs en une 

structure filamenteuse hélicoïdale le long de la cellule (Carballido-López et al., 2006; Figge 

et al., 2004; Gitai et al., 2004). D’autres expériences de localisation sur Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa et Rhodobacter ont également été caractérisées et ont révélées 

des distributions des MreBs aussi bien hélicoïdales que médianes (Cowles and Gitai, 2010; 

Slovak et al., 2005; Vats et al., 2009).  

Des homologues de MreB sont retrouvés chez la plupart des espèces bactériennes avec une 

forme complexe, c'est-à-dire chez les bactéries non sphériques (Daniel and Errington, 2003; 

Jones et al., 2001). La plupart des bactéries à Gram négatif n’ont qu’un seul gène mreB, 

habituellement en opéron avec les gènes mreC et mreD. Quant aux organismes à Gram 

positif, ils ont le plus souvent de multiples homologues de mreB, dont un se retrouve en 

opéron avec mreCD. Le cytosquelette MreB est impliqué dans des processus cellulaires 

majeurs incluant la morphogenèse cellulaire, la ségrégation des chromosomes et la polarité 

cellulaire (Carballido-López, 2006). 

 

1.4.2/ ParM  

 

La protéine ParM, a également été identifiée comme un des membres de la superfamille des 

actines (Bork et al., 1992) bien que l’identité de sa séquence ne soit que de 11%. ParM a été 

identifié comme homologue procaryote de l’actine en raison de sa structure 

tridimentionnelle remarquablement similaire à celle de l’actine (Figure 3) (van den Ent et 

al., 2002). In vitro, ParM forme des structures filamenteuses en présence d’ATP, ATP γS et 
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AMPPNP (Garner et al., 2004; Moller-Jensen et al., 2002). Contrairement à la structure de 

l’actine F qui constitue une hélice droite, deux protofilaments de ParM forment une hélice 

gauche (Galkin et al., 2009; Orlova et al., 2007; Popp et al., 2008; van den Ent et al., 2002). 

Par opposition avec MreB qui est codée depuis le chromosome bactérien, ParM est quant à 

elle codée par le plasmide R1 présent chez E. coli et est impliquée dans la ségrégation de ce 

plasmide (d’où son nom ParM : partitioning motor). Cette fonction nécessite la coopération 

de ParM avec ParR, une protéine de liaison à l’ADN et de sa séquence de reconnaissance 

sur le plasmide, parC. Une partition efficace du plasmide nécessite une activité ATPase qui 

est fortement stimulée in vitro par la fixation de ParM sur le site parC (Jensen and Gerdes, 

1997). In vivo, ParM forme une structure filamenteuse incurvée qui court d’un pôle à 

l’autre de la cellule (Moller-Jensen et al., 2002) 

 

1.4.3/ MamK  

 

Les magnétosomes sont présent chez les bactéries magnétotactiques (Komeili et al., 2006; 

Murat et al., 2010) et définis comme des organites bactériens, plus précisément se sont des 

chaines de cristaux de magnétite qui parcourt le long de la cellule et lui permette de 

s’orienter dans un champ géomagnétique (Komeili, 2007). Il existe de nombreuses 

caractéristiques communes entre les magnétosomes et des organites eucaryotes, ce qui en 

font de bon modèle d’étude. L’utilisation de la cryotomographie électronique a mis en 

évidence la présence d’invaginations de la membrane cellulaire, appellées magnétosomes 

qui sont entourées d’un réseau de filaments (Komeili et al., 2006). La protéine MamK a été 

identifiée seulement chez Magnetospirillum magneticum et comporte peu de similitudes 

avec les protéines MreB et ParM (Komeili et al., 2006; Rioux et al., 2010). MamK est 
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nécessaire pour l’arrangement linéaire des magnétosomes. En effet, la mutation du gène 

mamK induit l’absence du cytosquelette associé aux magnétosomes et ces derniers ne 

s’assemblent plus en longue chaines (Pradel et al., 2006; Taoka et al., 2007). L’utilisation 

d’ATP marqué radioactivement a permis de montrer la polymérisation de MamK sous 

forme de faisceaux de filaments hélicoïdaux droits (Taoka et al., 2007). Les propriétés 

d’assemblage et la dynamique de MamK, en comparaison avec les données connues sur les 

autres homologues bactériens de l’actine, restent à découvrir. 

 

1.4.4/ AlfA et protéines Alp 

 

La protéine AlfA (pour actin like filament) constitue une nouvelle famille d’homologues de 

l’actine car elle présente de faible similarité de séquence avec MreB (17%), ParM (15%) et 

l’actine (16%) (Becker et al., 2006). La fonction d’AlfA est similaire à celle de ParM et 

consiste en la ségrégation du plasmide pBET131 de B.subtilis (Becker et al., 2006). AlfA, 

forme des filaments dynamiques en hélice gauche (comme ParM) positionnés le long de 

l’axe longitudinal des cellules. Néanmoins l’architecture semble distincte de celle de ParM  

(Polka et al., 2009; van den Ent et al., 2002). Une recherche phylogénétique a permis de 

mettre en évidence plus de 35 familles de protéine ressemblant à l’actine mais très 

divergentes et ont été nommées protéines Alp (pour actin like proteins) (Derman et al., 

2009). La majorité des protéines Alp est codée par des séquences plasmidiques, des 

génomes de phage ou des éléments intégratifs et seulement dans peu de cas par des 

chromosomes bactériens, ce qui suggère une grande variabilité fonctionnelle (Derman et 

al., 2009). L’étude de ces protéines n’a pas encore abouti ; en revanche au moins trois 

d’entre elles (Alp6A, Alp7A et Alp8A)  forment de longues structures filamenteuses chez 
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E. coli et une d’elles, Alp7A, est impliquée dans la partition plasmidique, ce qui suggère 

que la plupart (si non toutes) des Alps sont en effet des actines procaryotes (Derman et al., 

2009). 

 

1.4.5/ FtsA 

 

Initialement, l’analyse de la séquence de MreB avait révélé des similarités avec celle de 

FtsA (Doi et al., 1988). FtsA est une protéine impliquée dans la division cellulaire 

(Donachie et al., 1979) mais c’est également un membre de la superfamille des homologues 

bactériens de l’actine comme l’indique sa structure tridimentionnelle (van den Ent and 

Lowe, 2000). Une interaction entre FtsA et l’homologue de la tubuline FtsZ a été mise en 

évidence et semble nécessaire pour l’ancrage de FtsZ à la membrane  (Descoteaux and 

Drapeau, 1987; Yan et al., 2000). Les analyses in vivo ont montré une localisation de FtsA 

au niveau de l’anneau de division (Z-ring) ainsi qu’au niveau des structures hélicoïdales de 

FtsZ (Addinall and Lutkenhaus, 1996; Ma et al., 1996). In vitro, FtsA présente une capacité 

de polymérisation (Lara et al., 2005). Un domaine de fixation de l’ATP est conservé et une 

activité ATPasique a été reportée chez FtsA de B. subtilis (Feucht et al., 2001), par contre 

une activité d’une telle sorte n’a pas été détectée chez FtsA de Streptococcus pneumoniae 

(Lara et al., 2005). 

 

1.5/ Quelques généralités sur les filaments intermédiaires 

 

Les filaments intermédiaires (FI) ont été baptisés ainsi en raison de leur taille (8 à 12 nm) 

intermédiaire à celle des filaments d’actine (5-9 nm) et des MT (~25 nm). Chez les 
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eucaryotes, les FI constituent une famille de protéines considérablement diversifiée au 

niveau de leur séquence et de leurs fonctions. Les FI sont constitués de trois parties (Figure 

4 A) : la tête à l’extrémité amino-terminale, une région centrale « coiled-coil » et la queue 

carboxy-terminale (Parry and Steinert, 1992). Les deux extrémités pouvant varier en taille 

et en séquence. Les FI peuvent s’auto-assembler in vitro en filament non polaire et cela 

sans la présence de nucléotides, ni de cofacteurs (Figure 4 B-E). 

Les FI sont des structures flexibles mais très résistantes. Leur principale fonction est de 

constituer une charpente qui contribue au maintien de la forme et de l’integrité de la cellule, 

ainsi qu’à l’ancrage des organites cellulaires. Il a également été proposé qu’ils jouent un 

rôle dans la migration cellulaire et l’induction de signaux (Coulombe and Wong, 2004; 

Helfand et al., 2004; Parry et al., 2007) 
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Figure 4. Un modèle de construction d’un filament intermédiaire : 

Figure extraite de Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008, Figure 16-19). (A) Représentation 

schématique d’un monomère qui s’assemble en paires avec un autre monomère identique pour former un dimère (B) avec 

un domaine central identique et aligné en parallèle en une structure coiled-coil. (C) Deux dimères s’alignent côte à côte 

et forment un tétramère antiparallèle constitué de quatre chaines de polypeptides. Le tétramère est la sous-unité soluble 

des filaments intermédiaires. (D) Au sein de chaque tétramère, les deux dimères sont décalés les unes par rapport aux 

autres afin d’établir des associations avec d’autres tétramères. (E) Les tétramères sont impactés ensemble en une hélice 

contenant 16 dimères (32 coiled-coils). Au total, on obtient 10 nm de filaments en forme de corde. La moitié de ces 

dimères est orienté dans une direction tandis que l’autre moitié pointe dans la direction opposée. Une image de 

microscopie électronique de filaments intermédiaires apparaît sur la partie gauche de la figure. 
 

1.5.1/ Un homologue procaryote des filaments intermédiaires 

 

C’est en 2003 que la protéine Crescentine, un homologue procaryote des filaments 

intermédiaires, a été identifiée chez Caulobacter crescentus (Ausmees et al., 2003). Chez 
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cet organisme à la forme caractéristique de croissant de lune, la Crescentine s’auto-

assemble du côté interne de la cellule (partie concave) pour former un filament d’un pôle à 

l’autre (Ausmees et al., 2003). Elle est impliquée dans la détermination de cette forme 

cellulaire car l’inactivation de son gène, creS induit une perte de la courbure des cellules de 

C. crescentus. Le modèle proposé actuellement est que la structure de la Crescentine résiste 

mécaniquement aux forces d’étirement causé par l’élongation cellulaire ce qui réduirait le 

stress physique de la paroi cellulaire (Cabeen et al., 2009). L’association entre la structure 

de Crescentine et l’enveloppe cellulaire semble dépendre de MreB (Charbon et al., 2009). 

De nombreux génomes bactériens spécifient au moins une protéine homologue des FI 

(Bagchi et al., 2008) mais très peu ont encore été caractérisés (Cabeen and Jacobs-Wagner, 

2010). 

 

1.6/ La famille WACA 

 

Une quatrième famille de protéines, n’ayant pas d’homologue eucaryote, a été identifiée 

comme appartenant au cytosquelette bactérien. Ces protéines forment le famille WACA 

(pour Walker A Cytoskeletal ATPase) (Michie and Lowe, 2006). Elles sont codées par les 

plasmides Ti d’Agrobacterium et sont nécessaires pour la régulation spatiale de la partition 

du chromosome ainsi que pour la division cellulaire (Koonin, 1993). Les protéines de ce 

groupe appartiennent à une grande famille diversifiée d’ATPases car elles possèdent dans 

leur séquence un motif Walker A déviant (Koonin, 1993). Bien que les protéines 

comportant le motif Walker A déviant soient structurellement homologues, leurs fonctions 

divergent. La famille WACA peut être divisée en deux sous-groupes comprenant MinD et 

ParA. Ces protéines partagent une très bonne similitude de séquence et de structure 
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tridimentionnelle (Cordell and Lowe, 2001; Leonard et al., 2005a). MinD est impliquée 

dans le processus de positionnement de l’anneau Z-ring durant la division cellulaire (Bi and 

Lutkenhaus, 1993; de Boer et al., 1989, 1992b; Rothfield and Zhao, 1996), tandis que les 

protéines du sous-groupe ParA (incluant Soj, SopA et ParF) ont des rôles multiples dans 

des processus cellulaires comme la ségrégation chromosomique, la transcription et 

l’organisation des plasmides ou des chromosomes (Castaing et al., 2008; Hester and 

Lutkenhaus, 2007). Toutes les protéines portant un motif Walker A déviant peuvent 

dimériser de façon ATP-dépendante (Koonin, 1993). Généralement les protéines WACA 

présentent un comportement dynamique in vivo (Drew et al., 2005; Shih et al., 2003). ParA 

localise en alternance entre les nucléoïdes (Ebersbach and Gerdes, 2001) et MinD semble 

se déplacer par oscillation d’un pôle à l’autre de la cellule (Rowland et al., 2000). L’activité 

ATPase et le comportement dynamique des protéines WACA sont régulés par des 

interactions avec des protéines activatrices (Leonard et al., 2005b; Ma et al., 2004). MinD 

nécessite MinE (Hu and Lutkenhaus, 2001) et ParA nécessite ParB (Bouet and Funnell, 

1999). Le mécanisme d’action de MinD est probablement le mieux connu à l’heure actuelle 

grâce à l’étude chez E. coli des trois protéines MinC, MinD et MinE (de Boer et al., 1989). 

Les protéines MinCDE ont été identifiées pour leur rôle dans le positionnement du septum 

de division au milieu de la cellule ainsi que de l’inhibition de la division cellulaire au 

niveau des pôles cellulaires. MinD est attachée à la membrane et interagit avec MinC 

(l’inhibiteur de la division cellulaire) afin de la recruter à la membrane (Szeto et al., 2002; 

Zhou and Lutkenhaus, 2003). MinE semble aussi pouvoir interagir avec MinD pour 

l’activation du renouvellement de l’ATP de MinD (Hu and Lutkenhaus, 2001). Le 

mécanisme d’oscillation de MinD est fortement lié à l’hydrolyse de l’ATP. A noter que 

chez B. subitlis on n’observe pas d’oscillation de MinD, qui semble plutôt attachée aux 
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pôles cellulaires par le biais d’une autre interaction avec DivIVA (car B. subtilis ne possède 

pas de MinE) (Edwards and Errington, 1997; Edwards et al., 2000). Le mécanisme d’action 

de ParA dans le positionnement des plasmides et des chromosomes reste, quant à lui, mal 

connu. Il a été mis en évidence que ParB se fixe au plasmide au niveau du site parS, puis 

ParA interagit avec le complexe ParB/parS (Bouet and Funnell, 1999). 

 

 

2/ Bacillus subtilis, top modèle  

 

Le genre Bacillus fait partie du phylum Firmicutes. Les bactéries qui définissent ce genre 

sont des bacilles à Gram positif, aérobies et qui ont la capacité à former des endospores 

(appelées également spores). Ce genre bactérien est répandu dans la nature et se retrouve 

dans presque toutes les niches écologiques allant du sol, à l’air et aux sédiments aquatiques. 

La grande majorité de ces organismes sont non-pathogènes sauf quelques rares espèces 

pathogènes pour les animaux et les humains, comme Bacillus anthracis et Bacillus cereus 

ou pathogène d’insectes, Bacillus thuringiensis. La diversité métabolique et la 

pathogénicité réduite des Bacillus font de ces bactéries des outils remarquables pour les 

biotechnologies et les applications industrielles. Le membre le plus connu du genre Bacillus 

est un dénommé Bacillus subtilis. Cette bactérie a été identifiée pour la première fois en 

1835 par Christian Gottfried Ehrenberg sous le nom de Vibrio subtilis puis quelques années 

plus tard, en 1872, elle fut renommée par Ferdinand Cohn en son nom actuel, Bacillus 

subtilis.  
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Bacillus subtilis est une bactérie ubiquitaire mais habituellement retrouvée dans le sol. Elle 

a une forme de bâtonnet et est recouverte d’une ciliature péritriche. De taille assez grande, 

c’est un modèle d’étude remarquable. C’est une bactérie mésophile, c’est à dire vivant à des 

températures modérées, facilement cultivable et manipulable en laboratoire. Elle est 

beaucoup employée en industrie pour la synthèse de nombreux composés tels que de 

l’amylase, des protéases, des cellulases ou des antibiotiques. Comme tous les membres du 

genre Bacillus, B. subtilis à la possibilité d’élaborer des tactiques sophistiquées pour 

survivre dans des conditions rudes. Afin d’assurer la survie ou l’adaptation aux 

changements environnementaux, au moins trois programmes génétiques différents peuvent 

être induits chez B. subtilis : (i) l’entrée en phase stationnaire où les cellules deviennent 

isolée et mobiles, (ii) un déclenchement de la compétence naturelle pour intégrer de l’ADN 

environnant en vu d’acquérir du nouveau matériel génétique (iii) et enfin, la formation 

d’endospores.  

Les endospores sont extrêmements résistantes à une grande variété de stress tels que la 

chaleur, le froid, la sécheresse et les radiations UV (Driks, 2002). Elles sont considérées 

comme des time-capsules car elles ont permis la survie des organismes pendant des 

milliers, voire des millions d’années (Cano and Borucki, 1995). Lorsque les conditions 

environnementales sont modifiées comme par exemple à un changement climatique, une 

dispersion par le vent ou encore un transport par un autre organisme vers une nouvelle 

niche, la spore peut germer et la cellule peut alors entrer à nouveau en phase végétative. 

Une autre caractéristique intéressante de B. subtilis est son comportement social ; les 

cellules ont la possibilité de se regrouper entre elles ou sur des surfaces en structures 

multicellulaires appelées biofilms (Lenon et al., 2008). Les cellules regroupées peuvent 

aussi se déplacer en masse par un phénomène appelé swarming (Kearns and Losick, 2003). 
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Un système de quorum sensing est également présent chez B. subtilis (Tortosa et al., 2001b; 

Tran et al., 2000), c’est un mécanisme de communications intercellulaires permettant la 

modulation coordonnée de l’expression des gènes en réponse à des changements de densité 

de la population bactérienne (Waters and Bassler, 2005). 

 

B. subtilis est un des organismes les plus étudiés ; parmi les procaryotes, il arrive en 

seconde position derrière Escherichia coli (Sonenshen et al., 2002). La richesse et le 

nombre d’informations qui ont été collectées sur cette bactérie font de B. subtilis une des 

bactéries les plus utilisées en génétique et biologie cellulaire. C’est le principal modèle pour 

l’analyse de la physiologie des bactéries à Gram positif. L’utilisation de B. subtilis comme 

système expérimental a été stimulée par la grande varieté d’outils de biologie moléculaire 

disponsibles pour sa manipulation et par l’identification (ou la génération) de souches 

facilement manipulables et fortement compétentes pour des transformations naturelles. En 

effet, les recherches actuelles portent sur différentes souches isolées, en commençant par 

« la souche d’origine » de F. Cohn datant de 1872 et communément appelée, la souche de 

Marburg. A partir de cette souche, d’autres ont été sélectionnées en fonction de leur 

phénotype de croissance. Ainsi, Burkholder & Giles ont sélectionné plusieurs souches suite 

à des inductions de mutations biochimiques (Burkholder and Giles, 1947). En 1958, parmi 

la transformation de trois mutants auxotrophes par de l’ADN exogène (Spizizen, 1958) la 

souche dite 168 fut sélectionnée pour son efficacité de transformation (Figure 5). Par la 

suite en collaboration avec  C. Anagnostopoulos les conditions de transformation ont été 

définies (Anagnostopoulos and Spizizen, 1961). Cette souche 168 et ses dérivés sont 

toujours utilisés aujourd’hui et sont devenus le paradigme pour la recherche sur les 

bactéries à Gram positif.  
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Figure 5. Extrait de la méthode d’isolation de la souche 168 de B. subtilis (Spizizen, 1958) 

 

En 1997, le séquençage complet du génome de B. subtilis a été réalisé (4.214.810 pb et 

4.100 phases ouvertes de lecture) ouvrant ainsi la porte de la microbiologie vers de 

nouvelles perspectives (Kunst et al., 1997). De nouvelles questions biologiques, suivies de 

découvertes, ont pu voir le jour portant sur l’organisation chromosomique, l’expression 

globale des gènes, les fonctions des protéines ou encore la physiologie cellulaire. Mais par 

la même occasion le séquençage a permis de mettre en évidence combien il reste à 

découvrir pour une identification complète de la fonction des gènes.   

 

2.1/ Les homologues de l’actine de type MreB chez Bacillus subtilis 

 

B. subtilis a trois protéines homologues de l’actine eucaryote de type MreB appelées : 

MreB, MreBH pour MreB Homologue et Mbl pour MreB-Like. Le gène mreB (1011 pb) est 

positionné dans un opéron en amont des deux morphogènes mreC et mreD. mbl (999 pb) 

est gène monocistronique (Lindback and Kolsto, 1999) et mreBH (1005 pb) est 

probablement en opéron avec un petit gène de fonction inconnue, ykpC (Kobayashi et al., 

2003). Dans des conditions normales de croissance, les gènes mreB et mbl sont essentiels, 

tandis que mreBH n’est essentiel que dans des conditions de croissance à basse 
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concentration en magnésium (Jones et al., 2001). Il est néanmoins possible d’obtenir des 

souches viables inactivées pour mreB ou mbl par l’utilisation d’un milieu de culture à forte 

concentration en magnésium (Mg2+) (Formstone and Errington, 2005; Schirner and 

Errington, 2009a). La mutation des gènes mreB et mbl induit de gros défauts de 

morphologie qui sont également restaurés par la présence d’un niveau élevé de Mg2+ 

(Carballido-López et al., 2006; Formstone and Errington, 2005; Jones et al., 2001). La 

mutation de mreBH quant à elle induit également des défauts de morphologie plus léger que 

pour les deux autres homologues (Carballido-López et al., 2006). Le mécanisme par lequel 

le Mg2+ est capable de restaurer la viabilité des trois mutants mreB-like, ainsi qu’une 

morphologie et une croissance presque identiques à celles de la souche sauvage est encore 

inconnu.  

 

Chacun des trois homologues de l’actine chez B. subtilis a été associé à un rôle 

caractéristique dans la morphogenèse de la cellule (Carballido-López et al., 2006; Daniel 

and Errington, 2003; Jones et al., 2001), cependant il a été montré qu’il existe une 

redondance partielle dans leur fonction (Kawai et al., 2009a).  

Le mécanisme d’action de MreB reste inconnu, son rôle principal semble être le contrôle de 

la largeur cellulaire (Formstone and Errington, 2005; Jones et al., 2001). Il a été également 

suggéré que MreB est impliquée dans le positionnement de la machinerie de synthèse du 

peptidoglycane (PG) (Formstone and Errington, 2005). En plus de ce rôle dans la 

morphogenèse, il a été suggéré que MreB jouerait un rôle majeur dans la ségrégation du 

chromosome chez B. subtilis ; mais ce rôle est controversé (Formstone and Errington, 2005; 

Soufo and Graumann, 2003).  
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Le rôle principal de Mbl n’est pas complètement élucidé. Une première étude avait mis en 

évidence le rôle de Mbl dans la biosynthèse de la paroi latérale (élongation), notamment en 

contrôlant l’insertion hélicoïdale des précurseurs du PG sur la paroi latérale (Daniel and 

Errington, 2003). Mais, quelques années plus tard ce rôle a été contredit (Tiyanont et al., 

2006). Finalement, c’est récemment qu’une troisième publication (Kawai et al., 2009a) 

montre également que Mbl seule n’a pas de contrôle sur l’insertion des précurseurs du PG 

car il existe une redondance fonctionnelle partielle des trois isoformes. C’est seulement la 

double (mreB et mbl) ou triple (mreB, mbl et mreBH) interruption des gènes qui induit des 

défauts de synthèse du PG au niveau de la paroi latérale (Kawai et al., 2009a). 

L’interruption de Mbl dans des conditions standarts avait été réalisée dans un premier 

temps mais avait présenté une croissance difficile (Abhayawardhane and Stewart, 1995), 

puis  dans un deuxième temps, il a été  montré que les souches dépourvus de mbl 

présentaient des suppresseurs c'est-à-dire une ou plusieurs mutations spontanées 

additionnelles qui compensent le phénotype de la première mutation (Schirner and 

Errington, 2009a). Seule la croissance en présence de forte concentration en magnésium 

permet de réaliser la mutation de mbl en s’affranchissant de l’apparition de suppresseurs. 

Ainsi, un des suppresseurs du mutant mbl identifié correspond à l’interruption de rsgI, ce 

qui conduit à une activation du régulon du facteur sigma I qui est normalement induit par 

un stress thermique et permet la croissance de B. subtilis à une température de 55°C. C’est 

dans un contexte génomique dépourvu de rsgI que la triple interruption de mreB, mbl et 

mreBH a pu être réalisée (Schirner and Errington, 2009a). 

Le troisième isoforme, MreBH, est également impliqué dans la morphogenèse : c’est un 

régulateur spatial de la maturation (hydrolyse) de la paroi (Carballido-López et al., 2006). 
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Les cellules maintiennent ainsi un équilibre entre la synthèse et l’hydrolyse du matériel de 

la paroi cellulaire (Carballido-López et al., 2006; Stewart, 2005).  

 

MreB, Mbl et MreBH colocalisent en une structure hélicoïdale à la périphérie cellulaire, en 

lien étroit avec la membrane interne cytoplasmique (Carballido-López et al., 2006). Il a été 

proposé que l’hélice des trois protéines MreB soit responsable de l’organisation et de la 

coordination de la machinerie de biosynthèse de la paroi cellulaire pendant la croissance 

(Daniel and Errington, 2003). En effet cette idée est portée par le fait que la topologie 

d’insertion des précurseurs du PG apparaît en un modèle hélicoïdal le long de la paroi 

latérale (cylindre) chez B. subtilis (Daniel and Errington, 2003; Tiyanont et al., 2006). Ce 

patron d’insertion est similaire à la localisation en hélice des protéines MreB-like. Il a aussi 

été montré que MreBH interagit directement avec LytE, une hydrolase de la paroi cellulaire 

(Carballido-López et al., 2006). Cependant, les détails des mécanismes ainsi que les 

protéines effectrices utilisées par les protéines MreB pour l’insertion et la dégradation du 

matériel de la paroi, restent à caractériser.  

 

 

3/ Synthèse de la paroi bactérienne chez B. subtilis 

3.1/ Généralités sur la paroi 

 

Chez la grande majorité des bactéries, la paroi bactérienne est responsable de la forme ainsi 

que de l’intégrité structurale de la cellule. La paroi représente une barrière physique et 

mécanique pour la protection de la cellule contre les agressions environnementales mais 

surtout pour contrer la forte pression osmotique à l’intérieur de la cellule. Cette barrière a 



Introduction générale 
 

 

 
49 

 

donc une importance cruciale pour la viabilité de la cellule. La paroi est également une 

structure dynamique, continuellement en synthèse et en hydrolyse pour permettre la 

croissance et la division cellulaire (Vollmer et al., 2008; Weidel and Pelzer, 1964). 

Chez les bactéries à Gram positif, comme l’organisme modèle B. subtilis, la paroi cellulaire 

est principalement constituée d’une structure multicouche épaisse de peptidoglycane (PG) 

aussi appelé muréine et de polymères anioniques, en particulier les acides téichoïques 

(Bhavsar and Brown, 2006; Neuhaus and Baddiley, 2003; Pollack and Neuhaus, 1994). Le 

PG est un réseau de polymères composé de longues chaines de glycanes, reliées les unes 

aux autres par des ponts peptidiques flexibles (Hayhurst et al., 2008). Cette composition 

permet à la paroi d’être à la fois une structure solide et élastique.  

La structure de base du PG est identique à toutes les eubactéries à l’exception des 

Mycoplasma. Les chaines de glycanes sont composées d’une alternance de N-

acétylglucosamine (GlcNAc) et d’acide N-acétylmuramique (MurNAc) reliés par des 

liaisons osidiques β-1,4. Ainsi, une unité de base du PG consiste en un disaccharide-

pentapeptidique (Figure 6).  

 

Figure 6. Unité de base du PG de B. subtilis : 

Disaccharide-pentapeptique composé d’une alternance de 

N-acétylglucosamine (GlcNAc) et l’acide N-

acétylmuramine (MurNAc) reliés par des liaisons 

osidiques β-1,4. Le penta-peptide (1 à 5) est attaché par 

une liaison covalente au groupement lactyl du MurNAc. 

Chez B. subtilis l’acide aminé en position 3 est l’acide 

méso-diaminopimélate (m-DAP). 
 

 

La composition chimique de ces chaines de glycanes varie très peu entre les différentes 

espèces bactériennes. En revanche, il existe des variations dans la composition des ponts 

peptidiques qui sont reliés au groupement carboxyle de MurNAc (Schleifer and Kandler, 
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1972). Les ponts peptidiques sont synthétisés en chaines de penta-peptides, constitués de 

plusieurs acides aminés aux conformations énantiomères L et D et d’un acide aminé 

dibasique en troisième position. L’acide aminé dibasique est essentiel pour réaliser la 

jonction entre les différents ponts peptidiques du PG. Chez la majorité des bactéries à Gram 

positif, cet acide dibasique est une lysine. Par contre, chez la plupart des bactéries à Gram-

négatif ainsi que quelques bactéries à Gram positif tel que B. subtilis, on retrouve à cette 

position l’acide méso-diaminopimélate (m-DAP) majoritairement amidé (Figure 6) 

(Scheffers and Pinho, 2005). Pour exemple le pont peptidique présent chez E. coli et B. 

subtilis est constitué de L-Ala(1)-D-Glu(2)-m-DAP(3)-D-Ala(4)-D-Ala(5) et c’est L-Ala qui est 

reliée au MurNAc (Figure 6) (Foster and Popham, 2002; Warth and Strominger, 1971).  

 

3.2/ La voie de synthèse du méso-diaminopimélate 

 

La voie de biosynthèse du m-DAP désignée sous le nom de voie de synthèse du 

diaminopimélate (DAP pathway) est également dans la voie de synthèse commune à la 

lysine, la thréonine, la méthionine et le dipicolinate (Galili, 1995). Cette voie métabolique 

importante et essentielle, présente chez la grande majorité des bactéries et plantes, 

synthétise de la lysine à partir de l’aspartate (Galili, 1995; Hudson et al., 2005). Chez B. 

subtilis (Figure  7), à l’exception de la première et de la dernière étape, toutes les enzymes 

impliquées sont essentielles et par conséquent cette voie de biosynthèse est vitale pour la 

cellule.  

La Figure 7 illustre les différentes étapes de la voie de synthèse des DAP chez B. subtilis 

(168). 
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Figure 7. Voie de synthèse du méso-diaminopimélate chez B. subtilis 

 

 La première étape est catalysée par des aspartokinases qui convertissent l’aspartate en 

aspartyl-phosphate. Bien que cette étape dépende d’enzymes non essentielles, une 

régulation appropriée de l’activité des aspartokinases chez les bactéries est habituellement 

obtenue par la production de multiple isozymes. Les aspartokinases sont sujettes à des 

régulations différentielles comme la répression par le produit final ou des inhibitions 

allostériques. Chez B. subtilis (168), trois aspartokinases monofonctionnelles ont été 

identifiées, aspartokinase I nommée DapG ; aspartokinase II nommée LysC et 
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aspartokinase III nommée YclM (Graves and Switzer, 1990a, b; Kobashi et al., 2001; 

Zhang et al., 1990) .  

 

Bien que ces trois isozymes, DapG, LysC et YclM catalysent la même réaction, elles 

diffèrent par leurs propriétés comme leur masse molaire, leur spécificité pour les cations 

monovalents, leur réponse aux variations de pH, de substrats ou de cinétiques d’inhibitions 

(Rosner and Paulus, 1971). 

Leur action respective étant dépendante des conditions de croissance ainsi que des besoins 

de la cellule, on observe ainsi des rétrocontrôles sur chacune des aspartokinases (Figure 8). 

  

Figure 8. Régulation des aspartokinases chez B. subtilis : 

Récapitulatif des rétrocontrôles des trois aspartokinases 

(DapG, LysC, YclM) de la voie de biosynthèse du méso-

diaminopimélate induit par les composés synthétisés : 

thréonine, lysine, m-DAP et méthionine. Les flèches rouges 

indiquent les rétrocontrôles positifs, et les traits noirs les 

rétrocontrôles négatifs. 

 

Le niveau d’expression de dapG (code pour l’aspartokinase I) est constant durant la 

croissance en phase exponentielle ainsi qu’en phase stationnaire et l’addition d’acides 

aminés dans le milieu ne modifie pas son expression. En revanche, le m-DAP synthétisé 

dans la cellule va induire un rétrocontrôle négatif de l’expression du gène dapG (Kochhar 

and Paulus, 1996). Le rôle de DapG semble être de prévenir un niveau constant de synthèse 

d’aspartyl-phosphate indispensable à la biosynthèse des précurseurs du m-DAP (Rosner and 
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Paulus, 1971; Roten et al., 1991). Le gène lysC code l’aspartokinase II a un niveau 

d’expression qui décline en fin de phase exponentielle de croissance, ce gène lysC est 

réprimé en milieu riche et la lysine synthétisée opère un rétrocontrôle négatif sur son 

expression (Kochhar and Paulus, 1996). Le rôle de LysC serait d’assurer la synthèse des 

précurseurs de la lysine. Enfin, le gène yclM qui code l’aspartokinase III est inhibé par 

l’action synergique de la thréonine et de la lysine mais il est également induit par la 

présence de lysine (Kobashi et al., 2001). Bien que cela semble paradoxale, yclM est donc 

réprimé et induite par la lysine. Toutefois, la concentration minimale de lysine nécessaire à 

la répression de yclM doit être fortement supérieure à celle permettant de réprimer lysC et 

ne pourra avoir lieu qu’en présence de thréonine. Cette répression de yclM par la thréonine 

et son induction par la lysine oriente le rôle de l’enzyme YclM vers la synthèse de la 

thréonine (Kobashi et al., 2001).  

 

La seconde étape de la voie de synthèse du m-DAP est catalysée par une aspartate semi 

aldéhyde déshydrogénase appelée, Asd (Chen et al., 1993) (Figure 7). Le produit de cette 

réaction, le L-aspartate semi aldéhyde fait la jonction entre d’un coté la voie aboutissant à 

la synthèse de la méthionine, la thréonine et l’isoleucine (non décrite dans le cadre de cette 

thèse) et de l’autre coté la continuité de la voie de synthèse du m-DAP. Le L-aspartate semi 

aldéhyde va ensuite être associé à du pyruvate sous l’action de DapA, une 

dihydrodipicolinate synthase (Chen et al., 1993), pour donner du dihydropicolinate qui est à 

son tour réduit par DapB, une dihydrodipicolinate réductase, pour former du L-

tetrahydropicolinate. Une réaction de transfert d’un groupement acyle par DapH (appelée 

aussi YkuQ) (une acétyl transférase) (Beaman et al., 2002; Rodionov et al., 2003; 
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Weinberger and Gilvarg, 1970) aboutit au N-acétyl-2-amino-6-ketopimélate puis Pata, une 

amino transférase, conduit au N-acétyl-L,L-diaminopimélate (Berger et al., 2003).  

 

Les septièmes et huitièmes réactions de cette voie sont une déacétylation et une inversion 

stéréochimique catalysées respectivement par DapL (appelée aussi Ykur) (Rodionov et al., 

2003), une acétyl-diaminopimélate déacétylase et Dapf (appelée aussi YutL) (Rodionov et 

al., 2003), une DAP épimérase, qui forment le m-DAP. Le m-DAP peut alors être soit 

décarboxylé par LysA pour donner de la lysine (Kalcheva et al., 1997) (Figure 7), soit être 

directement utilisé par MurE (une UDP-N-acétylmuramoyl-L-alanyl-D-glutamyl-m-

diaminopimélate synthétase (Michaud et al., 1990)) et être incorporé en troisième position 

dans le précurseur du PG (Daniel and Errington, 2003; van Heijenoort, 2007) (Figure 49).  

 

Il est à noter que quatre variantes de cette voie de synthèse des DAP ont été identifiées en 

fonction de l’organisme (Tableau 1) appelées : succinyl-DAP, acétyl-DAP, DAP-

déshydrogénase et DAP-aminotransférase.  

 

Tableau 1. Récapitulatif des quatre voies de synthèse de la lysine chez les bactéries  
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Toutes quatre partagent les mêmes premières et dernières étapes catalysées par DapA, 

DapB et LysA et diffèrent au niveau des réactions centrales (Hudson et al., 2006; Velasco 

et al., 2002; Weinberger and Gilvarg, 1970).   

 

La première voie à avoir été identifiée chez E. coli est la succinyl-DAP (Gilvarg, 1959, 

1961), elle ressemble étroitement à la voie acétyl-DAP présente chez B. subtilis et décrite 

ci-dessus. On retrouve les mêmes réactions enzymatiques à une exception près : un 

groupement succinyle est incorporé au lieu d’un groupement acétyle (Velasco et al., 2002). 

L’identification ainsi que l’annotation des enzymes de la voie acétyl-DAP sont basées sur 

une homologie de séquence avec les enzymes identifiées chez E. coli (Rodionov et al., 

2003). La voie succinyl-DAP est largement répandue parmi les différentes espèces 

bactériennes alors que la voie acétyl-DAP a une distribution phylogénétique plus étroite 

(Tableau 2) (Velasco et al., 2002; Weinberger and Gilvarg, 1970).  

 
Succinyl­DAP  Acétyl­DAP  DAP­déhydrogénase  DAP­

Aminotransférase 
Bactéries 
Protéobactéries, E. coli 
Cyanobactéries 
Firmicutes 
Bacillus/Clostridium 
B. pumilus 

Plactomyces/Chlamydia/ 
Verrucomicrobium 
Spirochaetales 
Thermotogales 

Archées 
Euryarchaeota 
Crenarchaeota 
Eucaryotes 
Protoctista 
Hyochytriomycota 
Oomucota 

Plantes 

Bactéries 
Firmicutes 
Bacillus/Clostridium 
B. pumilus 
B. cereus 
B. licheniformis 
B. megaterium 
B. mycoides 
B. subtilis 
 

 

Bactéries 
Protéobactéries 
Sous‐division gamma 

Firmicutes 
Actinobactéries 
Corynebacterium glutamicum* 

Bacillus/Clostridium 
B. brevis* 
B. cereus* 
B. licheniformis* 
B. sphaericus 

Eucaryotes 
Plantes 
 

Bactéries 
Chlamydia 
Archées 
Methanothermobacter 
thermautotrophiscus 
Eucaryotes 
Plantes 
Arabidopsis thaliana 

Cyanobactéries 

 
 
Tableau 2. Distribution biologique et non exhaustive des voies de synthèse du diaminopimélate :  

Adaptation d’après (Liu et al., 2010; McCoy et al., 2006; Velasco et al., 2002; Weinberger and Gilvarg, 1970). 

* Bactéries qui peuvent également utiliser la voie succinyl-DAP (Schrumpf et al., 1991; Wehrmann et al., 1998). 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La voie DAP-déshydrogénase implique moins de proteines que les deux précédentes voies 

(Tableau 1). Une seule enzyme, Ddh pour DAP déshydrogénase, conduit à la formation de 

DAP. Cette voie est utilisée par quelques Firmicutes, proteobactéries et plantes (Misono et 

al., 1976, 1979).  

Enfin, la voie DAP-aminotransférase identifiée récemment, possède uniquement deux 

enzymes centrales. La première enzyme appelée DapL (comme dans la voie acétyl-DAP) 

est une diaminopimélate aminotransférase. Cette protéine réalise en une seule étape la 

transformation du L-tetradrodipicolinate en L,L-diaminopimélate sans ajout de groupement 

acétyl. La seconde enzyme, Dapf, catalyse la réaction de formation du m-DAP comme pour 

les voies succinylase et acétylase. La voie DAP-aminotransférase est partagée par des 

cyanobacteria, chlamydia, archea et plantes (Hudson et al., 2008; Hudson et al., 2006; Liu 

et al.; McCoy et al., 2006).  

 

La plupart des bactéries ne possèdent ou n’utilisent qu’une seule de ces quatre voies de 

synthèse du DAP. Néanmoins quelques procaryotes comme par exemple C. glutamicum et 

Bacillus macerans possèdent les deux voies succinylase et déshydrogénase (Schrumpf et 

al., 1991). 

 
3.3/ La voie de synthèse du peptidoglycane 

 

La synthèse du PG est classiquement divisée en trois groupes de réactions successives (van 

Heijenoort, 1998). D’abord la synthèse et l’assemblage des précurseurs nucléotidiques qui 

se déroule dans le cytoplasme, puis la synthèse des précurseurs lipidiques au niveau de la 

membrane cytoplasmique et enfin l’étape finale de polymérisation du PG qui prend place à 
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l’extérieur de la membrane cytoplasmique. La plupart des enzymes impliquées dans la 

synthèse des précurseurs du PG de B. subtilis ont été assignée par similitude avec la 

séquence d’E. coli pour laquelle, la fonction a été démontrée (Foster and Popham, 2002). 

 

3.3.1/ La synthèse des précurseurs nucléotidiques 

 

Le premier groupe de réaction pour la synthèse du PG se déroule dans le cytoplasme et 

consiste en la formation des deux précurseurs nucléotidique: UDP-N-acétylglucosamine 

(UDP-GlcNAc) et UDP-N-acétylmuramique-penta-peptide (UDP-MurNAc-penta-peptide) 

(Scheffers and Pinho, 2005; van Heijenoort, 1998). La Figure 9 schématise les différentes 

réactions aboutissant au produit final, le PG. La formation de l’acide UDP-N-

acétylmuramique est catalysée par les enzymes MurA et MurB (Brown et al., 1995; 

Marquardt et al., 1992; Matsuzawa et al., 1969). Se succèdent ensuite quatre réactions pour 

l’élaboration du penta-peptide relié au UDP-MurNAc, exécutées successivement par MurC, 

MurD, MurE et MurF (van Heijenoort, 1998) qui toutes quatre sont des ligases d’acide 

aminé ATP-dépendantes (El Zoeiby et al., 2003). 

 

3.3.2/ La synthèse des précurseurs des intermédiaires lipidiques 

 

Le deuxième groupe de réaction se déroule quant à lui dans la membrane cytoplasmique 

(Figure 9) (Bouhss et al., 2008; van Heijenoort, 1998). Le groupement phospho-MurNAc-

penta-peptide de l'UDP-MurNAc-penta-peptide est transféré par MraY au bactoprénol, une 

molécule lipidique, produisant ainsi le lipide I (MurNAc-penta-peptide-pyrophosphoryl-

undécaprenyl) (Branstrom et al., 2000). Puis le GlcNAc issu de l’UDP-GlcNAc est ajouté 
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au lipide I par la protéine MurG ce qui abouti au second intermédiaire lipidique appelé 

lipide II (GlcNAc-β-(1,4)-MurNAc-penta-peptide-pyrophosphoryl-undécaprénol). Le lipide 

II est le substrat pour la réaction de polymérisation du PG chez les bactéries. La 

polymérisation du PG ayant lieu à l’extérieur de la cellule, le lipide II doit être transporté à 

travers la membrane cytoplasmique. Chez E. coli, la protéine membranaire FtsW vient 

d’être identifiée comme le transporteur du lipide II à travers la membrane cytoplasmique 

(Mohammadi et al., 2011). En revanche, chez B. subtilis la ou les protéine(s) responsable(s) 

de la translocation du lipide II n’ont pas encore été formellement identifiées, même si RodA 

(Henriques et al., 1998) et FtsW (Ehlert and Holtje, 1996; Scheffers, 2007)  apparaissent 

comme bons candidats pour être la flipase liée respectivement à l’élongation de la paroi 

latérale et la formation du septum. 
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Figure 9. Voie de biosynthèse du peptidoglycane 
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3.3.3/ Polymérisation du peptidoglycane 

 

Le troisième groupe de réactions constitue l’étape finale de la synthèse du PG et prend 

place à l’extérieur de la membrane cytoplasmique (Scheffers and Pinho, 2005). Cette étape 

consiste en l’incorporation des nouvelles unités disaccharide pentapeptidique au sein du PG 

préexistant. Une catégorie d’enzymes a été principalement identifiée pour exécuter cette 

incorporation et désignée sous le nom de penicillin-binding-proteins (PBPs). Les PBPs 

catalysent les réactions de transglycosylation et de transpeptidation (Figure 10) (Scheffers 

and Pinho, 2005). La réaction de transglycosylation permet la formation des chaines de 

glycane par la liaison des extrémités réduites du MurNAc naissant au carbone C4 du 

GlcNAc (Fraipont et al., 2006), ce qui entraine une libération du résidu undécaprényl-

pyrophosphate. Séquentiellement, durant la réaction de transpeptidation le résidu D-Ala-D-

Ala du penta-peptide précurseur est clivé et libère le D-Ala terminal. Ce clivage produit 

l’énergie nécessaire à une réaction de transfert et de liaison de l’avant dernier résidu D-Ala 

avec l’acide aminée dibasique (m-DAP chez B. subtilis et E. coli) d’un penta-peptide du PG 

préexistant.  

 

Figure 10.  Polymérisation de peptidoglycane par action des PBPs : Réactions de transglycosylation et de transpeptidation. 

Abréviations, Upp: undécaprénol phosphate, GlcNAc: N-acétylglucosamine, MurNAc: acide N-acétylmuramique, m-DAP: 

méso-diaminopimélate. Le cercle rouge entoure le précurseur. 
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3.4 / Renouvellement du PG 

 

La cellule est soumise à un renouvellement perpétuel de sa paroi durant lequel le PG doit 

être hydrolysé et synthétisé en même temps. Dans les sections précédentes nous avons 

développé la synthèse du PG mais pour l’incorporation de nouveaux précurseurs dans le 

sacculus il est nécessaire de l’hydrolyser. Ce sont les autolysines qui sont responsable d’une 

variété de processus chez B. subtilis tels que la maturation du PG, la séparation de la paroi 

au niveau du septum durant la division, le développement de la compétence et de la spore, 

la germination et la sécrétion des protéines (Smith et al., 2000). Les analyses du génome 

ont mis en évidence 35 autolysines chez B. subtilis qui ont été réparties en 11 familles de 

protéines (Smith et al., 2000). Les autolysines hydrolysent le PG et peuvent endommager la 

cellule c’est pourquoi leurs activités ont besoin d’être extrèmement régulées ; cependant 

peu de choses sont connues sur cette régulation. Il a été suggéré que ce soit le niveau 

d’énergie provenant de la force protomotrice de la cellule qui contrôlerait l’activité des 

autolysines (Calamita et al., 2001). 

 

 

4/ Les réseaux d’interactions protéiques 

4.1/ Généralité sur les réseaux protéiques 

 

“Montre moi tes amis, je te dirai qui tu es”, tel est le dicton. Les interactions protéine-

protéine jouent aussi un rôle fondamental et crucial dans les processus biologiques. En 

effet, bon nombre des processus cellulaires majeurs tels que la réplication de l’ADN, la 
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transcription, la traduction, la sécrétion, le contrôle du cycle cellulaire et les transductions 

de signaux sont réalisés par des machineries cellulaires impliquant un grand nombre de 

protéines. Ces complexes protéiques représentent des composants essentiels à la vie 

cellulaire et une part importante de l’étude de la biologie des systèmes. L’identification des 

partenaires d’une protéine peut donc révéler sa fonction et/ou les mechanismes 

moléculaires qui y sont impliqués. La construction du réseau d’interactions d’une protéine 

révèle son environnement et en conséquence apporte une compréhension des principales 

fonctions qu’elle exerce dans la cellule.  

La diversité des interactions protéine-protéine dans la littérature est importante (Nooren and 

Thornton, 2003). Une des principales distinctions est faite sur la base du temps de vie du 

complexe protéique, ce qui se traduit par la formation de complexes protéiques permanents 

ou transitoires. Les interactions protéine-protéine permanentes sont des interactions très 

stables, fortes, irréversibles et ne vont exister que sous la forme de complexe. A contrario, 

les interactions transitoires ont la possibilité de subir des changements rapides au sein de 

l’oligomère. Elles sont temporaires avec la possibilité de s’associer ou se dissocier et 

demandent un certain nombre de conditions pour promouvoir l’interaction, telle que des 

phosphorylations, des changements de conformation ou une localisation spécifique au sein 

de la cellule. Ce groupe d’interactions a été subdivisé en deux catégories : les interactions 

transitoires faibles et fortes. Les complexes transitoires faibles désignent un équilibre 

oligomérique dynamique in vivo en solution, avec les interactions qui se forment et se 

rompent en continu. Contrairement aux complexes transitoires forts qui changent d’état 

uniquement lors d’un déclenchement, par exemple par la fixation d’un ligand (Nooren and 

Thornton, 2003; Perkins et al.). Les interactions protéine-protéine transitoires peuvent être 

impliquées dans le recrutement et l’assemblage de complexes de transcription au niveau de 
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leurs promoteurs, le transport de protéines à travers les membranes, le repliement des 

protéines natives catalysé par les protéines chaperonnes ou encore l’assemblage et 

désassemblage de structures subcellulaires durant le cycle cellulaire  

 

4.2/ Méthodes de détection d’interactions protéine-protéine 

 

L’identification et la caractérisation des interactions protéiques sont un enjeu important 

pour la compréhension des processus cellulaires. Cependant les méthodes de purification 

varient d’une protéine à l’autre, du fait des propriétés intrinsèques de chaque protéine et de 

la stabilité des complexes (Deutscher, 1990), ce qui rend impossible la mise au point d’une 

technique universelle. C’est pourquoi un grand nombre de méthodes génériques de 

détection d’interaction entre protéines ont été mises au point in vivo et in vitro.  

 

4.2.1/ Un exemple d’approche génomique pour l’identification d’interactions 

protéine-protéine in vitro : la purification par affinité en tandem 

 

Les techniques classiques pour la détection d’interactions protéiques in vitro sont 

l’immunoprécipitation et la précipitation de complexes connue sous le nom de pull down. 

Ces techniques, basées sur la purification par affinité de protéines appâts, ont été améliorées 

pour les applications en protéomique par une méthode appelée purification par affinité en 

tandem (tandem affinity purification, TAP) (Puig et al., 2001; Rigaut et al., 1999). Elle 

consiste en une purification en deux étapes (permettant d’éliminer un grand nombre de 

contaminant) d’une protéine chimérique, exprimée avec une étiquette, dans ses conditions 

natives. Ces étapes de purification peuvent être combinées avec une analyse par 
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spectrométrie de masse afin d’identifier les constituants du complexe. La première étiquette 

TAP mise au point consiste en deux domaines de fixation à l’anticorps IgG de la protéine A 

(ProA) de Staphylococcus aureus suivie d’un peptide se liant à la calmoduline (CBP), 

séparés par un site de clivage par la protéase TEV. La première étape de purification se 

déroule grâce une forte liaison de la ProtA à une résine constituée avec des IgG. Le matériel 

retenu est par la suite élué grâce à l’action de la protéase TEV puis mis en contact avec une 

résine contenant de la calmoduline. Cette deuxième étape de purification est réalisée en 

présence de calcium pour permettre l’interaction entre l’étiquette et la résine, cette étape 

permet d’éliminer un maximum de contaminants. La libération du complexe protéique 

survient grâce au pouvoir chélatant de l’EGTA pour les ions calcium. Sur le même principe 

d’autres étiquettes ont vu le jour comme l’étiquette SPA (Zeghouf et al., 2004). Un certain 

nombre d’avantages accompagne ces méthodes. La capture de complexes protéiques peut 

être réalisée après expression de la protéine d’intérêt étiquetée à son niveau naturel (ex. 

exprimées sous contrôle de son promoteur endogène) car une quantité relativement réduite 

de matériel peut être utilisée. Aucunes connaissances particulières sur la composition, 

l’activité ou encore la fonction du complexe n’est requise. Seule la protéine appât est 

génétiquement modifiée par l’addition de l’étiquette d’affinité tandis que le protéome non 

modifié constitue la proie. L’étiquette généralement de petite taille (environ 10 kDa) réduit 

les problèmes de conformation et donc interfère moins avec la fonction de la protéine. La 

succession de deux étapes de purification apporte une spécificité d’interaction 

supplémentaire. Enfin, les élutions douces pratiquées (clivage protéolytique par la protéase 

TEV et compétition avec l’EGTA) permettent de préserver au mieux les conditions 

d’expression physiologiques des protéines et d’isoler des complexes natifs. Parmi les points 

faibles de cette technique on notera que la détection des interactions ou complexes 
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transitoires n’est pas réalisable. En effet, la réalisation des deux étapes augmente la durée 

de l’expérience, seules des interactions stables pourront « résister » jusqu’à la fin et être 

détectées. Des alternatives pourraient être l’utilisation d’un agent de liaison  pour effectuer 

un cross-link ou la réalisation d’une seule des étapes de purification.  

 

4.2.2/  Un exemple d’approche génomique pour l’identification d’interactions 

protéine-protéine in vivo : le système double hybride dans la levure 

 

Le système double hybride chez la levure a été développé par Fields et Song en 1989 

(Fields and Song, 1989) comme un outil génétique pour étudier des interactions physiques 

entre protéines en prenant avantage des propriétés de la protéine GAL4 de Saccharomyces 

cerevisiae. La protéine GAL4 est un activateur transcriptionnel nécessaire pour l’expression 

de gènes codant pour l’utilisation du galactose (Johnston, 1987). Cet activateur 

transcriptionnel est constitué de deux domaines distincts et de fonctions essentielles. Un 

domaine N-terminal qui se fixe spécifiquement à des séquences d’ADN (UASG upstream 

activation sequences) et un domaine C-terminal, comportant des régions acides, qui est 

nécessaire pour activer la transcription. Le principe de ce système repose sur la possibilité 

de scinder l’activité du facteur de transcription GAL4 et de fusionner chacun des domaines 

à une protéine d’intérêt, créant ainsi deux protéines hybrides. C’est la formation d’un 

complexe protéine-protéine qui va rétablir la proximité des domaines permettant la 

reconstitution du facteur de transcription fonctionnel et ainsi la transcription des gènes 

régulés par USAG peut avoir lieu (Figure 11). 



Introduction générale 
 

 

 
66 

 

 

Figure 11. Activation de la transcription des 

gènes rapporteurs par reconstitution de l’activité 

de la GAL4 dans le système double hybride : 

A, la protéine native GAL4 est constituée d’un 

domaine de fixation à l’ADN (BD) et d’une région 

activatrice (AD), qui vont induire la transcription 

de GAL1-lacZ. B, les protéines X et Y sont 

respectivement fusionnées avec le BD et AD. En 

absence d’interaction entre X et Y, la GAL4 ne 

peut pas se reconstituer et le gene rapporteur 

n’est pas exprimé C, Une interaction protéine-

protéine entre les protéines X et Y rapproche les 

domaines de la GAL4 ce qui rétabli l’activité 

transcriptionnelle.  

  

Quelques inconvénients sont à noter pour cette méthode de double hybride chez la levure 

comme la présence de faux positifs et de faux négatifs. Néanmoins l’utilisation répandu de 

cette méthode a conduit à la mise au point de test de spécificité (ex. voir partie I.2.2). Les 

interactions protéiques doivent se dérouler dans le noyau de la levure limitant la détection 

d’interaction avec des protéines ancrées ou intégrées à la membrane. Les avantages de ce 

système double hybride chez la levure sont nombreux et son efficacité n’est plus à prouver. 

Un des avantages de cette méthode est la possibilité de rechercher des interactions 

protéiques dans tout le génome de l’organisme d’intérêt grâce à des criblages de banque 

protéique (James et al., 1996). Des banques d’ADN génomiques peuvent être construites à 

partir de fragments génomiques couplées avec l’AD de la GAL4. Ainsi, un grand nombre 

de données d’interaction protéique binaire ont été générées par ce procédé pour plusieurs 

espèces. L’étude des interactomes par la méthode de double hybride a été menée entre autre 

chez des virus (Flajolet et al., 2000; Guo et al., 2001; McCraith et al., 2000), des parasites 

tel que Plasmodium falciparum (LaCount et al., 2005), des bactéries pathogènes telle que 
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Helicobacter pylori (Rain et al., 2001), la drosophile (Giot et al., 2003) et plus récemment 

chez l’homme (LaCount et al., 2005; Rual et al., 2005; Stelzl et al., 2005).  

 

 

5/ Les objectifs de cette thèse 

 

Jusqu’à présent seul un très petit nombre de protéines interagissant avec MreB et ses 

paralogues est connu chez B. subtilis (Carballido-López et al., 2006; Defeu Soufo and 

Graumann, 2006; Defeu Soufo et al., 2010; Kawai et al., 2009b). Les protéines MreB 

doivent être connectées à d’autres protéines ainsi qu’à des complexes protéiques pouvant 

servir soit « d’interface » entre le cytosquelette et d’autres réseaux cellulaires, soit être 

directement responsable des fonctions du cytosquelette. De même, une de nos hypothèses 

de travail est que les complexes macromoléculaires formés par les protéines déterminant la 

forme cellulaire et la machinerie de synthèse et/ou de dégradation de la paroi existent dans 

la cellule et seraient dirigés par le cytosquelette. Un de nos objectifs majeurs est 

l’identification des protéines interagissant avec les protéines MreB qui seraient en 

mouvement et/ou positionnées par les filaments des homologues de l’actine. Comment les 

protéines MreB agissent-elles dans le contrôle de la forme cellulaire ? Comment contrôlent-

elles la topologie de synthèse du peptidoglycane ? Quels sont les mécanismes d’action et 

les protéines effectrices impliqués ? Existe-t-il un lien avec d’autres processus du cycle 

cellulaire ?  
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L’objectif de cette thèse est de tenter de répondre à ces questions par une combinaison 

d’approches génétiques, génomiques, bioinformatiques, biochimiques et cytologiques 

(notamment par l’utilisation de la microscopie électronique et à épifluorescence). Ce travail 

de thèse se présente en trois parties. Tout d’abord, nous allons présenter, dans la partie I, la 

mise en œuvre des approches génomiques en vu d’identifier des interactions protéiques 

avec les protéines MreBs de B. subtilis, suivie d’une approche exploratrice réalisée pour la 

sélection d’une seule interaction à caractériser. C’est donc la caractérisation d’une seule 

interaction protéine-protéine qui est présentée dans la partie II, qui pour finir s’en suit dans 

la partie III d’un élargissement des connaissances de l’environnement fonctionnel de la 

protéine candidate et du rôle potentiel de son interaction avec le cytosquelette MreB. 
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Résultats 

 

 

 

Partie I : Construction d’un réseau d’interactions protéine-

protéine centré sur le cytosquelette d’actine chez Bacillus 

subtilis. 
 

 

“Social network is a social structure made up of individuals, 

which are tied by one or more specific types of interdependency, 

 such as friendship, kinship, common interest, financial exchange, 

dislike, sexual relationships or relationships of beliefs, 

 knowledge or prestige” 

Wikipedia 
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Partie I : Construction d’un réseau d’interactions protéine-protéine centré sur le 

cytosquelette d’actine chez Bacillus subtilis 
 

I.1/ Introduction 

 

Les interactions protéiques sont au cœur des processus cellulaires. La caractérisation des 

partenaires protéiques permet de comprendre les mécanismes d’action et/ou de trouver de 

nouvelles fonctions aux protéines. En effet, la construction de réseaux protéiques permet 

d’intégrer une protéine cible dans le contexte biologique de la protéine interagissant avec 

elle et peut ainsi mettre en évidence une nouvelle fonction. Le cytosquelette est un 

complexe protéique très important au sein d’une cellule. Etudié depuis longtemps chez les 

eucaryotes, il est au centre de nombreux processus cellulaires comme la division, la 

ségrégation, la morphogénèse, ou le transport intracellulaire… . Chez les bactéries, des 

homologues de l’actine, de la tubuline et des filaments intermédiaires ont été mis en 

évidence, mais ces découvertes sont récentes et la connaissance du cytosquelette bactérien 

est encore restreinte. Notamment, des partenaires protéiques restent à identifier en vue 

d’ajouter de nouvelles fonctions au cytosquelette bactérien. Ces partenaires peuvent aussi 

fournir des informations sur les mécanismes impliqués dans les fonctions déjà connues ou 

encore, par analogie avec les protéines associées aux actines eucaryotes (ABP : actin 

binding proteins), l’identification de partenariat peut mettre en évidence des protéines 

effectrices de ces fonctions, des adaptateurs ou des fixateurs des polymères. Jusqu’à présent 

seul un très petit nombre de protéines interagissant avec les homologues de l’actine de B. 

subtilis est connu (Carballido-López et al., 2006; Kawai et al., 2009a). Les protéines de 

type MreB doivent être connectées à d’autres protéines ainsi qu’à des complexes protéiques 
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pouvant servir, soit « d’interface » entre le cytosquelette et d’autres réseaux cellulaires, soit 

être directement responsables des fonctions du cytosquelette. 

Dans cet effort d’élargissement des connaissances du cytosquelette d’actine bactérien, nous 

avons cherché à identifier des partenaires protéiques des trois homologues de B. subtilis, 

MreB, Mbl et MreBH. Un réseau préliminaire d’interactions protéiques avait déjà été 

construit au laboratoire par une approche génomique de double hybride chez la levure 

(Y2H) (R. Carballido-López, non publié). La caractérisation du rôle biologique d’une de 

ces interactions avait permis d’élucider le rôle de MreBH dans la morphogenèse 

(Carballido-Lopez et al., 2006).  

Dans cette première partie nous allons présenter l’élargissement du réseau existant 

d’interaction protéine-protéine centré sur les trois homologues de l’actine de B. subtilis. 

Dans un premier temps, l’identification de nouveaux partenaires protéiques par de 

nouveaux criblages Y2H va être décrite. Le « réseau cytosquelette » qui en découle, fait 

ressortir des liens avec des protéines de fonctions inconnues et de catégories fonctionnelles 

variées. Dans un deuxième temps, nous allons développer l’approche exploratrice réalisée 

et nécessaire pour l’orientation du travail vers une caractérisation détaillée d’une des 

interactions protéine-protéine.   

 

I.2/ Résultats issus des criblages des banques génomiques de B. subtilis 

 

Un réseau « cytosquelette » initial a été réalisé par Rut Carballido-López (communications 

internes) par criblage génomique de souches contenants les gènes mreB, mbl et mreBH 

entiers fusionnés au BD (GAL4 Binding domain) (BD-MreB, BD-Mbl et BD-MreBH) 

(Figure 12). Cependant, ces protéines de fusions n’ont pas fait apparaitre d’auto-interaction 
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(exemples MreB-MreB, Mbl-Mbl ou MreBH-MreBH) c’est pourquoi de nouveaux 

clonages ont été réalisé ainsi que la construction de fusion des domaines N- et C-terminaux 

de chacune des protéines. Il a été remarqué au sein de l’équipe de Philippe Noirot que la 

fragmentation des protéines en domaines fusionnés au BD permet d’augmenter le nombre 

de partenaires protéiques. C’est donc ce second lot de constructions qui a été utilisé au 

cours de cette étude, comme détaillé ci-dessous. 

 

I.2.1/ Les conditions expérimentales 

 

Les gènes entiers, ainsi que des fragments chevauchants N- et C-terminaux des protéines 

MreB, Mbl et MreBH de B. subtilis ont été clonés dans le plasmide pGBDU (Ura+), à 

l’extrémité C-terminale du domaine de liaison à l’ADN (BD) de l’activateur 

transcriptionnel GAL4 de Saccharomyces cerevisiae (Tableau 3).  

 

Tableau 3. Récapitulatif des plasmides codant pour 

les protéines « appâts » utilisées pour le double 

hybride : 

Constructions de Rut Carballido-López par « GAP 

repair » dans le plasmide pGBDU digéré par EcoRI 

et SalI et transformé dans la souche PJ69-4a. La 

sélection des cellules transformées se fait grâce à la 

présence d’un marqueur Uracile sur le plasmide. 

Deux clones ont été récupérés dans chaque clonage 

afin de constituer deux lots indépendants. 

Plasmide et nom du 

gène cloné 

Taille du fragment/taille 

du gène (aa) 

pGBDU-mreB 1-337/337 

pGBDU-mreB-Nter 1-203/337 

pGBDU-mreB-Cter 152-337/337 

pGBDU-mbl-Nter 1-196/333 

pGBDU-mbl-Cter 144-333/333 

pGBDU-mreBH-Nter 1-179/335 

pGBDU-mreBH-Cter 145-335/335  
 

Ces fusions codant pour des protéines hybrides ont été exprimées comme appât chez la 

levure est utilisée pour cribler trois banques aléatoires génomiques de B. subtilis, BSL (B. 

subtilis genomic libraries) nommées : BSL-C1, BSL-C2 et BSL-C3 (James et al., 1996, 
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Noirot-Gros et al., 2002). Ces banques ont été clonées dans le plasmide pGAD (Leu+), 

fusionnées au domaine d’activation (AD) de la transcription de la GAL4 et sont exprimées 

comme proie. Les levures haploïdes, PJ69-4α et PJ69-4a ont été transformées 

respectivement par les vecteurs dérivés du pGBDU et pGAD (Figures 12 et 13). Les 

cellules sont alors croisées dans le but d’obtenir des cellules diploïdes contenant les deux 

plasmides dérivés (Ura+ Leu+) et pouvant exprimer les protéines hybrides appât et proie. 

Une interaction entre la protéine du cytosquelette (protéine appât) et une des protéines de 

B. subtilis (protéine proie), permet le rapprochement des deux domaines (BD et AD) de la 

GAL4.  

L’activité du facteur de transcription GAL4 est alors rétablie, ce qui permet l’expression 

des gènes rapporteurs sous son contrôle. Dans notre système les gènes rapporteurs sont : 

his3, ade2 et lacZ (Figure 13) sous le contrôle des promoteurs respectifs pGal1, pGal2 et 

pGal7. La sélection des interactions est promue sur des milieux synthétiques dépourvus 

d’histidine ou d’adénine. Du 3 amino-triazole (3-AT), un inhibiteur compétitif de l’enzyme 

His3 impliquée dans la biosynthèse de l’histidine, a été ajouté dans le milieu de sélection ne 

contenant pas d’histidine permettant d’augmenter la stringence de la sélection et par 

conséquent d’éliminer les faux positifs. Parmi les candidats isolés, la séquence codant pour 

le peptide proie est amplifiée par PCR puis séquencée et identifiée par comparaison de 

séquence avec le génome de B. subtilis.  

On peut noter l’obtention de deux types de candidats pour l’interaction. Premièrement, 

plusieurs fragments différents, le plus souvent chevauchant, qui codent pour une même 

protéine peuvent être identifiés. Ceci confère une robustesse à l’interaction et favorise une 

meilleure compréhension du domaine minimal de la protéine proie impliquée dans 

l’interaction (Figure 17).  
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Figure 12. Stratégie de construction du réseau d’interaction centré sur le cytosquelette des homologues de l’actine de 

B. subtilis 

Pour les explications, voir dans le texte ci-dessus. 

 

 

Figure 13. Représentation du système 

double hybride chez la levure : 

L’interaction entre la protéine X et Y permet 

la reconstitution de la protéine GAL4 formée 

de deux domaines : un domaine d’activation 

(AD) et un domaine de liaison à l’ADN (BD), 

A. GAL4 va activer la transcription des 

gènes rapporteurs. Ce système comporte 3 

gènes rapporteurs différents codant pour de 

l’histidine, de l’adénine et la β-galactosidase, 

B. 
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Deuxièmement, une ORF (open reading frame) unique codant pour une protéine ou un 

fragment protéique peut être identifié. Dans ce cas la probabilité de spécificité de 

l’interaction est faible et on ne peut omettre le risque de faux positifs.  

Les faux positifs apparaissent avec des phénotypes d’interaction de manière indépendante à 

une interaction entre la protéine ou peptide proie et la protéine appât. Pour parer à ces 

difficultés, une étape de vérification systématique et drastique de la spécificité des 

interactions obtenues a été réalisée, communément appelée, tests de spécificité.  

 

I.2.2/ Les tests de spécificité 

 

Les tests de spécificité sont pratiqués en vu d’éliminer les faux positifs et de valider une 

interaction entre deux protéines. Plusieurs raisons peuvent être à l’origine d’une fausse 

détection d’interaction (Cusick et al., 2005). En exemple, la présence de mutations au sein 

du chromosome de la levure ou encore au niveau des séquences codant la protéine appât. 

Nous pouvons également suspecter une interaction sans sens biologique entre la protéine 

appât et l’AD ou à l’inverse, entre la protéine proie et le BD qui conduisent à la 

reconstitution de l’activité GAL4. Dans ces deux cas c’est une auto-activation.  

Les tests de spécificité ont trois objectifs principaux : (i) Vérifier la reproductibilité de 

l’interaction grâce à un croisement direct entre le peptide proie isolé et l'appât initialement 

utilisé pour cribler la banque, (ii) Vérifier l’absence d’une auto-activation en croisant les 

protéines proies avec le vecteur pGBDU vide, (iii) Examiner que le fragment protéique 

récupéré ne soit pas « collant », c'est-à-dire qu’il  n’interagit pas de façon non spécifique 

avec n’importe quelle protéine (Figure 14).  
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Ainsi, le fragment du gène codant la protéine proie isolée pendant le criblage est transféré 

dans un nouveau plasmide pGAD n’ayant jamais été en contact avec la sélection et 

transformé dans une nouvelle levure PJ69-4α, afin de s’affranchir de potentielles mutations 

chromosomiques. Pour ce faire, nous avons utilisé la méthode de GAP repair (voir 

Matériels et Méthodes), ce qui permet de récupérer et de transformer dans de nouvelles 

levures tous les fragments codant pour les protéines ou peptides candidats. Les levures 

haploïdes obtenues ont été déposées en plaque pour un croisement direct avec les levures 

contenant les protéines appâts d’intérêt (test de reproductivité), le vecteur vide (test d’auto-

activation) et des protéines appâts de natures différentes (test de spécificité) (Figure 14). 

 

 

Figure 14. Principe du test de spécificité du système double hybride chez la levure : 

Pour les explications, voir dans le texte ci-dessus. 
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I.2.3/ Les criblages génomiques en chiffres 

 

Lors du clonage des ORFs des protéines MreB dans les pGBDU, deux lots indépendants de 

transformants ont été isolés pour chaque clonage. L’identification de partenaires protéiques 

n’étant pas exhaustive dans ces cribles génomiques, la recherche d’interactants fut réalisée 

en parallèle sur les deux lots indépendants (sauf pour le domaine C-terminal de MreBH), 

afin de dupliquer les manipulations (Tableau 3). Au total, 13 criblages indépendants ont été 

réalisés. Ceux-ci ont abouti à 1470 candidats positifs. Suite au séquençage et à l’analyse de 

tous les candidats, 268 partenaires potentiels qui expriment des fragments codants en phase 

avec la protéine de fusion ont été identifiés et seulement 182 ont été soumis aux tests de 

spécificité en raison de la redondance de certains fragments. Les tests de spécificité étant 

réalisés en double, ce sont donc 364 tests qui ont été effectués. Pour cela, 116 des 

partenaires potentiels ont été isolés et (re-)clonés dans de nouveaux vecteurs pGAD et 

transformés dans une nouvelle levure PJ69-4α (Figure 14). Les 66 partenaires potentiels 

restants ont été récupérés dans la collection de souches de levure du laboratoire. Tous les 

partenaires potentiels ont été croisés, non seulement avec la protéine MreB ayant permis 

son identification durant le crible contre la banque génomique, mais aussi avec les deux 

autres isoformes MreB de B. subtilis. Au final, 2 912 croisements ont été réalisés, lesquels 

ont fait ressortir 9 nouvelles interactions spécifiques impliquant 8 protéines (Figure 15). 

Les résultats des tests de spécificité représentent 5% du total d’interactions potentielles 

issues des cribles avant les tests de spécificité. On constate que ce pourcentage est plus 

faible que ce qui est « habituellement » obtenu au laboratoire dans nos tests de spécificité 

Y2H. En effet, il a été établi qu’en moyenne 20% des interactions potentielles s’avèrent 

spécifiques. 
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La méthode de double hybride chez la levure est un outil puissant pour une détection 

d’interactions à haut débit. Mais cette méthode n’est pas exhaustive, certaines interactions 

qui pouvait être attendues (exemple, Mbl-Mbl, MreBH-MreBH, Mbl-MreBH, etc…) n’ont 

pas été détectées. Nous pouvont expliquer cette hétérogénéité de résultats par une ou 

plusieurs raisons liées à la préparation des banques génomiques de B. subtilis (James et al., 

1996). Certains gènes peuvent être sous-représentés voir même absent de la banque. La 

fusion à l’AD peut engendrer une conformation spatiale différente de la conformation 

fonctionnelle, qui empêcherait une éventuelle interaction. Il ne faut pas oublier que se sont 

des protéines bactériennes que nous exprimons dans un organisme eucaryote, d’où une 

possibilité de toxicité pour la cellule lors de l’expression de certaines protéines de fusions. 

A noter également que l’interaction protéique suivie de l’activation de la GAL4 a lieu dans  
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