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Résumé

Les systemes bactériens de sécrétion de type IV (T4SS) sont constitués d’un ensemble de 8 a 12
protéines conservées. Ces dernieéres sont utilisées lors de la translocation de protéines, la
translocation de complexes ADN-protéines mais aussi pour le transport de ces derniers au travers
de la membrane cellulaire. Les T4SS, en tant que facteurs de virulence pour beaucoup de
pathogeénes comme Brucella suis, sont donc d’excellents modeles cibles pour le développement
de médicaments d’antivirulence. Ces médicaments, en privant le pathogéne de son facteur
essentiel de virulence : le T4SS, constituent une alternative ou encore une amélioration des
traitements antibiotiques utilisés actuellement. VirB8, un facteur d’assemblage conservé dans le
T4SS, forme des diméres qui sont importants pour la fonction des T4SS dans ces pathogenes. De
par ses interactions multiples, VirB8 est un excellent modele pour I’analyse des facteurs
d’assemblage mais aussi en tant que cible de médicaments qui empécheraient son interaction
avec d’autres protéines et qui, in fine, désarmeraient les bactéries en les privant de leur fonctions
essentielles de virulence. A ce jour, nous savons qu’il existe un équilibre monomére-dimére et un
processus d’homodimerization de VirB8 dont I’importance est vitale pour la fonctionnement
biologique des T4SSs. En se basant sur des essais quantitatifs d’interaction, nous avons identifi¢
(1) des sites potentiels d’interaction avec d’autres protéines VirB du T4SS mais aussi (ii) isolé des
petites molécules inhibitrices afin de tester la fonction protéique de VirB8. Afin de déterminer
les acides aminés importants pour I’hétérodimérization de VirB8 avec VirB10, nous avons
effectué¢ des expériences de mutagenese aléatoire, de phage display et d’arrimage moléculaire in
silico. Ces expériences ont démontré I’importance de trois acides aminés localisés sur le feuillet
B : R160, S162, T164 et 1165. Ces derniers seraient importants pour 1’association de VirB8 avec
VirB10 étant donné que leur mutagenese entraine une diminution de la formation du complexe
VirB8-VirB10. L’objectif actuel de notre projet de recherche est de pouvoir mieux comprendre
mais aussi d’évaluer le role de VirB8 dans 1’assemblage du T4SS. Grace a un méthode de
criblage adaptée a partir de la structure de VirB8, nous avons pu identifié¢ une petite molécule
inhibitrice BAR-068, qui aurait un role prometteur dans 1’inhibition du T4SS. Nous avons utilisé
la spectroscopie par fluorescence, 1’essai a deux hybrides, le cross-linking et la cristallographie
afin de déterminer le mécanisme d'interaction existant entre VirB8 et BAR-068. Ces travaux
pourraient permettre de nombreuses avancées, notamment en termes de compréhension des
mécanismes d’inhibition du T4SS. Notre objectif ultime est de pouvoir caractériser la séquence
d’événements essentiels a 1’assemblage et au fonctionnement du T4SS. De manicre globale,
notre projet de recherche permettrait de révéler les grands principes d’assemblage des protéines
membranaires, les processus de sécrétion de protéines chez les bactéries mais aussi de proposer
une nouvelle stratégie lors du développement de drogues antimicrobiennes.

Mots-clés : Infections bactériennes, pathogenes, bactéries a Gram-negatif, facteur de virulence,
virulence, médicaments d’antivirulence, intéractions protéine-protéine.



Abstract

Bacterial Type IV secretion systems (T4SSs) are complexes that are constituted of 8 to 12
conserved proteins and used by many Gram-negative bacteria for the translocation of proteins
and DNA-protein complexes as well as for the transport of DNA-protein complexes across their
cell envelope. T4SS are excellent model targets for the development of antivirulence drugs as
they are essential virulence factor for many bacterial pathogens, such as Brucella suis.
Antivirulence drugs that deprive the pathogen of its essential virulence factor, the T4SS, would
constitute alternatives to or enhancements of current antibiotic treatment. VirB8, a conserved
core assembly factor in T4SS, forms homo- and heterodimers that are very important for T4SS
function in these pathogens. Due to its multiple interactions, we hypothesized that VirB8 is an
excellent model for the analysis of assembly factors but also a potential target for drugs that
could target its protein—protein interactions, which would disarm bacteria by depriving them of
their essential virulence functions. The existence of a monomer-dimer equilibrium and self-
association of VirB8 were previously demonstrated as being essential for T4SS biological
activity. Guided by quantitative interaction assays, we here identified (i) potential interaction
sites with other T4SS components and (ii) isolated small molecules inhibitors as probes for
protein function. To further determine the residues important for heterodimerization of VirBS8
with VirB10, we conducted alanine-scanning mutagenesis, phage display and in silico docking.
These experiments demonstrated that residues located on the  sheet R160, S162, T164 and 1165.
are involved in the association of VirB8 and VirB10 and mutagenesis of these residues led to a
decrease in the heterodimer formation. The general objective of our research is to gain
quantitative insights into the role VirB8 plays in T4SS assembly. Based on a structure-inspired
high-throughput screening approach, we identified a promising compound BAR-068 that inhibits
VirB8 interactions in the nM range. We used spectroscopy by fluorescence, a bacterial two-
hybrid assay, chemical cross-linking and crystallography in order to decipher the mechanism of
interactions of this inhibitor with VirB8. Ultimately, this may lead to advance the understanding
of T4SS inhibition. Our ultimate objective is to characterize the sequence of events between
VirB8 and other VirB factors that guides T4SS complex assembly and function. Our research
will reveal general principles of membrane protein complex assembly that will enhance our
knowledge of a number of different areas including bacterial protein secretion. In addition, this
research will inform an innovative strategy for the development of novel antimicrobial drugs.

Keywords : Bacterial infections, secretion systems, pathogens, Gram-negative bacteria,
virulence factors, virulence, antivirulence drugs, protein-protein interactions.
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I. Introduction

Les protéines contrélent I’ensemble des systémes biologiques dans une cellule. Bien que
beaucoup de protéines remplissent leurs fonctions de maniére indépendante, la vaste majorité
d’entre elles interagissent avec d’autres protéines pour mener a bien une activité biologique
particuliére. Il est donc peu surprenant que la caractérisation des interactions protéine-protéine
soit devenue un des défis majeurs de la période post-génomique. En effet, ces études permettent
d’avoir une meilleure connaissance des procédés variés tels que le controle métabolique, la
transduction des signaux et la régulation des genes. L’analyse fonctionnelle de 1’interactome des
protéines peut apporter de nouvelles réponses en termes de niveaux protéiques, d'interactions
dynamiques et statiques qui contrdlent des éveénements critiques tels que 1’assemblage des
complexes multi-protéiques. Ici, le modele sur lequel se focalise ce mémoire, est un complexe
multi-protéique utilisé¢ par beaucoup de bactéries a Gram-négatif pour permettre la translocation

de macromolécules a travers la membrane cellulaire [1].

I.1. La sécrétion chez les bactéries a Gram-négatif

Depuis les années 80, la recherche sur la sécrétion des protéines par les bactéries a
apporté une ¢tendue d’informations sur les mécanismes qui controlent cette activité notamment
sur le mécanisme de pathogenese bactérienne [2, 3]. En tant que procaryotes, les bactéries sont
des cellules relativement simples, caractérisées par une absence de noyau et d’organites comme
les mitochondries et les chloroplastes. Une caractéristique importante des bactéries est la paroi
cellulaire qui permet une protection contre le milieu extérieur. Cette paroi sert aussi d’interface
d’échanges entre la bactérie et le milieu extérieur. En se basant sur la différence de la structure et
de la composition chimique de cette paroi cellulaire, les bactéries peuvent étre divisées en deux
groupes : Gram-négatif (diderme) ou Gram-positif (monoderme). Cette taxonomie est
déterminée par la coloration de Gram qui repose sur la composition chimique et la structure de la

paroi cellulaire de la bactérie.
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Les bactéries a Gram-négatif ont une structure bimembranaire qui s’organise en trois

grandes parties : la membrane externe (ME), la membrane interne (MI) et le périplasme (Figure
1).

La ME est en contact direct avec le milieu extérieur et est principalement composée de
phospholipides organisés en bicouche, de liposaccharides (LPSs) mais aussi de nombreuses
protéines intrinséques a la membrane. Etant donnée que la bactérie repose essentiellement sur le
phénoméne de diffusion pour assurer la nutrition et la dissémination de ses déchets, la membrane
est sélectivement poreuse (elle permet la diffusion sélective d’éléments comme le fer en
complexe avec des sidérophores). Ceci explique la présence de porines qui s’assemblent en pores
au sein de la ME. Les LPSs sont des glycolipides toxiques, peu immunogenes. D’un point de vue
physiopathologique, les LPSs sont des endotoxines qui ne sont libérées que lors de la lyse
bactérienne. Les LPSs sont organisés en trois régions : I’Antigéne O (rdle dans le sérogroupage),
un oligosaccharide et enfin le Lipide A (partie toxique du LPS). Le LPS est une endotoxine qui
est libérée lors de la lyse bactérienne. Il peut devenir pyrogénique lors de son relargage dans les
tissus ou autres voies sanguines. Lors de cette lyse, le LPS se dissocie, permettant le relargage du

lipide A qui joue un role dans le pouvoir pathogéne de la bactérie.

Le périplasme est présent chez les bactéries a Gram-négatif et représente 1’espace entre la
ME et la MP [4]. Le périplasme est une matrice, de type hydrogel, essentiellement constituée
d’eau et de protéines, qui correspondrait a environ 40% du volume total des bactéries a Gram-
négatif et qui aurait un volume beaucoup moins important chez les bactéries a gram-positif. Il
représente un espace de stockage d’enzymes et de nutriments. Le périplasme, étant situé au
dessus de la MP et étant différencié de I’environnement extérieur par la ME, ne fait ni parti du
protoplaste ni parti de I’extérieur. En effet, il fait parti intégrante de la paroi cellulaire de la
bactérie a Gram-négatif. Ensemble, la paroi cellulaire et la MP constituent I’enveloppe de la
bactérie a Gram-négatif [5]. Bien que la composition du périplasme fasse penser a celle du
cytoplasme, il faut noter que la MP qui les sépare empéche tout échange libre entre les deux
compartiments. Par ailleurs, les protéines présentes dans le périplasme sont treés différentes de
celles trouvées dans le cytoplasme. On retrouve ainsi dans le périplasme des protéines de liaison

aux sucres, aux acides aminés, aux vitamines mais aussi aux enzymes de détoxication. Comme
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on le voit chez Pseudomonas aeruginosa, le périplasme peut aussi agir en tant que «réservoir»
pour des structures associées a la surface tels que les pilis ou encore les facteurs de virulence [6].
La plupart des protéines élaborées par les bactéries a Gram-négatif sont retenues dans le
périplasme. En effet, beaucoup de ces protéines ont été guidées dans le périplasme, durant la

traduction, par le biais de séquences signales spécifiques prés du N-terminus.

Une partie des protéines synthétisées dans le cytoplasme, s’insérent dans la MP et
deviendront des protéines intégrales de la membrane interne (/MP) ou des lipoprotéines. Une
autre partie passe la MP et peut rester dans le périplasme, s’insérer dans la ME ou étre sécrétée
dans le milieu extracellulaire. La derniére partie peut étre directement sécrétée dans le milieu
extracellulaire. On parle alors de sécrétion lorsqu’on désigne un transport d’une protéine du
cytoplasme vers le milieu extracellulaire (Figure 1). Le terme de translocation est, quant a lui,
employé quand une protéine est transportée d’un compartiment vers un autre compartiment

cellulaire [7].
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(a)Bactérie & Gram-positif (b) Bactérie & Gram-negatif
(Monoderme) (Diderme)

J Membrane externe

V (ME)

Paroi
cellulaire
Enveloppe . Enveloppe
cellulaire Espace cellulaire
+ + périplasmique* *
_— Membane interne ou
Membrane ~ J membrane cytoplasmique
cytoplasmique ﬂ MI)

Légende:

———)  Sécrétion [ Peptidoglycane Pilus $E3Y Yy Polysaccharides

— Export
I

Eﬂﬂm Phospholipides
N )

——pTransport Porine

~/V Flagelle § VY Acide teichoique

Figure 1. Différence dans ’organisation des enveloppes cellulaires chez les bactéries a
Gram-positif ou monoderme (A) et a Gram-négatif ou diderme (b). Les différents
mécanismes de sécrétion, d’export et de transport de substrats du cytoplasme vers le milieu
externe y sont représentés respectivement en rouge, vert et bleu. Nous utilisons ici les
abréviations suivantes : ME pour désigner la membrane externe et MI pour désigner la

membrane interne des bactéries a Gram-négatif.
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[.2. Les systemes de sécrétion bactériens

En tant que facteurs de virulence, I’export et les systémes de sécrétion sont essentiels a la
survie de la bactérie [8, 9]. A ce jour, on recense 8 systémes de sécrétion différents [10],[11]. Par
souci de clarté, nous focaliserons notre présentation sur les six principaux systémes de sécrétion
bactérien. Les mécanismes d’adressage ou «systémes d’exportation» de protéines sont présents
dans tous les organismes vivants, y compris chez les bactéries a Gram-négatif ainsi que dans les

organelles eucaryotes qui en sont dérivées (Table 1) [12],[13].

Protein secretory pathways (SP) in gram-negative bacteria and their descendants

Type # Proteins/ Energy
{Abbreviation) Name TC#"  Bacteria Archaea Eukarya System source Reference
IMPs—Gram-negative bacterial inner
ming
translocases
ABC (ISP) ATP-binding cassette  3.A.1 + + + 34 ATP Holland et zl., 2005
translocase
Sec (ISP} General secretory 3AS + + + ~12 GTP or ATP Cao and Saier, 2003
translocase + PMF
Fla/Path Flagsllum/virulence- 3A6 o = = =10 ATP Nguyen et al., 2000
(ISP} related translocase
Conj {IVSP)  Conjugation-elated 3A7 + - - >10 ATP Cao and Saier, 2001
translocase
Tat (ISP) Twin-arginine targeting 2.A64 + + + 2-4 PMFE Yen et al., 2002b
translocase {chloroplasts)
Oxal [YidC) Cytochrome oxidase 2A9 + 4 + 1 None or Yen et al., 2001
bicgenesis family {mitochondria; PMF Yi and Dalbey, 2005
chloroplasts)
MscL Large conductance 1A22 + + + 1 None Pivetti et al., 2003
mechanosensitive
channel family
Holins Holin functional 1E1-21 + - - 1 None Young, 2002
superfamily
Eukaryotic organelles
MPT Mitochondrial protein ~ 3.A8 - - + =20 ATP Lister et al., 2005
translocase ({mitochondria)
CEPT Chloroplast envelope 3AS8 (+) - + =3 GTP Steiner et al., 2005
protein translocase {chloroplasts) Robinson et al.,
2000
Bcl-2 Eukaryotic Bcl-2 family 1.A.21 - - + 17 None Crompton et al.,
{programmed cell 2002
death)
Gram-negative bacterial outer
membrane channel-forming
translocases
MT8 (IISP}  Main terminal branch  3.A.15 +° - - ~14 ATP; PMF Peabody et al.,
of the general 2003
secretory
translocase
FUP Fimbrial usher protein  1.B.11 +* - - 1 None Yen et al., 2002
AT Autotransporter-1 1B.12 +° - - 1 None Loveless and Saier,
1997
AT-2 Autotransporter-2 1B40 +° - - 1 None Kim et al., 2006
OMF (ISP} Outer-membrane 1B.17 +° - +?) 1 None Yen et al., 2002
factor
TPS Two partner secretion 1.8.20 + - + 1 None Yen et al., 2002
Secretin Secretin 1.8.22 +° - - 1 None Yen et al., 2002
(ISP and
HISP)
OmplP Outer membrane 1B.33 + - + =4 None? Wu et al., 2005
nsertion porin (mitochondria;

chloroplasts)

Table 1. Les voies de sécrétion dans les bactéries a Gram-négatif [12],[ 14, 15].
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Contrairement aux autres organismes, les bactéries a Gram-négatif contiennent de
nombreux systémes qui controlent I’exportation de protéines. Parmi ces derniers, on compte au
moins 8 systemes de sécrétion différents qui facilitent le transport a travers la membrane interne

cytoplasmique [12].

Les protéines synthétisées dans le cytoplasme et destinées aux compartiments situés a
l'extérieur du cytoplasme sont confrontées au passage de la MI. Pour ce faire, il existe différentes
voies d’export permettant la translocation de ces protéines. Les systemes d’export Sec, Tat
(translocase twin-arginine), FEA (flagella export apparatus), FPE (fimbrilin-protein exporter),
holin (hole forming) sont a la fois utilisés par les bactéries a Gram-négatif mais aussi par les

bactéries a Gram-positif.

[.2.1 Les systemes de sécrétion Sec- et Tat- dépendants

Les systémes de sécrétion sont des nanomachineries utilisés par les membranes
permettant la sécrétion de protéines et parfois d’ADN a I’extérieur de la bactérie. Ces systémes
peuvent ¢étre répartis en deux catégories selon le nombre d’étapes nécessaires pour
I’acheminement de la protéine sécrétée. En effet, la sécrétion peut se faire en une seule étape (du
cytoplasme au milieu extracellulaire) ou bien en deux étapes (ce dernier incluant une étape
périplasmique). Les systémes de sécrétion ayant cette derniere caractéristique peuvent étre
dépendants des voies de sécrétion Sec ou Tat (translocase twin-arginine) pour assurer le passage
au travers de la MI. On retrouve dans cette catégorie : (i) les systemes de sécrétion de type 11
(T2SSs); (i1) les systémes de sécrétion de type IV (T4SSs); (iii) les systemes de sécrétion de type
V (T5SSs) et (iv) les systémes de sécrétion de type VI (T6SSs).

(1) Le T2SS est le plus souvent présent dans les protéobactéries de type a et y, et il permet une
sécrétion des protéines dans un processus en deux étapes dans le milieu extracellulaire. Le
T2SS est encodé par un ensemble de 12 a 16 geénes organisés en un opéron. Le T2SS
transporte aussi bien les facteurs de virulence que les enzymes qui permettent la survie de la
bactérie dans n’importe quel environnement [16, 17]. Celui-ci utilise la voie d’export (Sec) ou

la translocase twin-arginine (Tat) afin d’exporter les protéines au travers de la membrane
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interne [18, 19]. De plus, les protéines destinées au milieu externe traversent la membrane
externe via une branche terminale principale (MTB ou main terminal branch) qui constitue un
systéme permettant 1’exportation de protéines spécifiques au travers de cette derniére [20].
Les constituants du T2SS interagissent les uns avec les autres afin de former un complexe
multi-protéique appelé sécrétion, qui traverse le MP et le ME. Les protéines sécrétées par le

T2SS sont caractérisées par la présence d’un peptide signal en N-terminal.

(ii) Etant donné que le sujet de ce mémoire porte sur le T4SS, nous nous attarderons dans les
paragraphes 1.2.4. et 1.2.5, sur le role du T4SS en se focalisant sur les aspects structuraux et
les mécanismes moléculaires qu’il régule. Les T4SSs sont principalement présents chez les
bactéries a Gram-négatif. Le systeme de transfert de I’ADN-T, chez 4. tumefaciens, a été le
premier T4SS caractérisé et reconnu comme étant responsable du transfert du matériel
infectieux vers les cellules eucaryotiques hotes. Ainsi, il a servi de référence, en termes de
nomenclature, pour I’ensemble des T4SSs étudiés par la suite. Chez les bactéries a Gram-
négatif, les T4SSs sont des machineries de transport multi-protéiques, qui contrélent le
transfert entre cellules de substrats spécifiques (ADN et/ou complexe ADN/protéine et/ou
protéine seule) d’une bactérie dite donneuse a une cellule héte cible procaryote ou eucaryote.
Son réle dans la pathogénese d’un grand nombre de bactéries chez I’humain, 1’animal et les
plantes, sa contribution majeure dans 1’échange génétique (au travers de la conjugaison
bactérienne) ainsi que sa prise en charge de ’ADN et son relargage dans la cellule hote, ont
suscité un intérét important de la part de la communauté scientifique durant les 10 derniéres
années [21-24]. La définition du T4SS a été établie aprés la découverte de la similarité de
séquence existant entre les systémes de sécrétion de type VirB chez A. tumefaciens et
Bordetella pertussis [25]. Les ¢éléments constitutifs du T4SS ont un ancétre en commun avec
les éléments constitutifs des systémes de conjugaison bactérien [26]. Cette similarité s’étend a
un ensemble de 9 a 11 composants conservés appartenant a la formation d’un complexe de
fusion (MPF). Ce complexe correspondrait a une structure membranaire en forme de canal
surmonté par un pilus exposé a la surface [27]. La protéine de couplage au T4SS ou encore

appelée protéine VirD4-like est aussi un autre ¢lément conservé chez les T4SSs.
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En se basant sur les fonctions, il est possible de regrouper les T4SSs en trois familles : (a) les
systemes de conjugaison permettant le transfert d’ADN vers une cellule réceptrice cible en
¢établissant un contact direct. Ici, le systeme le mieux caractérisé est le systéme de sécrétion
VirB chez A. tumefaciens. Cette bactérie phytopathogene induit la croissance tumorale des
tissus végétaux infectés et est responsable d’une maladie appelée galle du collet (crown-gall
disease) [28]. Cette prolifération anormale des tissus de la plante est due au transfert d’un
fragment du plasmide bactérien Ti : ADN-T. Ce plasmide est responsable de la virulence des
bactéries. L ADN-T oncogéne, porté par le plasmide Ti, est alors transféré de la bactérie vers
la plante et ensuite intégré au génome végétal de la cellule hote [22, 29]. La deuxiéme famille
de T4SS connue : (b) les systemes de transport de protéines qui exportent les molécules
effectrices du pathogene vers les cellules eucaryotes durant I’infection. Dans ce cas, les T4SSs
injectent leur substrat directement dans le cytosol de la cellule eucaryote comme on 1’observe
souvent chez les T3SSs. A titre d’exemple, on retrouve dans cette catégorie le systéme de
sécrétion de type Cag chez H. pylori ou le systéme Dot/Icm chez Legionella pneumophila |30,
31]. La troisieme famille de T4SS qu’on peut recenser : (c) les systémes de sécrétion de
«compétence» qui facilitent I’échange d’ADN avec le milieu extracellulaire. On y retrouve le
systtme ComB [32, 33] mais aussi la région 7ra que 1’on retrouve aussi chez Helicobacter
pylori. Cette région permettrait le transfert conjugatif d’ADN chromosomal entre les cellules
chez H. pylori [34]. Malgré une disparité apparente existant entre les fonctions des différentes
familles de T4SS, il existe cependant une similarité au niveau des protéines. Il est a noter que
les T4SSs ne sont pas seulement importants pour le processus de sécrétion d’ADN mais aussi

pour I’'import.

(i11) Le T5SS est considéré comme 1’un des systémes les moins complexes parmi les systemes de
sécrétion [35]. Le TSSS, qui est aussi connu en tant que systéme autotransporteur ou le
substrat et le pore de sécrétion sont associés afin de former un polypeptide unique. Le T5SS
secrete principalement des facteurs de virulence mais il participe aussi dans ’adhésion
cellulaire et dans la formation de biofilm [36]. Chaque protéine sécrétée par le T5SS contient
une séquence signal en N-terminal qui cible la protéine vers la machinerie Sec afin d’assurer

son exportation au travers de la MP. Au sein de la famille des T5SSs, on retrouve le systeme
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des autotransporteurs (Va ou AT-1), les systémes a deux partenaires (Vb) et enfin un systéme
trimérique dit chaperonne-usher (Vc ou AT-2) [3, 7, 37]. Comme d’autres systémes de
transport au travers de la ME, le processus de sécrétion ne requiert pas un gradient d’ATP ou
de proton [38]. En effet, ’énergie nécéssaire au transport provient du repliement du domaine

du substrat a la sortie du pore [39] .

(iv) Le T6SS est un systéme qui a été récemment découvert [40] et qui a été proposé apres la
découverte du systeme Vas chez Vibrio cholerae [41]. 11 est constitué d’un ensemble de 13
protéines essentielles a sa fonction et peut effectuer le transfert de protéines globulaires dont
la taille peut aller jusqu’a 50 kDa [42]. I est responsable de la sécrétion des protéines Hcp
(Hemolysin-Coregulated Protein) et est encodé par les génes vas. Un de ces génes, vask,
possede une forte similarit¢ avec le gene icmF (intracellular multiplication F-like
component) qui est un des composants du T4SS chez Legionella pneumophila [43]. Des
homologues du géne icmF sont retrouvés chez de nombreuses bactéries et la région
encadrant les homologues d’icmF a été désignée par le sigle IAHP (IcmF Associated
Homologous Protein). De par son role dans le controle des populations bactériennes, 1’é¢tude
des T6SSs a suscité beaucoup d'intérét au sein de la communauté scientifique. Le T6SS est
un complexe protéique ancré dans l'enveloppe bactérienne qui agit comme une «micro-
seringue» pour injecter des toxines dans les cellules cibles [44]. La machinerie des T6SSs est
constituée de deux sous-complexes : un complexe membranaire (incluant des protéines
membranaires similaires aux protéines appartenant au T4SS [41, 45]) ainsi que d’un
complexe tubulaire cytoplasmique. De nombreuses études montrent que les constituants de
ce dernier, sont structurellement et fonctionnellement similaires aux queues contractiles des

bactériophages [46].
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[.2.2 Les systémes de sécrétions Sec- indépendants

(1) Le systéme de sécrétion de type I (TISS) est constitué de 3 protéines : un dimere de
protéine localis¢ au niveau de la membrane interne (ATP binding cassette transporter ou
ABC), une protéine de fusion membranaire oligomérique (MFP) qui s’associe avec une
protéine intégrale de la membrane externe qui forme des pores (OMF's ou Outer Membrane
Factors) [47]. La ME fonctionne comme une barriére sélective qui protége les bactéries
contre les antibiotiques et le milieu extérieur. A la différence de la MI, la ME n'est pas
stimulée par un gradient de protons et I’ATP n'est pas disponible dans le périplasme. En
absence de sources d'énergie aisément disponibles, les substances nutritives passent la ME
via une famille d’OMFs appelés porines. Les porines forment des canaux remplis d'eau qui
permettent alors le passage de petites molécules hydrophiles. Les T1SSs permettent la
sécrétion de protéines de tailles et de fonctions différentes. Ce systéme permet le transport
de matériel au travers des deux membranes et de 1’espace périsplasmique des bactéries a

Gram-négatif en une seule étape couplée énergiquement.

(i1) Le deuxieéme type de systeme de sécrétion de ce groupe, le T3SS, est utilisé par des bactéries
a Gram-négatif telles que P. aeruginosa et Erwinia spp. Ce systéme hautement spécialisé
appelé «type III» ou «contact-dependant» permet de réaliser une translocation des protéines
bactériennes directement dans la cellule de I’organisme hoéte. Ces protéines, souvent appelées
des effecteurs, détournent les mécanismes biochimiques de la cellule eucaryote afin que ces
derniers soient bénéfiques au pathogene. Alors que la structure du T3SS apparait hautement
conservée chez les bactéries, les effecteurs sont des composés hautement variables chez ces
pathogenes [48, 49]. Une fois transférés, les effecteurs peuvent étre utilisés de plusieurs
manieres différentes par la bactérie afin d’assurer un effet spécifique et unique sur la cellule

hote.

Le T3SS est I’'un des systémes de sécrétion les plus complexes connus a ce jour. En effet, il
est constitué de plus de 20 protéines et il est similaire a ’assemblage flagellaire. Bien que les
¢léments de base de cette structure aient déja été identifiés, les mécanismes de sécrétion des

effecteurs sont toujours inconnus. Au coeur de ce systéme, on retrouve une entité
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supermoléculaire, de la taille d’une organelle, que 1’on appelle : I’injectosome ou la «seringue
moléculaire» ou encore le complexe en aiguille. Dans les années 90, Salmonella typhimurium
est la premiére bactérie a Gram-négatif a avoir ét¢ identifiée comme étant associé¢e au T3SS
[50]. Des analyses par microscopie électronique du T3SS chez Shigella, Salmonella et
Escherichia coli ont permis de révéler une architecture complexe ancrée dans la MI et la ME
de la bactérie [51-53]. Ces structures possedent de nombreuses ressemblances avec le corps
basal des flagelles, mais elles apparaissent aussi dans les souches ou le flagelle a été inhibé
[54]. Bien que seules les structures du T3SS chez Shigella et Salmonella aient été élucidées a
ce jour, les protéines qui constituent le complexe sont hautement conservées et constituent des
facteurs de virulence cruciaux [55]. Au niveau de la structure des T3SSs, on note la présence
de trois régions majeures : I’aiguille extracellulaire, les anneaux de la ME et enfin la base qui
traverse a la fois la MI et le périplasme. L’archétype du T3SS est celui identifié chez Yersina

spp et qui permet la sécrétion des protéines Yop [56].

La comparaison des différents systémes de sécrétion suggere que chacun d’entre eux a évolué
de maniére indépendante et ce, malgré I’existence d’un nombre spécifique de similarités

mécanistiques et évolutives.

1.2.3 Le systeme VirB chez Brucella

Brucella est un pathogeéne zoonotique qui cause des avortements infectieux chez les
animaux et la «fievre méditerranéenne» (aussi connue sous le nom de fievre de Malte) chez les
humains [57, 58]. Cette maladie infectieuse souvent appelée brucellose est causée par le
pathogéne Brucella qui provoque un parasitisme intracellulaire chez les macrophages [59]. Apres
infection par le biais de blessures ou de muqueuses, Brucella infecte les phagocytes
professionnels. Les infections subséquentes se produisent dans un premier temps chez les
phagocytes amateurs dans les tissus des organes reproductifs, le placenta ou encore le foetus.
Ceci explique pourquoi, la manifestation de la brucellose se produit chez les animaux en

gestation : d’ou le nom Brucella abortus. La pathogenése de Brucella inclut I’invasion mais
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aussi la réplication intracellulaire [60]. La survie intracellulaire et la réplication de cette bactérie
sont régulées par le systeme VirB-T4SS [61] qui initie la maturation d’une vacuole contenant le
pathogene [62]. Tout comme chez Legionnella pneumophila, le T4SS chez Brucella altére la voie
endocytaire du macrophage infecté¢ et bloque la fusion du phagosome et du lysozyme. La
bactérie peut alors proliférer dans le phagosome, ce qui forme un compartiment li¢ au reticulum

endoplasmique [63].

1.2.4 Le T4SS

La machinerie des T4SSs est un complexe multi-protéique qui traverse la MI et la ME de
la bactérie a Gram-négatif dite «donneuse» [27] (Figure 2). Un ensemble de 12 ou 13 protéines
sont impliquées dans un réseau d'interactions qui détermine I’architecture globale de 1’appareil
de sécrétion. De nombreuses analyses génétiques ont permis de déterminer la composition du
T4SS. En effet, les études génétiques menées sur les plasmides pKM101, F, R388, R27 ou
encore RP4 ont permis de définir les conditions génétiques nécessaires pour avoir des systemes
de sécrétion d’ADN fonctionnels mais elles ont aussi permis de fournir les bases des études
structurales et biochimiques subséquentes [26, 64-66]. Les T4SSs, spécialisés dans le transfert de
protéines, sont caractérisés par leur fonctionnalité¢ lors du transfert protéique et/ou par la
production de structures spécifiques en surface du T4SS. Le premier systéme de sécrétion de
protéines a avoir été caractérisé génétiquement est le systéme VirB-VirD du plasmide Ti chez A.
tumefaciens [67-69]. Le nombre grandissant de séquences protéiques disponibles chez le T4SS

ont permis de caractériser de nombreux T4SSs dont les substrats étaient inconnus.
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Figure 2. Structure du canal de translocation du T4SS au travers de I’enveloppe cellulaire
[70].

(A) Modele du complexe T4SS qui contient 3 catégories fonctionnelles : une catégorie
énergétique représentée en rouge, un complexe central ou core complex représenté en bleu et
enfin des protéines associées au pilus, qui sont représentées en orange. Le contact avec la cellule
héte entraine une translocation du substrat, suivi par I’action des effecteurs transloqués dans la
cellule hote. Le pilus initierait un contact direct avec la cellule hote mais la composition exacte
de la structure de contact est encore inconnue. (B) Des essais d’immunoprécipitation de I’ADN-
T ont permis de révéler une séquence du T4SS a partir des catégories fonctionnelles qui se lient
directement au complexe-T chez A. tumefaciens et les autres composants qui sont nécessaires a la
progression du substrat le long de la voie de translocation [70].
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1.2.5 Le T4SS : une structure élucidée

Chez A. tumefaciens, les protéines de VirB1 a VirBI11 ainsi que VirB4 constituent une
machinerie de sécrétion de protéines et d’ADN fonctionnels. Parmi les T4SSs, les éléments
constitutifs sont conservés et on les appelle : les protéines VirB-like. Les nombreuses études
structurales et biochimiques effectuées sur le T4SS [8, 71-74] ainsi que la résolution a 2,6 A de
la structure cristallographique du canal transmembranaire de la ME [75] ont permis de
commencer a comprendre 1’échange dynamique existant entre les sous-unités du T4SS lors du
transfert de I’ADN-T du cytoplasme vers la membrane externe [21]. Cependant, notre
compréhension de la séquence d’interactions qui précede 1’assemblage est toujours limitée. La
structure macromoléculaire du T4SS peut-étre divisée en trois groupes de protéines VirB [1, 29]
(Figure 2): (i) le pilus se localisant au niveau de la surface de la bactérie est composé des
protéines VirB2 ( une sous-unité majeure du pilus-T), VirB5 et VirB7 (toutes deux constituent
des éléments mineurs du pilus-T) [76-78]; (i) le canal transmembranaire est, quant a lui,
compos¢ des protéines VirB1, VirB3, VirB6, VirB8 a VirB10 (plus connues sous la dénomination
de core complex) [79, 80]; (iii) VirB4, VirB11 et VirD4 constituent les moteurs de la machinerie
du T4SS. En effet, ces trois NTPases permettent I’apport d’énergie nécessaire a la sécrétion des
substrats en hydrolysant les nucléotides lors du processus de translocation [81, 82]. Elles sont

localisées du coté cytoplasmique de la MI (Figure 2).

1) Le pilus

Les protéines formant le pilus : VirB2 et VirB5, fonctionneraient en tant qu’adhésines
[83]. Ces dernicres controleraient le ciblage de la cellule-hote au travers d’interactions entre ces

protéines et les composants des matrices extracellulaires des cellules hotes [83, 84].

VirB2 est le composant majeur du pilus-T de virulence chez A. tumefaciens [85].
VirB2 contient une séquence peptide signal qui est clivée résultant en un produit de 7.2 kDa. Ce

produit, suite a un processus de cyclisation, devient ’'unité de base du pilus T : la piline-T [86].

VirB5 est le composant mineur du pilus-T et il est localisée au bout du pilus [83]. Cette

protéine contient une séquence signale en N-terminal qui controle I’export vers I’espace
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périplasmique. La structure cristallographique de la protéine TraC, un homologue de VirB5 dans
le plasmide pKM101, a été¢ résolue [87]. L’analyse des variants et la similarité structurale
existant entre VirB5 et le domaine d’adhésion focal (FAT), nous suggere que VirB5 pourrait jouer
un role en tant qu’adhésine [83]. L’attachement des bactéries grace aux adhésines est un
processus clé pour la plupart des maladies infectieuses et il se produit lors des premicres étapes
de I’infection [88]. De plus, I’absence d’homologue de VirB5 dans le systéme Ptl chez B.
pertussis apporte une évidence supplémentaire sur le réle de VirB5 en tant qu’adhésine. Le
substrat transféré (la toxine pertussis) est sécrété dans le milieu extracellulaire et est assimilé par
les récepteurs de la cellule hote. Ainsi, on peut en conclure que la présence de VirB5 n’est pas

indispensable au fonctionnement du T4SS, mais elle est présente dans la grande majorité des cas.

i) Le canal transmembranaire

VirB1 appartient a la superfamille des glycosylases lyzozyme-like que 1’on retrouve dans
les T1SSs, T3SSs et T4SSs mais aussi dans les bactériophages [89, 90]. Les membres de cette
famille sont capables de cliver la paroi de peptidoglycane des bactéries a Gram-négatif pour
permettre la mise en place du T4SS, mais ils ne sont pas essentiels a la virulence [91, 92]. VirBl
interagit avec VirB8, VirB9 et VirB11 [92], ce qui fait de cette protéine une cible intéressante

dans le cadre de I’étude du mécanisme d’assemblage du T4SS.

VirB3 est une protéine conservée et un élément essentiel pour le T4SS. Cependant, peu
d’informations existent sur cette protéine. Elle est localisée a la fois dans la MI et la ME mais
une grande partie de la protéine se situe dans la MI [93]. L’expression stable de cette protéine
serait dépendante de la présence de VirB4 [94] et de VirB6 [95]. Ceci suggere ainsi une

interaction entre VirB3 et les protéines VirB4 et VirB6.

VirB6 est une protéine appartenant a la MI qui contient cinq segments transmembranaires
[96]. Chez A. tumefaciens, VirB6 est requise pour I’expression stable des protéines VirB3 et
VirB5, mais elle favorise aussi la formation des diméres de VirB7 [95, 96]. Lors de sa
solubilisation en présence de détergent, VirB6 forme des complexes, hauts en poids moléculaires,

qui co-fractionnent avec VirB7 [97]. D’autres arguments viennent appuyer 1’existence d’une
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interaction entre VirB6 et VirB7. En effet, VirB6 est requise pour la formation de I’hétérodimere
VirB7-VirB9 car elle co-immunoprécipite en présence de ces deux protéines [98]. Par ailleurs,
VirB6 pourrait contrdler I’¢longation et la rétraction du pilus mais aussi moduler la fonction du
canal de sécrétion afin (a) de sécréter VirB2 et VirB5 (permettant ainsi 1’¢longation du pilus) ou

(b) de sécréter des substrats comme VirE2 qui sont par la suite transloqués dans la cellule hote.

VirB7 est une petite lipoprotéine (4,5 kDa) localisée au niveau de la partie périplasmique
de la ME [99]. VirB7 est a la fois une protéine monomérique et dimérique grace a la formation
de ponts disulfures [78]. La portion cellulaire de VirB7 forme aussi des hétérodimeres avec
VirB9 [100] qui peut étre isolée en tant que complexe protéique contenant des ponts disulfures
[101]. VirB7 stabilise VirB4, VirB9, VirB10 et VirB11 durant I’assemblage du T4SS [100]. La

portion exocellulaire de VirB7 contribuerait au maintien de I’intégrité du pilus-T [78].

VirB8, chez A. tumefaciens est localisée dans la MI [102]. La structure en homodimeére de
VirB8 a été résolue aussi bien chez 4. tumefaciens que chez B. suis. Chaque monomere de VirB8
est constitué¢ de 4 feuillets  associés a 5 hélices a [103] (Figure 3). La structure de VirB8 est
similaire au facteur de transport nucléaire 2 (NTF2) qui est impliqué dans le transport en
provenance et en direction du noyau [104]. Il s’agit d’une protéine constituée d’un court
fragment cytoplasmique en N-terminal, suivi d’une séquence transmembranaire et d’une large
portion périplasmique en C-terminal [105]. VirB8 forme un complexe VirB8-VirB10 qui a été
identifié par essai a deux hybrides dans la levure [106] et par extraction des membranes en
présence de détergents [97]. VirB8 semble étre nécéssaire pour I’assemblage de VirB9 et de
VirB10 [107]. De par son role central dans l’assemblage du T4SS, VirB8 est désormais
considérée comme une «protéine-échafaud» qui interagit avec un grand nombre de protéines afin
de polariser 1’assemblage du systéme de sécrétion [108]. Ainsi, VirB8 interagit avec VirBlI,
VirB4, VirBS5, VirB6, VirBS, VirB9, VirB10 et VirB11 [98, 106, 109-112]. Bien que cette
protéine soit essentielle a ’assemblage du T4SS, elle requiert la présence de VirB4 afin d’étre

stable in vivo [109].
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Figure 3. Structure de VirB8 de B. suis obtenue par cristallographie a rayons X. Code
PDB : 2BHM [103].

VirB9 est localisée en présence de VirB10 a la fois dans la MI et la ME avec une portion
hydrophile au niveau du périplasme. La localisation de VirB9 et de VirB10 est dépendante de la
présence de VirB8, qui serait responsable de leur recrutement sur un site spécifique d’assemblage
du T4SS [107]. VirB9 forme des complexes avec VirB7 par le biais de ponts disulfures. Ces
complexes auraient un effet stabilisateur sur VirB10 [79]. La structure d’un complexe de 1 MDa
entre les protéines VirB7, VirB9 et VirB10 du plasmide pKM101, a été résolu par microscopie
cryo-¢lectronique [8] (Figure 4). Ce core complex contient 14 copies de chaque protéine et est
composé de deux couches : I (interne) et O (externe). A la suite de cette découverte, un structure

cristallographique du core complex dans le plasmide pKM101 a été aussi résolue [75]. Ce
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complexe de 590 kDa contient 14 copies du domaine C-terminal de VirB10, du domaine C-
terminal de VirB9 et de VirB7 dans sa totalit¢ (Figure 5). Contrairement aux prédictions de
microscopie cryo-électronique, on constate dans le cristal, que VirB10 forme un anneau qui est
entouré par les protéines VirB9 et VirB7 (Figure 4). Fait intéressant, ce serait VirB10 et non pas
VirB9 qui forme le canal transmembranaire. En effet, on constate que VirB10 s’insére dans la
ME et aussi dans la MI. Le cristal nous montre aussi que la protéine VirB9 est plus ordonnée en

présence de VirB10.

VirB10 fait partie du complexe VirB8-VirB9-VirB10 qui est aussi 1i¢ a VirB7 a travers de
I’interaction VirB7-VirB9. Ce complexe traverse a la fois la MI et la ME. En effet, on constate
que VirB8 est localisée dans la MI, VirB7 est localisée dans la ME et le complexe VirB9-VirB10
est localisé dans la ME et MI. En plus du complexe VirB7-VirB9, les trois protéines: VirB1-2 et
3 sont requises pour la localisation de VirB10 dans la ME [80]. Les protéines homologues a
VirB10 interagissent aussi avec les protéines 74CP (VirD4 chez A. tumefaciens), ce qui permet le

recrutement des substrats du T4SS a la face cytoplasmique du canal de sécrétion.

iii) Les NTPases

Le T4SS utilise plusieurs ATPases afin d’assurer I’assemblage et/ou le transfert du
substrat. Les protéines VirB4, VirD4 et VirB11 contiennent un motif de peptide de liaison au
nucléotide (Walker A Box) que I’on retrouve typiquement chez les hydrolases ou les synthetases

de nucléotides [113].

Les protéines VirB4-like sont souvent appelées des «traffic ATPases» et elles sont
conservées chez la plupart des T4SSs. VirB4 est présente dans tous les T4SSs et est caractérisée
par une taille ¢levée (94 kDa) et un domaine de liaison aux nucléotides. Une ou plusieurs de ces
protéines agiraient en tant que moteurs pour le T4SS en convertissant 1’énergie chimique libérée
par I’hydrolyse du nucléotide en énergie cinétique nécessaire au processus de sécrétion. Les
protéines VirB4-like représentent 1’une des familles les plus importantes au sein des protéines

VirB et elles sont localisées sur la face cytoplasmique de la MI [114].
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VirB11 appartient a la famille des NTPases présentes a la fois chez les T2SSs et les
T4SSs [115-117]. Chez les T4SSs, VirB11 fait partie des trois NTPases potentielles qui
permettraient de fournir de I’énergie au processus de sécrétion et/ou a 1’assemblage de la
machine de sécrétion. La structure cristallographique d’un homologue de VirB11 (HP0525) [118]
et I’¢lucidation de la structure de VirB11 chez B. suis [119] ont révélé 1’existence d’une structure
hexamerique qui est structurellement semblable aux hélicases et aux ATPases associées aux
autres types de sécrétion telles que le T2SS et le T3SS. Par ailleurs, VirB11 est essentielle au
canal de sécrétion mais aussi pour la formation du pilus [120]. VirB11 hydrolyse I’ATP et son
activité est améliorée en présence de lipides ce qui est cohérent avec sa localisation et son
association avec la MI bactérienne [121, 122]. Par ailleurs, la protéine effectue des changements
conformationnels en présence de lipides [121] et des changements de son site de liaison au

nucléotide ont des effets sur la localisation membranaire [123].

VirD4 est une protéine de couplage au T4SS (74CP), qui en partenariat avec VirB4 et
VirB11, fournit de I’énergie a la machinerie de sécrétion. Bien que les 74CPs soient présentes
dans chaque systéme de conjugaison et dans la plupart des T4SSs (ou elles sont essentielles a la
sécrétion), elles ne sont pas présentes dans le T4SS chez Brucella spp et B. pertussis. Les T4CPs
ont deux motifs en commun qui ressemblent aux motifs Walker A et B des NTPases et des
transporteurs ABC [124-126]. Ces motifs sont essentiels pour le transfert des substrats [127,
128], ce qui appuie I’hypothése selon laquelle 1’activit¢ des NTPases serait cruciale pour le

T4SS.

[.3. Biogénese du T4SS

Les protéines substrats transférées par le T4SS sont souvent appelées des effecteurs car
elles manipulent les voies cellulaires de 1’hote et les réponses qui y sont liées. De nombreuses

¢tudes d’interaction et de structures ont permis de construire un modele fonctionnel pour
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I’assemblage du T4SS. Des études d’immunofluorescence ont permis de localiser I’assemblage

du T4SS au niveau des poéles cellulaires en présence de la plupart des protéines VirB [107, 108].

Les protéines VirB7, VirB9 et VirB10 s’associent de maniére spontanée afin de former un
complexe de translocation tétradécamerique a travers deux couches membranaires (Figures 4 et
5). On remarque aussi que VirB8 ne s’associe pas avec ce complexe, et ce, méme si ces protéines
sont co-exprimées [75]. Cela suggére un état conformationnel différent lors de 1’assemblage du
complexe de translocation. Par ailleurs, la chronologie de recrutement des ATPases et des
protéines VirB de la MI est encore méconnue. Les interactions de VirB10 avec la protéine VirB4
joueraient le role de «détecteurs d’énergie». Ces détecteurs répondraient aux ATPases présentes
dans le cytoplasme [21]. Des études en microscopie électronique ont montré que VirB4 s’associe
avec le complexe transmembranaire en absence de VirB8 et de VirB6 [129]. Cependant, dans ces
¢tudes, la stoechiométrie d’association serait de trois protéines VirB4 pour un complexe
tétradimérique. VirB8 et VirB6 interagiraient avec le core complex VirB7-VirB9—VirB10 afin de

s’intégrer dans la couche-I pour former un pore de la membrane interne.

VirB3 est stabilisée en présence de trois protéines VirB : VirB4, VirB7 et VirB8, qui
formeraient un complexe [93, 130]. Le réseau d'interaction VirB4—VirB8—VirB2-VirB5 a déja

¢été décrit précédemment [109]. VirB3 jouerait un role dans les premicres €tapes de la biogenese.

Les protéines appartenant au pilus (VirB2 et VirB5) sont recrutées au niveau du canal de
translocation afin de compléter 1’assemblage nécessaire a la sécrétion du substrat et a la
biogenese du pilus. Cependant, I’hypothese selon laquelle le passage du substrat se fait a travers
le lumen du pili est encore un sujet de débat. Il a été démontré, par le biais d’un essai TrIP
(Transfer DNA ImmunoPrecipitation), qu’il existe des contacts entre le substrat et la protéine du
pilus VirB2. Les protéines du pilus sont importantes pour la sécrétion du substrat; cependant, le
réle du pilus dans la fonction du T4SS est encore peu clair. Le chevauchement entre les
processus régissant la formation du pilus du T4SS et la sécrétion du substrat complique I’analyse
[131]. Nous pouvons, cependant, émettre 1’hypothése que le pilus émergeant aurait un role dans
la sécrétion du substrat mais le mécanisme par lequel ce processus se produirait est toujours

méconnu.
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Figure 4. Structure du core complex T4SS obtenue par microscopie cryo-électronique des
protéines du plasmide de conjugaison pKM101 [71]. (A) Cette structure est constituée des
protéines TraN, TraO et TraF complétes, qui correspondent aux protéines homologues VirB7,
VirB9 and VirB10 chez A. tumefaciens, respectivement. (B) Structure cristallographique du
complexe de la ME qui comprend la couche-O [132]. On y retrouve les deux hélices
caractéristiques de TraF qui traversent la ME. TraN, TraO et TraF sont représentées
respectivement en rouge, bleue et vert.
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Figure 5. Le complexe de la ME du T4SS. En représentation en ruban (A) et (B), on retrouve le
complexe tétradécamerique. Les sous-unités TraFct , TraOct et TraN sont représentées
respectivement en vert, cyan et magenta. En B, les dimensions et les informations concernant les
différentes parties du complexes sont aussi indiquées [75].
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L.4. Objectifs du mémoire

Jusqu’a présent, le mécanisme moléculaire d’assemblage du T4SS n’a pas été ¢lucidé. Par
ailleurs, la résistance a grande échelle développée par les bactéries contre les drogues
antimicrobiennes représente un probléme majeur. De plus, les approches classiques qui ciblent
les voies métaboliques essentielles ont cumulé une pression sélective qui a contribué a
I’augmentation des souches de bactéries multi-résistantes. La stratégie de recherche que nous
avons adopté se base sur le développement de drogues d’antivirulence qui cibleraient les facteurs
de virulence bactériens afin que la bactérie soit totalement «désarmée» permettant ainsi au
systéme immunitaire d’éliminer le pathogéne. La complexité de ce systeme multi-protéique a
ralenti I’avancement de la recherche dans ce domaine. A partir des travaux de recherche
effectués dans notre laboratoire [133, 134], nous avons identifi¢ des petites molécules
inhibitrices puissantes capable de cibler de maniére spécifique un facteur d’assemblage essentiel
au T4SS : VirB8. Parmi elles, nous avons pu identifier le site de liaison de BS8I-1 par
cristallographie et un inhibiteur prometteur : B8I-2. B8I-2 appartient a la classe de composés de
type salicylidene acylhydrazide qui sont connus pour inhiber le T3SS [135]. De plus,
contrairement aux autres inhibiteurs, ce dernier a été capable de réduire de maniere considérable
la croissance intracellulaire de B. suis dans les macrophages et aussi d’inhiber la homo- et
I’hétéro-dimérization de VirB8 in vivo a des basses concentrations de 1’ordre du pM. Cependant,
la structure tridimensionnelle du complexe VirB8-B8I-2 n’a jamais pu étre élucidée par
cristallographie. L’objectif de mon projet de recherche est multiple : (a) pouvoir investiguer le
role et la dynamique existant entre les interactions de VirB8 avec lui-méme mais aussi avec un
de ses partenaires du T4SS (VirB10) afin de mener a bien (b) des études de relation structure-
fonction sur un ensemble de 7 inhibiteurs dont les structures dérivent de I'échafaud de B8I-2. Le
but ultime étant de pouvoir obtenir un inhibiteur avec une meilleure solubilité, mais aussi une
structure VirB8-inhibiteur qui empécherait 1’assemblage du T4SS. La recherche proposée ci-
dessus est translationnelle puisqu’elle nous permettra, a partir de notre compréhension de

I’assemblage du T4SS et de sa fonction, d’inciter le développement de drogues.
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1. Méthode expérimentale

II.1. Méthodologie expérimentale pour étudier les interactions protéine-protéine

L’information sur la structure des complexes protéiques déposés dans la base de données de
protéines (PDB) fournit de nombreuses informations concernant la nature et la spécificité des
interactions protéines-protéines [136, 137]; malgré de nombreuses avancées en biologie
structurale, la détermination de la structure des complexes protéiques demeure néanmoins
difficile. En effet, le taux d’¢lucidation de la structure des complexes protéine-protéine demeure
faible [138]. Nous présentons dans ce chapitre, 1’ensemble des méthodes et techniques
employées pour identifier les déterminants des interactions de VirB8 avec elle-méme, avec

d’autres partenaires VirB et avec des inhibiteurs potentiels de ces mémes interactions.
I.1.1. Phage Display

L’approche de phage display est un outil efficace de criblage a haut débit des
interactions protéiques. Le principe du phage display repose sur I’expression d’une banque de
protéines fusionnées avec le domaine N- terminal d’une des protéines situées a la surface des
bactériophages [139]. Les phages recombinants sont ensuite sélectionnés de par leur spécificité
de liaison avec la cible (protéines, fragments d’anticorps ou encore des acides nucléiques). De
manicre générale, le phage display peut-Etre divisée en trois étapes importantes : (a) la création
de la librairie, (b) le criblage des clones et enfin (c) la sélection de ces derniers pour 1’analyse ou

encore le phage display cycle (Figure 6)[140].
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Figure 6. Principe général de l’identification d’interaction protéine-ligand par phage
display.

(a) Dans un premier temps, les librairies de protéines sont crées en empaquetant une
population d’ADN correspondant aux protéines exposées et fusionnées aux récepteurs

protéiques du phage [141].

(b) et (c) Dans un dernier temps, le criblage ainsi que la sélection sont faits par un
processus de sélection par affinité. Durant cette étape, la librairie de phages est exposée a
une cible. Si le phage posseéde la spécificité appropriée, il se liera a la cible immobilisée.
Les phages non liés seront lavés en ajustant la concentration de détergent et le temps de
lavage [142]. Le processus de sélection est composé de plusieurs cycles répétitifs : chacun
comprenant des étapes de capture, de lavage, d’¢élution et d’amplification. Une fois que la

banque de phages est exposée a la protéine cible, I’identification des séquences
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d’interaction de la banque se fait par séquencage de I’ADN du phage. Les banques de
protéines exposées sur le phage peuvent étre sélectionnées sur différentes cibles tels que
les anticorps monoclonaux afin de caractériser de nouveaux épitopes. Apres de nombreux
lavages, les phages fixés sont élués puis isolés et amplifiés par infection de bactéries. Les
phages se liant de maniére spécifiques et non-spécifiques sont ensuite elués en augmentant
ou en baissant le pH afin de briser les liens non-covalents ou en utilisant des enzymes de
clivage tels que la trypsine. Le phage ¢élué est ensuite amplifié¢ en infectant les bactéries a
Gram-négatif (telle que E.coli). Les phages amplifiés sont ensuite sélectionnés a nouveau
sur la méme cible. Aprés plusieurs tours de sélection-amplification, les phages

sélectionnés sont finalement séquencés afin d’identifier les sites exposées[143].

En conclusion, la méthode de phage display posséde trois avantages majeurs : (i) elle permet de
cribler un trés grand nombre de molécules de différents types (les librairies peuvent contenir
jusqu’a 10'° molécules) dans un faible volume; (ii) d’avoir une correspondance entre le génotype
et le phénotype, car le géne codant pour la protéine/ peptide est isolé a partir de I’ADN du
bactériophage. Ceci permet d'accéder aisément aux séquences des molécules sélectionnées car
I'"ADN est directement isolé avec la protéine pour laquelle il code; (iii) il est aussi possible aprés
le processus de sélection, d’utiliser le vecteur d’expression pour produire la protéine d’intérét

[140, 144].

Malgré des avantages certains, le phage display possede cependant de nombreuses limitations,
notamment la taille des librairies et parfois la faible affinit¢ des fragments d’anticorps isolés a

partir de banques construites.

II.1.2. Caractérisation des interfaces d’interaction par Mutagénese de type Alanine-

Scanning

Cette technique est basée sur le principe de mutagénése systématique du gene codant de
chaque résidu situé dans un site d’interaction, permettant ainsi d’utiliser différentes méthodes
biochimiques afin de comprendre le role du dit résidu dans la dynamique de liaison avec le

ligand. Cette méthode expérimentale est tres utilisée lorsqu’on souhaite déterminer les épitopes
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fonctionnels situés a la surface des protéines. A 1’aide d’une mutagenése dirigée du géne, la
substitution d’un acide aminé par une alanine enléve la chaine latérale des atomes au dela du
carbone- sans ajouter de flexibilité conformationnelle supplémentaire. De par cette approche, il
est possible d’évaluer la contribution énergétique d’une chaine latérale de 1’acide aminé substitué
a la liaison protéique ciblée. Ainsi, il est possible d’étudier 1’effet de suppression de la chaine
latérale sur la fonction du variant de protéine exprimé. Au milieu des années 1990, la premiére
expérience d’alanine-scanning fut menée; celle-ci portait sur I’étude de l'interaction entre
I’hormone de croissance humaine et son récepteur [145]. Ils réussirent ainsi a montrer que le
changement de certains résidus (encore appelés hot spots) en alanine entrainait une baisse

significative de I’énergie libre de liaison.

I1.1.3. Prédiction du site d’interaction protéine-protéine par arrimage moléculaire

L’ intérét de la communauté scientifique pour le T4SS a permis d’¢élucider la structure de
VirB8sp mais aussi d’étudier son importance dans la dynamique et 1’assemblage du T4SS.
Cependant, les éléments structuraux déterminants de I’interaction VirB8-VirB10 ne sont toujours
pas clairement définis. En effet, en absence de données cristallographiques sur le complexe
VirB8-VirB10, nous avons opté pour une méthode d’arrimage in silico afin d’identifier les zones
d’interaction situées a la surface de ces protéines. La difficulté liée a 1’étude des complexes, du
fait de la nature transitoire ou hydrophobes de leurs interactions (comme dans les complexes
membranaires), font de [’arrimage moléculaire ou docking une alternative expérimentale
attrayante. Celle-ci consiste en une modélisation de la structure tridimensionnelle d’un
complexe. Ceci apporte de nombreuses informations structurales notamment concernant
I’interface d’interaction entre les partenaires du dit complexe. Cette modélisation peut se faire de
deux maniéres : ab initio (sans données complémentaires) ou encore a partir de données
expérimentales concernant la zone d’interaction a I’étude. Pour ce faire, nous avons utilisé le
logiciel d’arrimage HADDOCK 2.2 [146]. Notre choix s’est porté sur ce dernier car il permet (i)

de controler les étapes d'échantillonnages a 1’aide de données connues concernant les zones de
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contact entre les protéines d’intérét. Une fois ces données obtenues a partir d’expériences
d’alanine-scanning mutagenesis, ceci nous a permis de mieux définir les résidus qui se situent
potentiellement dans I’interface du complexe sur tous les partenaires d’arrimage; (ii) il permet
aussi d’inclure un parameétre de flexibilité au processus d’arrimage moléculaire. Dans un premier
temps, le logiciel effectue une minimisation de 1'énergie sur corps rigide suivi par une une étape
d’introduction de semi-flexibilité au niveau de la torsion des angles. La derniére étape consiste
en un raffinement du complexe in silico dans un solvent : I’eau. L’avantage de la modélisation
computationnelle des interactions protéine-protéine réside dans sa capacité a identifier de
nouvelles interactions ou encore les interactions qui, d’un point de vue énergétique, seraient plus

favorables.

Malgré de nombreux avantages, ce type d’approche possede cependant une limitation de
taille. En effet, I’arrimage moléculaire entre protéines suppose a priori qu’il existe une

interaction entre les partenaires considérés.

I1.1.4. Essai bactérien a deux hybrides : études des interactions protéine-protéine in

Vivo

L’essai bactérien a deux hybrides est une méthode efficace pour étudier les interactions
protéine-protéine [147, 148]. Ce systéme est basé sur 1’activation transcriptionnelle du géne
reporteur contrélée par une interaction protéine-protéine (ou par une interaction protéine-ADN).
Comme présenté dans la Figure 7, deux protéines X et Y sont fusionnées a deux fragments
complémentaires du domaine catalytique de 1’Adenylate Cyclase: T25 et T18 et co-exprimées
dans les cellules cya chez E.coli. L’interaction des protéines hybrides est détectée par 1’apparition
d’un phénotype simple a analyser : celle-ci résulte en une complémentation fonctionnelle entre
les deux fragments (T25 et T18) menant a la synthese de cAMP. Ce dernier se lie a une protéine
activatrice des catabolites déclenchant une expression des opérons cataboliques chez E.coli. Une
interaction productive entre deux protéines d’intérét entrainera une activation transcriptionnelle

d’un géne reporteur adjacent tel que lacZ [147].
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L’efficacit¢ de la complémentation est déterminée grice a la mesure des activités de f-

galactosidase dans les cellules transformées. Cette méthode permet de détecter les interactions in

vivo. Elle est sensible, rapide, simple a mettre en ceuvre et ne nécessite aucune purification
préalable. Ce systéme permet d’étudier tous les types de protéines participant aux différents
processus cellulaires, y compris les protéines membranaires. Il permet de détecter les interactions
faibles et transitoires. Cette technique permet aussi I’identification de complexes protéiques mais
aussi d’interaction de protéines avec des petites molécules inhibitrices (tel que présenté dans ce
mémoire). Couplée a la mutagenese dirigée, il est possible d’identifier des domaines
d’interaction ainsi que des résidus critiques pour I’interaction a I’étude. Pour notre étude,
I’avantage de cette technique réside donc dans trois points majeurs : [’identification,
I’optimisation et la modification des interactions protéine-protéine ou protéine-inhibiteurs. De
plus, cette méthode peut étre utilisée comme une méthode de criblage a haut débit [133] afin
d’identifier de potentiels inhibiteurs d’une interaction protéine-protéine. L’un des inconvénients
majeurs liés a ’utilisation de ’essai bactérien a deux hybrides est la production de nombreux

faux positifs qui peuvent étre dus a des interactions non spécifiques.
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Figure 7. Principe de D’essai bactérien a deux hybrides [147]. Deux protéines X et Y sont
respectivement fusionnées aux fragments complémentaires (T18 et T25) du domaine catalytique
de I’ AC (adenylate cyclase de B. pertussis). Celles ci sont ensuite co-exprimées dans les cellules
BTH101 cya déficientes. L’interaction est mesurée suite a la complémentation des deux
fragments (T18 et T25) qui entraine une production de cAMP et ensuite de B-galactosidase en
présence de X-gal (5-bromo-4-chloro-indolyl-B-D-galactopyranoside) comme substrat.

II.1.5. Chemical crosslinking

Le principe de chemical crosslinking est basé sur I’introduction d’un lien covalent entre les
acides aminés de deux peptide localisés a proximité. Il permet de «figer» la structure
tridimensionnelle d’un complexe protéine-protéine mais aussi de stabiliser les interactions
existant entre les deux partenaires [149, 150]. L’un des avantages d’une telle technique est sa
capacité a stabiliser des interactions dynamiques entre protéines. Par ailleurs, une fois le
crosslinking effectué, les complexes protéiques peuvent étre soumis a des lavages successifs sans

pour autant les déstabiliser. Cela peut aussi avoir comme effet néfaste de rendre plus difficiles les
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¢tapes de solubilisation de 1’échantillon protéique en présence détergents. Nous avons utilisé
I’approche du crosslinking dans ce mémoire afin d’atteindre deux objectifs:

- Analyse de I’homodimerization de VirB8sp.

- Analyse de la perturbation de complexe VirB8sp-VirB8sp en présence de concentrations

croissantes d’inhibiteurs.

I1.2. Méthodologie expérimentale pour étudier les interactions protéine-ligand in vitro
I1.2.1. La spectroscopie de fluorescence

En luminescence, les molécules fluorescentes (fluorophores) peuvent absorber (lumicre
d’excitation) et émettre de I’énergie lumineuse (lumiére d’emission) lorsqu’elles sont excitées
par certaines longueurs d’onde. En fluorescence, une fois 1’énergie du photon absorbée, le
fluorophore fait la transition d’un état basal (état singulet SO) a un état électroniquement excité
(état singulet S1) (Figure 8). En fluorescence, le retour a 1’état basal peut se faire par 1'émission
d’un photon trés rapidement. La spectroscopie de fluorescence est utilisée trés largement pour
suivre les interactions entre protéines-ligands et acides nucléiques-ligands. Ceci peut-étre
effectué de deux manicres : (i) en prenant en compte la fluorescence intrinséque du tryptophane
des protéines ou (ii) en marquant les fluorophores. Le spectrophotometre a fluorescence fournit

deux types de spectres : spectre a émission et spectre a excitation.



42

......... ———— st Etat excité

/Fluorescence

S0

Energie

Distance interatomique

Figure 8. Principe général de la spectroscopie de fluorescence. Les états excité et basal aussi

sont représentés.
I1.2.1.1 La fluorescence des résidus tryptophanes

La fluorescence d’une protéine repliée correspond a I’ensemble de la fluorescence
de ces acides aminés aromatiques. Le plus souvent, la fluorescence intrinseéque d’une protéine est
due a I’excitation de ces tryptophanes. Le tryptophane posséde un maximum d’absorption a 280
nm  (Figure 9) et un pic d’émission s’¢tendant de 300 a 350 nm selon la polarit¢ de

I’environnement [151].



43

40,000 —

s

20,000

10,000

5,000

LA L LAl 1

s

n
[=]
=]
o

1,000

500

A AL AL LAl

£, Malar absorprivity

A

300

100

50

A A LAl

L

20

10 | | ] | l | — | l | l e 5

2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200
Wavelengrth (A)

Figure 9. Spectres d’absorption de différents acides aminés : tryptophane, tyrosine et

phenylalanine dans de I’eau [152].

Parmi les trois acides aminés fluorescent d’une protéines, le tryptophane est le plus abondant
[153]. La contribution de la phenylalanine, en terme de fluorescence intrinséque de la protéine,
est négligeable due a sa faible absorptivité en complément de son faible ratio photons absorbés/
photons émis par fluorescence. Bien que la tyrosine posséde un ratio photons absorbés/ photons
émis par fluorescence similaire a celui du tryptophane, son groupe indole est responsable de
I’absorption UV a = 280 nm et d’une émission & = 350 nm chez les protéines [154]. De plus,
dans les protéines natives, I’émission de la tyrosine est souvent amoindrie via transfert d’énergie
au tryptophanes[153]. Ceci fait de 1’¢tude de la fluorescence des tryptophanes une méthode
sensible pour mesurer 1’état conformationnel de chaque résidu. En effet, ses propriétés

spectroscopiques, sa haute sensibilité a son environnement en font un objet d’étude attrayant.
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11.2.1.2 Difference spectrum

Quand I’observation d’un spectre indique la présence de -caractéristiques
particuliéres d'interaction entre molécules, il est possible de calculer un difference spectrum. 11
s’agit 1a d’une technique trés sensible qui permet de détecter mais aussi de localiser des
changements locaux dans un spectre [155]. Un difference spectrum est un spectre d’absorption

obtenu en soustrayant le spectre d’absorption d’une substance a une autre.
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III. Article - New insights into small-molecule inhibitors
and protein-protein interactions of VirB8: a critical
conserved component of the type IV secretion system

II1.1. Contribution des auteurs

Ingrid Um Nlend a produit et a purifi¢ les protéines VirB8 et VirB10. Elle a généré I’ensemble
des variants de VirB8 et VirB10 et a effectué 1’ensemble des expériences d’essai a deux hybrides
ainsi que leur optimisation dans le cadre de 1’é¢tude de I’interaction VirB8-inhibiteurs et TraE-
inhibiteurs (données supplémentaires). Elle a aussi effectué¢ les essais de spectroscopie par
fluorescence, dans le cadre de I’interaction VirB8-inhibiteurs, en collaboration avec Jonathan
Smart. Elle a effectué, sous la supervision d’Ana Villamil Giraldo les expériences de phage
display concernant I’interaction VirB8-VirB10. Ingrid Um Nlend a aussi réalisé 1’ensemble des
essais biochimiques subséquents. Pour finir, elle a rédigé I’article avec le Docteur Christian

Baron.

I11.2. Texte de ’article

New insights into small molecule inhibitors and protein-protein interactions of VirB8: a
critical conserved component of the type IV secretion system (T4SS)

Ingrid Um Nlend', Jonathan Smart!, Ana Villamil Giraldo, Jurgen Sygusch'and Christian Baron

1%k

1 Département de biochimie et médecine moléculaire, Université de Montréal C.P. 6128

Succursale Centre-Ville, Montréal, QC H3C 3J7 Canada.

*Corresponding author: Christian Baron, Département de biochimie et médecine moléculaire,

Université de Montréal, C.P. 6128 Succursale Centre-Ville, Montréal, QC H3C 3J7 Canada.
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I11.2.1 Abstract

Secretion systems translocate virulence factors of many bacterial pathogens, enabling
their survival inside the host organism. Consequently, their inhibition strongly attenuates
pathogenicity and can be considered a target for novel antimicrobial drugs. The type IV secretion
system (T4SS) of the intracellular pathogen Brucella suis is a prerequisite for its virulence, and
in this work we targeted the interactions of the essential assembly factor VirB8 using derivates of
the inhibitor B8I-2. We identified several potent and specific inhibitors, and we conducted
several experiments in order to identify the target-binding site of these inhibitors by fluorescence
binding studies, in silico docking and bacterial two hybrid assay. We hypothesized, based on
previous studies [1, 2], that VirB8 interaction inhibitors bind to a surface groove opposite to the
dimerization interface. With this structure-based study, we identified (a) essential residues for the
interaction of VirB8 with VirB10 and (b) several small-molecule inhibitors that possessed potent

inhibitor activities on VirB8 homodimerization and heterodimerization in vivo.

I11.2.2 Highlights

» Identification of a potential binding domain of VirB8 with VirB10 P Assessment of the
VirB8-VirB10 interaction site using VirB8 protein variants to determine key interaction residues
identified by in vivo and in silico methods P Identification of potent inhibitors of VirB8 homo-
and heterodimerization using BTH assay P> Verification of the interaction of VirB8 with inhibitor

(BAR-068) using fluorescence spectroscopy and chemical cross-linking.
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111.2.3 Introduction

The increasing resistance to classical antibiotics necessitates the development of alternative
therapeutic strategies against microbial infectious diseases [2-4]. Genomics-based approaches,
which are aimed at identifying novel targets [2, 5], have potential to yield new therapeutic
approaches; it is nevertheless foreseeable that resistance will eventually develop against drugs
that target vital cell functions. Alternative strategies comprise phage therapy, the stimulation of
the host immune system, and the development of “antivirulence” drugs that specifically target
bacterial virulence functions but not vital cell functions [2, 6]. The rationale underlying the latter
approach is that these molecules will disarm pathogens, permitting their elimination from the
body by the immune system, and that the selection pressure for the development of resistance
mutations will be reduced, as they do not target vital cellular functions. Recent years have seen
significant advances in this area, especially in research targeting T3SS, where promising
molecules were discovered [7, 8]. Interestingly, many of the active molecules belong to the class
of salicylidene acylhydrazides and have broad-spectrum activity against Yersinia, Chlamydia,
Salmonella, and Shigella species [9-11]. These molecules were isolated using cell-based high-
throughput screening (HTS) measuring T3SS system functions in living cells, and their targets
have not been unequivocally identified. In contrast, we have pursued a different approach based
on a well-characterized target with known X-ray structure from the Brucella type IV secretion

T4SS [12].

Here, we pursued an approach inspired by previous X-ray crystallographic studies and
structure-function analyses suggesting that dimerization is important for VirB8 functionality [1,
2, 12, 13]. VirB8 is a bitopic inner membrane protein that undergoes multiple interactions with
other T4SS components via its periplasmic C-terminal domain, and it is an essential assembly
factor [14]. We previously designed a cell-based assay for the isolation of small molecule
inhibitors of VirB8 interactions with the goal of isolating T4SS inhibitors [2]. Screening a small-
molecule library identified several specific inhibitors of VirB8 interactions, and one of these
molecules strongly reduced the intracellular proliferation of Brucella abortus 2308: B8I-2 [2].

Our results show that we have identified specific VirB8 interaction inhibitors that may be
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suitable for development into leads for antivirulence drugs that disarm Brucella. Here, we report
the identification of BAR-068: an inhibitor of VirB8 interactions and site-directed mutagenesis to
change critical amino acids at the binding site of VirB8 and VirB10. BAR-068 binding mode is
not yet known, but our results suggest that it may interact with VirB8 in a transient manner and

inhibit a conformational change that is required for protein function.

111.2.4 Results

I1.2.4.1. Peptide array analysis identifies a domain of VirB8 as a potential
interaction site with VirB10.

mfgrkgspgksvkngggnapsvydealnweaahvrlvekserrawkiaga 50

IDAPANQRLLQK
fgtitvllgigiagmlplkghvpylvrvnagtgapdiltsldeksvsydt 100

GMMPVAL
vmdkywlsgyviaretydwytlgkdyetvgmlsspseggsyasgfggdka 150
PPLSAPN
LSSPTSN

NRGQLST

ldakavasiVllliivli gkjjigtvrfakttkrtnetgdgetthwia 200
KVWPPLT
NLRTDfLLfIr
DSLTLVR
xvwMiiivrfeve

tigygyvnpslmsesarltnplgfnvtsyrvdpemgvvqg 250

WMADTSPSLAST

Figure 1. Identification of VirB10 binding peptides by phage display. Purified VirB10 protein
was subjected to three rounds of panning using the phage display library and the isolated
peptides were aligned with VirB8 protein sequence using pepitope server [15]. The primary
sequence of VirB8 displayed is aligned with VirB10 affinity-selected peptides from libraries
Ph.D.-12 and Ph.D.-C7C (NEB) aligned above and below respectively (identified peptides can
be found in supplementary data Table S1). Identical residues in the protein and peptide sequences
are highlighted in red, and conserved residues are highlighted in yellow.
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We have previously reported that VirB8 interacts with itself and with VirB10 [16]. To
identify VirB8 interaction sites with VirB10, we used a phage display approach previously
presented by our group [17]. The purified periplasmic domain of VirB8 from B. suis (VirB8sp)
was incubated with libraries of M13 phages that displayed random 12-mer peptides on the
surface of the pllI protein (Ph.D.-12), and 7- mer constrained peptides (Ph.D.-C7C), respectively,
and binding phages were enriched by three rounds of panning. VirB8 from B. suis was used as
bait with these two combinatorial libraries to isolate peptides that bind VirB8. Single-stranded
phage DNA was isolated, followed by PCR amplification, and sequenced to identify the surface-
exposed peptides. We identified several unique peptides from both libraries, and these were
aligned with the VirB8 protein sequence using the pepitope server (http://pepitope.tau.ac.) [15].
This analysis revealed potential interacting peptides of VirB8 with VirB10. Alignment of unique
peptides with VirB8 resulted in 10 peptides that had similarities (Figure 1). Interestingly, a
cluster of peptides that were similar to VirB8 (amino acids 157-170) were localized on a surface
exposed domain of VirB8 (on the P sheets). To substantiate the significance of these results, we
also conducted mutational studies and several rounds of in silico docking analysis in order to

verify the binding of VirB10 by the domain of VirB8sp identified through phage display analysis.

111.2.4.2. Characterization of VirB& heterodimerization with VirB10.

To complement the phage display analysis with a more biologically relevant assay, we
applied the BTH assay system that is based on the reconstitution of the enzymatic activity of
Adenylate Cyclase (AC) by interacting proteins fused to its two domains. Full lengths versions
and variants of VirB8 (VirB8gL and variants of VirB8 respectively) and VirB10 (VirB10rL) were
expressed in E. coli as fusions to the cytoplasmic T18 and T25 domains of AC and the
interaction VirB8rL-VirB10rL was shown to restore cAMP production and ultimately B-

galactosidase activity as readout [18, 19] (Figure 3).

Alanine-scanning mutagenesis, a method of systematic alanine substitution, has been

particularly useful for the identification of interaction sites. VirB8 variants were generated by


http://pepitope.tau.ac.il/overview.html
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using alanine scanning mutagenesis of the gene (Figure 2). To further investigate the interaction
between B. suis VirB8rL and VirB10rL, we completed alanine scanning mutagenesis on the
potential interacting regions of VirB8gL previously identified by phage display (Figure 1). The
ability of these VirB8sp and the 13 tested variants to interact with VirB10rL was detected by
restoration of B-galactosidase activity (Figure 3). We first tested as a positive control known
interactions with full-length VirB8 and VirB10 fusions (pKT25-VirB10 and pUT18C—VirB8)
(Figure 3).

2BHM 2BHM

Figure 2. Localization of amino acids changed in this study shown on the B. suis VirB8sp x-
ray structure. Cartoon representation showing a model of the VirB8sp structure in two different
orientations. P-sheet solvent-exposed residues which induced a reduction of VirB8 dimer
formation after mutagenesis are represented in fushia (R160, S162, T164 and 1165) and red stick
for T201[13]. The model was generated using MACPYMOL (http://pymol.org/) and was
retrieved from www.rcsb.org (PDB Code : 2BHM).


http://pymol.org/
http://pymol.org/
http://www.rcsb.org
http://www.rcsb.org
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As we have previously shown, VirB8 interacts with VirB10 via its specific residues
positioned on the solvant exposed B-sheet [13]. Accordingly, we observed a reduction of the
formation of this complex only in case of changes in the B-sheet region at T201A (as previously
shown [13]), R160A, S162A, T164A and [165A suggesting that those residues are important for
the heterodimerization of VirB8 with VirB10. These results were consistent with the phage
display results which highlighted an interaction in this particular region (Figure 2). This suggests
that R160, S162, T164 and 1165 that are exposed on the B-sheet face of VirB8 are involved in
interaction with VirB10 as their change to Alanine leads to a decrease in the association of VirB8

with VirB10.

3750

2500

Average Miller Units (MU)

1250

Figure 3. BTH p-galactosidase activity assay reveals critical residues in the interaction of
VirB8 and VirB10. In all cases, BTH negative control strains contained empty pKT25 and
pUT18C-VirB8 vectors and positive control strains contained the pKT25-VirB10rL and pUT18C-
VirB8rL fusions (both highlighted in yellow). VirB8 variants that showed a decrease in
interactions with VirB10 are highlighted in red (T201) and in fuschia (R160, S162, T164 and
1165). The other interactions tested between VirB8 variants and VirB10 are highlighted in light
green. Error bars represent the standard deviation of 8 independent measurements.
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111.2.4.3. In silico study of VirB8 heterodimerization with VirB10.

To complement the VirB8 dimerization analysis using phage display and mutagenesis, we
conducted several rounds of in silico docking analysis on the heterodimerization of VirB8 with
VirB10 in order to identify the residues involved in their interaction (Figure 4). These analyses
were carried out by means of the rigid-body docking algorithm of HADDOCK 2.2 [20, 21]. As
the structure of VirB1OgL is not known, we generated a model of this structure using
MODELLER 9.14 [22] based on the elucidated X-ray structure of the C-terminal portion of its
homologs in pPKM101: TraFcr [23, 24]. The latter was extracted, using Pymol, from the crystal
structure of a 0.6 MDa outer membrane complex consisting of 14 copies of VirB7/TraN, VirB9/
TraO and VirB10/TraF encoded in the plasmid pKM101 [25, 26]. The extracted portion consisted
of 226 amino acids, all located in the C-terminal part of the complex (residues 160 to 386) (PDB
code: 3JQO). After modelling, the predicted structure of VirB10rL was consistent with that of its
homologs TraFcr and ComB10 [12] (PDB code: 2BHV) (See Figure S1). However, due to its
proline rich region located in the N-terminal portion of VirB10rL, we could not rely on the
modelling of this domain as it was highly unstructured and thus could not be predicted with
precision (See figure S1). We focused only on the secondary structural elements that showed

consistency with previously obtained structures: the C-terminus and a portion of the N-terminus.

Based on the available X-ray structure of VirB8 from B. suis (PDB code : 2BHM) and the
predicted model of VirB10gL, we calculated an in silico model of the complex VirB8-VirB10 and
the lowest-energy HADDOCK cluster obtained included 45 conformers with backbone RMSD
of 1.2 £ 0.9 A (See Table S2 in supplemental data). From this cluster, ten structural models
showed a well defined complex between VirB8 and VirB10. The model also shows some
interface residues (including R160, S162, T164 and 1165; see Figure 4) that are predicted to be
involved in making multiple contacts with VirB10rL in a manner fully consistent with our phage

display and our alanine-scanning mutagenesis results (Figure 4).
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Figure 4. A cartoon representation of the VirB8-VirB10 complex with residues at the
interface predicted to participate in the dimer interaction. The residues represented in sticks
and highlighted in fuchsia correspond to residues elucidated as being part of interacting domain
using phage-display analysis (R160, S162, T164 and 1165). T201 is represented in sticks and
highlighted in red. In dark green, we represent VirB8 and in fluorescent green, we represent the
model of VirB10rL obtained using his homolog in pKM101: TraF. The model was generated
using MACPYMOL (http://pymol.org/) and the structure of VirB8 was retrieved from
www.rcsb.org (PDB Code: 2BHM).
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111.2.4.4. Characterization of VirB& inhibitors

VirB8 interaction inhibitors were originally identified in studies that used the BTH assay
as a high-throughput screening tool [1, 2]. This assay relies on a reporter system that is based on
the restoration of interactions between two domains (T18 and T25) of adenylate cyclase (AC)
that are independently fused to the N-terminal domain of VirB8gL (cytoplasmic), such that the C-
terminal (periplasmic) domain of VirB8rL is localized in the periplasm of E. coli, simulating the
natural environment of VirB8 in vivo [27]. Among the 20 initial inhibitors of VirB8-VirB§
interactions, eight of which were found to inhibit both VirB8-VirB8 and VirB8-VirB10
interactions [2]. We focused on B8I-2 as it was one of the four most active molecules which had
a low ECso values (effective concentration of 50% inhibition in an in vivo system) and it
inhibited both VirB8-VirB8 and VirB8-VirB10 interactions in the BTH assay [1, 2]. Also, B8I-2
was the only molecule that inhibited B. suis replication in mammalian cells.

Molecular recognition in biological systems relies on the existence of specific
interactions between partner molecules. Structure-based drug design seeks to identify and
optimize such interactions between ligands and their targets, typically proteins, based on their
three-dimensional structures. This optimization process requires knowledge about interaction
geometries and approximate affinity contributions of attractive interactions that can be deduced
from crystal structures and associated affinity data. On the basis of structural analyses, our
collaborators from Dr. Pierre Lavallée’s laboratory synthesized small-molecule inhibitors derived
from the scaffold of B8I-2 in order to improve pharmacokinetic properties and solubility. We
further synthesized 7 new compounds derived from B8I-2 in order to probe the requirements for
chemical functionality opposing the central N-N hydrazide bond on both the left-hand side
(LHS) 2-hydroxybenzamide moiety of the salicylidene ring, and the right-hand side (RHS) furyl
and 2-nitrophenyl moieties of the B8I-2 basic structure (Figure 5). We tested the molecules using
the BTH assay and we observed that subtle changes to the LHS and RHS portions of B8I-2
scaffold led to molecules that retained activity (Table 1). The small changes consisted in adding
an atom from the halogen family in position ortho-, meta- and para- from the hydroxyl group on

the LHS and/or swapping of -NO: to a -Cl atom (Figure 5). As the LHS similarly appears to
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tolerate only modest changes [1], we only proceeded to the addition of atoms belonging to the
halogen family (-Cl, -I and -F) in position para or meta of the -OH group (Figure 5). We used
these halogen atoms as they operate as strong electron-withdrawing substituents relative to
hydrogen and may have effects on the reactivities of para- and meta-substituted

hydroxybenzamide moiety.

Figure 5. Framework of chemical synthesis applied on the scaffold of inhibitor B8I-2. (A)
The left-hand side (LHS) of the structure is highlighted in light blue, with X representing Fluor (-
F) and Chlorine (-CI) atoms and Y representing Hydrogen atom (-H) and hydroxyle (-OH). (B)
Highlighted in red is the molecular spacer and (C) in purple is represented the right-hand side
(RHS) which contains a 2-nitrophenyl group.

Based on previous work conducted by our research group [1], we now know that VirB8
interaction inhibitors bind to a surface groove of the protein located on the opposite side of the
predicted dimerization site [28]. Consequently, we hypothesized that B8I-2 derivates would also
interact with VirB8 monomer following the same binding mode. We conducted several rounds of
experiments using the BTH assay in order to evaluate the effect of 7 B8I-2 derivates (BAR-068,
BAR-069, BAR-070, BAR-071, BAR-072, BAR-073 and BAR-074; see Table 1 and
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supplemental data) on VirB8 homodimerization and heterodimerization with VirB10. As the
B8I-2 derivates are specifically targeting VirB8, we also evaluated their effects on VirB10
homodimerization as a negative control. First, we observed that one of BSI-2 derivates
(BAR-068, Figure 6A) strongly decreased the homodimerization of VirB8 (ECso = 2.2 nM;
Figure 6B and Table 1) and its heterodimerization with VirB10 (ECso = 2.8 uM, Figure 6C and
Table 1). Additionally, we also confirmed that BAR-068 had no effect on VirBI10
homodimerization which confirmed its specificity in targeting VirB8 (figure 6D). The shape of
the curve in Figure 6C suggests a single binding site for BAR-068 when interacting with the
heterodimer of VirB8. This is due to the change of the readout of the -galactosidase activity,
which cover two log units change in concentration. Surprisingly this is not coherent with the
steepness of the curve obtained when looking at the interaction of BAR-068 in presence of the
homodimer of ViB8 (Figure 6B). Indeed, the steepness of the latter curve suggests a binding that
does not follow the law of mass action with a single site, as the change of the readout of the -
galactosidase activity covers approximately 4 log units in concentration. However, the steepness
of the fitted curves in both cases (Figures 6B and 6C) implies cooperative binding. Of interest,
five of the molecules derived from BS8I-2 scaffold (BAR-068, BAR-070, BAR-071, BAR-073
and BAR-074) inhibited both VirB8-VirB8, VirB8-VirB10 interactions and had no effect on
VirB0-VirB10 interactions in the BTH assay (see Table 1 and figures S3; S7; S§; S13 and S15).
These results clearly suggest that the interaction of these derivates with VirB8 causes
conformational changes that affect interactions of VirB8 with itself and with other VirB partners

including VirB10.
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Figure 6. Dose response and determination of the effect of BAR-068 on VirB8 interactions.
(A) Structure of BAR-068 with X= -Cl in position para of the -OH group highlighted in red. (B),
(C) et (D) E. coli strain BTH101 expressing fusions of VirB8gL to the T18 and T25 domains of
adenylate cyclase was cultivated in 96-well microtiter plates in TGYEP medium, and the B-
galactosidase activities reflecting the protein-protein interaction were determined in the presence
of inhibitor BAR-068 at concentrations from 2 uM to 2 mM. The ECso values are indicated for
each inhibitors.. The average from 24 replicates for each concentration of considered inhibitor is
given and the standard deviation is shown (See also Figures S3, S5, S7, S9, S11, S13 and S15 in

supplementary data).
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Inhibition of interaction :

Compound VirB8-  ECs(uM) for VirB8-VirB10 ECso (uM)for Vir? 10
name VirB8 VirB8-VirB8 VirB8-VirB10 VirB10
B8I-1 + 4,70 + NA -
B8I-2 + 2,3 - NA -
B8I-3 + 1,4 - NA -

B8I-16 + no effect + NA -

BAR-0682 + 2,2x10e-3 + 2,8 -

BAR-0692 - no effect - no effect -

BAR-070* + 0,016 + 0,12 -

BAR-0712 + 0,49 + 0,13 -

BAR-0722 - no effect - no effect -

BAR-0732 + 0,23 + 1,6x10e-2 -

BAR-0742 + 0,46 + 0,5 -

Table 1. Compounds used in this study and their impact on VirB8-VirB8 and VirB8-VirB10
interactions in vivo. The ECso values of the inhibitor obtained after testing on VirB8 homo- and
heterodimerization are also reported. Inhibitors who were revealed to be inactive in presence of
VirB8-interactions lack ECso values in pM. Previously tested compounds were used as positive
control (B8I-1; B8I-2; B8I-3 and B8I-16) on VirB8 homodimerization; (a) Names of all
synthesized derivates from BS8I-2 scaffold; NA = not available.

I11.2.4.5. Characterization of inhibitor binding to VirB8s, using fluorescence

spectroscopy

Fluorescence-based techniques provide diverse ways of probing the chemical
environments and intermolecular interactions and they were extensively applied to understand
receptor-mediated signaling. Changes in intrinsic tryptophan fluorescence of periplasmic binding

proteins have been widely exploited as a useful reporter of ligand-induced conformational
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changes [29]. VirB8s, contains three tryptophan residues (W106, W119 and W198) located in the
vicinity of the previously defined binding pocket [1] (Figure 7), which could undergo
conformational changes upon binding of a particular ligand. As B8I-2 and BS8I-1 possess a
similar binding mode [1], we hypothesized that B8I-2 derivates would also follow the same
mode of interaction with VirB8. This interaction could cause a disruption in the tryptophan
located near the binding, and as a consequence, help us in the characterization of the binding

mode of the considered inhibitors.

TRP-11°

Figure 7. Identification of tryptophan residues located around the inhibitor binding site of
VirB8sp. A cartoon representation of the monomer of VirB8s, is shown in dark green and in red
sticks are represented the tryptophan residues (W106, W119 and W198) located at the vicinity of
the binding site. In yellow sticks are represented residues K182-E115-Y229 that are directly
interacting with B8I-1 in the surface groove [1]. The model was generated using MACPYMOL
(http://pymol.org/) and the structure of VirB8sp was retrieved from www.rcsb.org (PDB Code :
4AKY).

To address this possibility, we used a fluorescence spectroscopy assay to detect and characterize
conformational changes in VirB8s, induced by the binding of a specific inhibitor. Excitation at
280 nm resulted in an emission maximum at 340 nm for VirB8;, (data not shown). Upon addition

of each inhibitor at different concentrations (from 2 uM to 2 mM) to VirB8s, (180 uM), we
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observed a decrease of the fluorescence emission peak at 340 nm (See Table 2). Indeed, in most
cases, we observed a quenching of =45 % when adding a final concentration of 2 mM of
inhibitor (see supplementary figures S2, S4, S6, S8, S10, S12, S14 and S16), suggesting that all

these molecules bind to VirB8sp with relatively similar affinity.

Co:;l::: d ICso (uM) for VirB8sp-inhibitor
B8I-2 12,98

BAR-0682 14,53

BAR-0692 13,96

BAR-070? 6,94

BAR-0712 5,56

BAR-0722 17,50

BAR-0732 78

BAR-0742 9,9

Table 2. Titration of B8I-2 derivates against VirB8sp monomer in vitro. The ICso values
obtained direct titrations of derivates of B8I-2 against VirB8s, in Tris, NaCl buffer at pH=8 are
presented. All ICso values are in pM. B8I-2 was used as a positive control; (a) Names of all
synthesized derivates from B8I-2 scaffold; All curves associated with the above are presented in
supplementary data (Figures S4, S6, S8, S10, S12, S14 and S16).
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I111.2.4.6. Conformational changes upon binding of BAR-068 to VirB8

The possibility of conformational alterations of the protein upon formation of complexes
with VirB8s, and BAR-068 was investigated using UV/Visible difference spectroscopy. Unlike
most analytical methods, which are separative and thus allow for quantification of isolated
protein, spectra are a convolution of all of the components of a sample. Changes in the sample
spectrum are determined relative to a spectrum of a reference state: we used the spectra of
VirB8sp alone and of BAR-068 as references. As demonstrated several times in the literature,
UV/visible difference spectroscopy can assess structural changes to the protein in the solid state
[30, 31]. After 30 minutes of incubation, the protein-minus-inhibitor difference spectrum showed
maxima at 280 nm, 340 nm, 400 nm, and a broad shoulder at 500 nm. After adding a
concentration of 10 uM of BAR-068, the absorbance at 280 nm (Axs0) decreased until reaching a
stable baseline with no further change observed for up to at least 30 min (Figure 8). When
reaching a concentration of 50 uM, the Azg0 decreased to =15% of the original intensity with
apparition of maxima at 340 and 400 nm until reaching a baseline (Figure 8). Since the
maximum at 280 nm is typical of proteins, the decrease in the absorption at this wavelength can
indicate several phenomena such as: conformational changes in the protein (a) due to the
formation of a complex upon binding of the inhibitor or (b) due the environmental changes
caused by the addition of BAR-068 (10% DMSO final percentage in cuvette). As a control, we
also added 10% DMSO in presence of VirB8sp which showed that the presence of the DMSO
did not affect the overall environment of the protein. In addition to the decrease in Azgo of the
protein, we observe an increase of the value of the absorbance at longer wavelength depending
on the concentration of BAR-068 added, suggesting that the complex VirB8s,-BAR-068 is
concentration dependant. Changes in the UV absorbance are evident. The difference spectrum
highlights the changes at 280, 340 and 400 nm (Figure 8). The latter indicates perturbations of
several chromophores upon formation of the complex when considering a broad range

wavelength scan (200 nm to 800 nm).
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Figure 8. Absorption spectra of VirB8s, before and after exposure to increasing
concentration of inhibitors. The difference spectrum of VirB8;s, (3.2 mg/ml) in presence of
BAR-068 was recorded under aerobic conditions at 26°C and after mixing the cuvette contents
for 30 min. This difference spectrum is the end result after substraction of the spectrum of
BAR-068 and the VirB8sp spectrum alone.
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111.2.4.7. Cross-linking analysis of VirB8-BAR-068 interaction

As an alternative method to evaluate binding of VirB8s, (at concentration of 180 uM) to
BAR-068, we applied the cross-linking agent disuccinimidyl suberate (DSS) to the mixture of
VirB8sp-BAR-068, followed by SDS-PAGE analysis. As previously shown [13], application of
different concentrations of DSS (25 uM to 1 mM) to VirB8s, led to the formation of higher
molecular mass complexes, indicating the formation of homomultimers. As a positive control,
we reproduced the aforementioned experiment and we were able to obtain similar results [13]
(data not shown). Once the optimal concentration of DSS was chosen (50 uM), we conducted the
same experiment with increasing concentration of inhibitor from 50 pM to 50 mM (Figure 9A)
and we observed slight changes of the cross-linking patterns. Novel complexes appeared when
VirB8s, was cross-linked in the presence of BAR-068. However, the SDS-PAGE analysis did not
provide conclusive results that could help us evaluate clearly if BAR-068 was able to inhibit the
DSS-induced homomultimer formed by VirB8s, at dimeric concentrations. Next, we quantified
each signal obtained on the SDS-PAGE in order to evaluate the efficiency of inhibition of
BAR-068 (Figure 9B). This analysis suggests that in presence of DSS and of higher
concentrations of inhibitor (i.e. 50 mM), the complex was reduced by approximately 40% as

compared to VirB8sp in presence of DSS alone.
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Figure 9. Cross-linking experiments show effects of BAR-068 on dimerization of VirB8;s),.
Analyses were performed by SDS-PAGE. (A) Mixtures of VirB8sp, (180 uM) were incubated
with DSS (50 uM) and with increasing concentrations of the inhibitor BAR-068 (50 uM to 50
mM) prior to SDS-PAGE. Arrows indicate monomeric proteins and cross-linking products.
Molecular masses of reference proteins are shown on the right (in kDa). (B) Quantification of
signals obtained after cross-linking of VirB8s, in presence of BAR-068 using BioRad software to
check density of each band presented.
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111.2.5. Discussion

Here, we present the results of a structure-inspired structure-activity-relationship (SAR)
approach aimed at identifying a potential hotspot of interaction between VirB8 and VirB10, and
also T4SS inhibitors targeting the dimerization of one of its key dynamic components: VirBS.

The latter was conducted in two steps:

(a) First, we identified amino acids which are required for VirB8 heterodimerization with
VirB10. As a consequence, they may be important for virulence. In this study, the exploration of
the VirB8 interaction with VirB10 was taken a step further by analysing the ability of VirB8
variants to interact with VirB10. The periplasmic domain of VirB8 from B. suis was previously
crystallized and consists of B-sheets and five a-helices [12]. The dimer interface comprises a-
helix number 1 with amino acids M102 and Y105 [1]. We found, using the BTH assay and phage
display analysis, that the VirB8-VirB10 interaction interface is located on the exposed B-sheet
surface and changes in R160, S162, T164 and 165 reduced their association. Therefore, the
dimerization interface comprising R160, S162, T164, 1165 and T201 interface is involved in

interaction with VirB10.

(b) Despite the intriguing role of VirB8 in the T4SSs, we are the only research group who has
tried to find inhibitors against its dimerization and who has tried to validate their effects in vivo.
Despite our interest, the lack of potent, specific and soluble inhibitors has clearly hindered the

exploitation of VirB8§ as drug targets.

Based on a structurally well-characterized target [1, 2, 12], we conducted several inhibition
studies in order to identify compounds that interfere with interactions which are required for
T4SS function. This approach may facilitate future development of more potent small-molecules
through iterations of chemical synthesis, followed by functional assays and structural analysis of
VirB8-inhibitor complexes. The SAR approach advanced in this work, analyzed the effect of
seven potential inhibitors. They are derivates from the B8I-2 scaffold, on VirB8 homo- and
heterodimerization and were tested also on VirB10 homodimerization as negative control.

Previously, B8I-2 was selected as a lead compound, because of its potential ability to penetrate
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the cells due to its significant impact on the intracellular growth of B. abortus 2308 in
macrophages [2]. We successfully reproduced previously obtained results that showed the effect
of B8I-1 and B8I-2 on the dimerization of VirB8 with itself and with VirB10 [1, 2]. Based on
B8I-2 scaffold, we designed seven derivates in order to obtain better potency and solubility. We
identified 5 inhibitors acting as specific inhibitors of VirB8 interactions. Based on our results, a
notable exception was molecule BAR-068, which inhibited VirB8 interactions in the BTH assay
with promising values of ECso (2.2 nM). This contributes a remarkable 1000-fold increase in
capacity against VirB8 in the BTH assay compared to B8I-2 in vivo (2.35 uM) [1, 2] (Table 1).
This has been achieved by the interchange of a hydrogen by a chlorine atom, which apparently
offered better binding affinities. Aside from BAR-068, we also characterized other four other
small-molecule inhibitors with interesting inhibition potency in vivo, but lesser effect than
BAR-068 against VirB8 homodimerization. The most notable changes in activity were observed
when we added an atom from the halogen family to the para position on the LHS, which led to
an increase of activity in comparison to B8I-2 (Table 1; Figure 6; Figure S3, S7, S9, S13 and
S15). This could suggest that at this position, the halogen atoms increase electron withdrawing
from the LHS —OH and as a consequence may increase the strength of binding. In contrast, an
atom from the halogen family positioned on the meta position on the LHS of the derivate
resulted in inactive molecules (see molecule BAR-069; Figure S5). This suggests that an optimal
N-N hydrazide distance, in conjunction with a para-substituted halogen hydroxybenzamide
moiety and an optimal orientation of the nitro group may be required for activity in vivo. In
addition, replacement of a iodine (BAR-070) by a fluorine (BAR-071) also showed better results
in terms of inhibition of VirB8 homodimerization. This seems surprising as the electronegativity
(EN) of each of these atoms follow this ranking : EN fiuor > EN chioride > EN 1odine, Wwhich normally
would infer that BAR-071 would have a greater electron-withdrawing power from the LHS —OH
group than BAR-068. However, this is only confirmed when looking at the inhibition potency of
BAR-068 compared to that of BAR-070. Even though these results seems counterintuitive, we
can hypothesize that the replacement of a hydrogen bond (B8I-2) by an atom belonging to the
halogen group led to better results in terms of inhibition of VirB8 interactions in vivo. Although

halogen bonds are known as weak bonds, we can conclude that they still enable specific
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interactions that can lead to clear gains in terms of binding affinity in vivo. In parallel, the
substitution on the RHS of the -NO group by a -Cl yielded two molecules with activity similar
to that of B8I-2 in the BTH assay. However, when we compare -NO; molecules with a -NO> and
with a -ClI at the same position in the RHS, we observe that in vivo activities are in the same
range in terms of ECso. This suggests that the substitution of a -NO> by a -Cl does not change the

activity of the inhibitor in the BTH assay.

We also conducted fluorescence spectroscopy experiments in order to determine in vitro ligand
interactions with VirB8s, (see Table 2 and Annexe). All of our in vitro experiments were realized
on a truncated VirB8 (VirB8s,) with concentrations corresponding to the dimer version of VirB8
and in a controlled environment. We observe that the high-affinity compounds are more efficient
in vivo compared to their lower affinity binding in vitro. This discrepancy could be due to the
fact that the BTH assay is conducted with the full-length version of VirB8 and in a cell
compartment containing many other factors that could affect VirB8 interactions. Alternatively, in
vivo, the effective inhibitor BAR-068 may be able to bind other targets in addition to the
inhibition of VirB8gL.

Because of the magnitude of the fluorescence quench observed when adding BSI-2
derivates to VirB8s, (data not shown), we proceeded to the titration of its fluorescence signal in
presence of each small-molecule (see Table 2 and Annexe). The titration of VirB8s, in the
presence of BAR-068 revealed a moderate binding with a Kp = 9.68 uM and an approximate 1:1
stoichiometry (Table 2 and Figure S4). From our results, we conclude that all of B8I-2 derivates
(including B8I-2) are binding according to a model which satisfies the 1:1 binding model. We
then proceeded by using crosslinking and difference spectrum techniques in order to evaluate the
conformational changes induced by BAR-068 upon binding to VirB8sp Figures 8 and 9). We
only presented a range of concentrations for BAR-068 from 50 uM and 50 mM and not under,
because at lower concentrations we could not see any noticeable changes. Even though we were
able to show that the addition of increasing concentrations of BAR-068 induced conformational

changes, we were not able to prove that BAR-068 was able to inhibit or even destabilize the
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homomultimer formed by VirB8 using crosslinking. Consequently, in vitro, BAR-068 seems to
be able to inhibit the dimerization of VirB8s at higher concentration. However, the
concentrations used here are high and may be toxic in vivo for the cell. This could lead to the
conclusion that the binding between BAR-068 and VirB8s, may occur but in a transient manner
as it requires higher concentration of inhibitor to see an effect. Therefore, as our in vitro
experiments did not clearly outline generally improved inhibitory properties for the derivates of
B8I-2, we need to further investigate their effects on VirB8sp dimer with other biochemical

studies.

The molecule BAR-068 is the most promising inhibitor resulting from these studies, and several
features underline this conclusion. First, the BAR-068 structure derives from B8I-2, which is a
salicylidene acylhydrazide and is structurally similar to a class of molecules that have broad-
spectrum activity against T3SS [8]. Salicylidene acylhydrazides are a class of small-molecules
that can inhibit the T3SS even if it does not contain VirB8 homologs that could serve as target.
However, the T3SS target could have structural similarities to VirB8, and it would therefore be
interesting to test the effect of BAR-068 on the T3SS. Second, BAR-068 was identified based on
its specific activity against one common target in the T4SSs: VirB8. It is very unlikely that it
inhibits different alternative targets, but it is plausible that the interaction with VirB8 inhibits the
dimer formation (VirB8-VirB8 and VirB8-VirB10), and as a consequence, other T4SS
components do not assemble properly and are destabilized. We focused the study presented in
this work on BAR-068 since it obtained the best results in terms of in vivo inhibition efficiency.
As previously shown, we know that the BTH assay also monitors the homodimerization of VirB8
and VirB10 and the formation of VirB8-VirB10 heterodimers so they served as controls for
inhibitor specificity during the course of the study (Table 2). Although the BTH assay provides a
useful tool for in vivo screening and quantitative analysis of inhibitor potency, the results reflect
the sum of different processes, including inhibitor diffusion across the outer membrane and
stability inside the cell. Consequently, the efficacy of an inhibitor, its effective direct binding to

the targeted protein and its respective target concentration within the cell are not well defined,
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which in turn limits the quantitative analyses of inhibitor binding that are required for a SAR

analysis.

In summary, the work described here may lead to the development of other inhibitors based on

BAR-068 framework and thereby advance the understanding of inhibition of T4SS in B. suis.

In conclusion, using a SAR approach in a cell-based assay, we have isolated more potent
inhibitors that may serve as potential leads for the development of antivirulence drugs. The
development of more effective biochemical assays to measure target interaction and structural
studies are the next steps required on the path to drug development. Given the abundance of
structural information on secretion systems, similar approaches to identify inhibitors of type III
or other secretion systems should discover molecules that are suitable for drug development in
future. In addition to their potential as drugs, secretion system inhibitors could prove to be
valuable tools for investigating the mechanisms of secretion systems or the time course of T4SS

activity during infection [5].

I11.2.6. Experimental procedures
Bacterial growth conditions

Escherichia coli strain JM109 was used as the host for cloning, and strain BTH101 was

used for bacterial two-hybrid (BTH) assays in LB or phosphate-buffered tryptone-glucose-yeast
extract-phosphate (TGYEP) medium, as indicated [2, 27].

Plasmid, Strain Constructions, and Mutagenesis.

Plasmids for bacterial two-hybrid assays were constructed using standard procedures, and
assays were conducted as described previously [16] DNA manipulations followed standard

procedures [33]. Site-directed mutagenesis and Alanine scanning were performed using
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pUT18CVirB8 and pKT25VirB8 as a templates for inverse polymerase chain reaction (PCR)
(See Table S2 in supplementary data) [34]. Here, the use of overlapping sequences of PCR
primers along with Dpnl treatment of the PCR product at 37 °C for 1 h allowed direct cloning in

E. coli without the need for ligation.

Sodium Dodecyl Sulfate—Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS—PAGE) and
Western Blotting.

Cells and protein samples were incubated in Laemmli sample buffer (SB) for 5 min at
100 °C, followed by SDS—PAGE [35-37]. Western blotting was performed following standard

protocols with VirB protein-specific antisera[13].

Growth of cultures and reporter enzyme assay

The quantification of the functional complementation mediated by interaction between
two proteins was obtained by measuring -galactosidase activities in liquid cultures. Cultures of
the cya-deficient strain BTH101 [19] containing the appropriate vectors were cultivated by
shaking (200 rpm) at 25°C during 16 hours in 3 ml TGYEP medium supplemented with the
appropriate amount of antibiotics (100 pg/ml ampicillin and 50 pg/ml kanamycin) and 1 mM
isopropyl-p-d-thiogalactopyranoside to induce expression of the T18 and T25 fusion proteins.
The B-galactosidase activities were measured from 20 pl culture incubated with 80 ul Z buffer
(0.06 M Na;HPO4:7H>0, 0.04 M NaH2PO4-H-0, 0.01 M KCl, 0.001 M MgSO4) containing 8
mg/ml 2-nitrophenyl-B-D-galactopyranoside, 0.01% SDS, and 50 mM B-mercaptoethanol
(modified from reference [19]). The reaction mixtures were incubated for 0.5 h at room
temperature, and the reactions were stopped with 100 pl 1 M NaxCOs. The end products were
measured at 420 nm and 550 nm with an Envision plate Reader (Molecular Devices) plate reader.
Specific activity was calculated as follows: Miller units = [OD420 — (1.75 X ODss0)]/[¢ X ODsgoo *
(volume in ml)] % 1,000, where ODsoo is the optical density at 600 nm after 12 h of incubation

and ¢ is the time needed for color formation.
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Bacterial two hybrid assay in presence of inhibitor

Plasmids pUT18CBS8 and pKT25B8 (positive control) and pUTC18VirB8 and pKT25
empty (negative control) were freshly transformed into strain BTH101 and used to inoculate the
overnight cultures for screening in TGYEP medium (100 pg/ml ampicillin and 50 pg/ml
kanamycin). The 96-well plates were pre-filled in the wells of columns 3 to 12 with 3 pl of 1
mM the different compound solutions to be tested dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) (15
uM final concentration); the wells of columns 1 and 2 were filled with 3 pl of pure DMSO and
were used for the negative and positive controls without compounds. TGYEP medium
supplemented with 1 mM isopropyl-B-d-thiogalactopyranoside (IPTG) and antibiotics as
described above was inoculated with the appropriate overnight cultures to an ODsoo of 0.05 and
immediately added in a volume of 0.2 ml to the predetermined wells of 96-well plates with the
compounds to give a 15 uM final concentration or with 3 pl of DMSO for positive and negative
controls. OD readings of the 96-well plates at 420, 550, and 600 nm were subsequently collected
in the Envision plate reader (Molecular Devices). The plates were incubated standing at 37°C for
12 h, and 20 pl of the cultures was subsequently transferred to a new empty 96-well plates,

followed by determination of the B-galactosidase activity, as described above, in duplicate.

The data analysis was performed in Microsoft Excel and GraphPad Prism software. The wells
containing the positive and negative controls were used to determine the relative activities per

plate and to calculate the activity values for each well containing the compounds.

BTH assay, Dose response Determination of ECso Values

ECso determinations were performed as above with strain BTH101 freshly transformed with
pUT18CB8 and pKT25B8 (or pUT18CVirB8 and pKT25VirB10 and also pUT18CVirB10 and
pKT25VirB10 depending on the assay conducted), and the compounds were added at
concentrations of 2 nM to 2 mM. Data analysis was conducted with the use of GraphPad Prism.

Specific activity was calculated as follows: Miller units = [OD420 — (1.75 X ODss0)]/[¢ X ODsgoo *
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(volume in ml)] x 1,000, where ODsoo is the optical density at 600 nm after 12 hours of

incubation and ¢ is the time needed for colour formation.

Chemical cross-linking

5 ul each of 10 pmol/ul stock solutions of purified VirB8sp in phosphate buffer were
mixed for 5 min at 22°C, 90 ul of CLB (50 mM MES-KOH, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH
6.5) were added, and the mixture was incubated for 30 min at RT. The cross-linking agent
disuccinimidyl suberate (DSS) (10 mM stock in DMSO) was added in different concentrations
(25 uM and 1 mM), and the samples were incubated for 1 h at 22 °C, followed by the addition of

1 volume of Laemmli sample buffer and analysis by SDS-PAGE as previously shown [13, 32].

Docking Simulation experiments

Haddock software [38] was used to add polar hydrogen to the VirB8sp subunit A
structure of PDB code 2BHM [12]. The docking was performed with HADDOCK 2.2 with
calculation of the average relative solvent-accessible surface area for each residue using
NACCESS (http://wolf.bms.umist.ac.uk/naccess/). The docking was performed following the
standard HADDOCK 2.2 protocols during the semiflexible simulated annealing part of the
protocol rather than during the rigid-body energy minimization. Rotational minimization was
allowed in the initial rigid body energy minimization to allow the molecules to face each other
properly prior to docking. The 200 solutions from the rigid-body energy minimization were then
subjected to the standard semiflexible simulated annealing (SA) in torsion angle space in
HADDOCK 2.2, but with an increased number of integration steps to allow for the docking
during the simulated annealing part. This part consisted of the following a rigid-body molecular
dynamics search (12,000 steps at 2000 K) followed by a semiflexible simulated annealing,

during which side chains at the interface are free to move (2000 steps from 2000 to 50 K).
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UV/Visible Difference Spectroscopy

Absorbance spectra were measured using a Cary Varian spectrophotometer at 20°C. Tris,
NaCl buffer pH=8 was used for the titration assay. Absorbance spectra were measured by a
method described previously [39]. Absorption spectra were scanned between 200 and 800 nm and
recorded as a function of time. Measurements were initiated by the addition of inhibitors at
various final concentrations (20 uM-200 pM) to Tris buffer containing a fixed concentration of
VirB8sp (180 uM). The measured absorption spectra of the protein- complex were corrected for
absorption by DMSO, buffer, inhibitor, and VirB8 alone. The resulting difference absorption
spectra were used to verify the formation of the complex VirB8-inhibitor and to measure the

effect of increasing concentrations of inhibitors on the absorbance spectra.

Protein biochemical work

VirB8 was overproduced and purified as described previously [13].
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IV. Discussion

IV.1. Retour sur les résultats de 1’article

Dans I’ensemble, les résultats et les expériences présentés dans ce mémoire donnent de
nouvelles perspectives pour de futurs travaux. En effet, nous avons obtenu des résultats
prometteurs en termes d’identification des domaines impliqués dans I’interaction entre VirB8 et
VirB10. Pour ce faire, nous avons utilisé deux méthodes complémentaires : le phage display et
I’essai a deux hybrides bactérien. Les résultats obtenus nous ont permis de confirmer un site
d’interaction VirB8-VirB10 tout en précisant les déterminants de l'interaction au niveau d’un
feuillet B. VirB8 est un excellent modele pour I’analyse des facteurs d’assemblage, mais elle peut
aussi €tre considérée comme une cible pour les molécules inhibitrices qui priveraient les
bactéries utilisant le T4SS pour leur virulence. Nous sommes le seul groupe dans le monde a
avoir développé des techniques biochimiques de quantification qui permettent de mieux
comprendre et d’analyser les interactions transitoires existant entre les différentes protéines des
T4SSs. Nous avons utilisé un ensemble de techniques de biochimie et de bio-informatique afin
de comprendre la dynamique des interactions entre les protéines de type VirB. Nous sommes
aussi les premiers a avoir utilis€ une méthode basée sur la structure de la cible visée afin
d’identifier les inhibiteurs potentiels de ces mémes interactions. Les résultats présentés dans ce
mémoire nous ont permis d’identifier un inhibiteur plus puissant des interactions de VirB8. Nous
avons réussi @ montrer que son action est spécifique a une cible essentielle a 1’établissement du
T4SS : VirB8. De par 'utilisation de méthodes biochimiques in vitro, nous avons aussi démontré
que la liaison entre VirB8 et BAR-068 s’effectue et que celle-ci est dépendante de la
concentration de I’inhibiteur. Bien que les résultats in vivo et in vitro, ne soient pas du méme
ordre en termes de pouvoir d’inhibition, ceux-ci suggerent 1’existence d’une inhibition in vivo.
Enfin, I’analyse structure-fonction des T4SSs ouvre de nouvelles opportunités en termes de
développement de nouveaux inhibiteurs avec des applications thérapeutiques potentielles. Les
molécules capables d’inhiber 1’association des facteurs de virulence du T4SS, pourraient

«désarmer» les mécanismes importants nécessaires a la mise en place de la virulence sans pour
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autant tuer la bactérie. Ceci fait des inhibiteurs du T4SS des candidats attrayants pour le

développement d’une nouvelle classe d’inhibiteurs antimicrobiens.

1V.2. Travaux futurs et conclusion

Les résultats obtenus par le Phage Display et 1’essai a deux hybrides nous ont permis de
déterminer un domaine d’interaction entre VirB8 et VirB10. Cependant, la stoechiométrie
d’interactions existant entre ces partenaires VirB demeure toujours inconnue. Pour poursuivre
I’analyse structurale présentée ici, il serait intéressant d’utiliser la Spectroscopie de corrélation
de fluorescence afin de quantifier les interactions existants entre VirB8 et VirB10. Avant toute
mesure, une des protéines d’intérét est étiquetée a 1’aide un colorant fluorescent tandis que
I’autre demeure sans étiquetage. Aprés interaction en solution, les données obtenues permettent
d’évaluer la portion de protéine étiquetée qui a interagi avec la protéine non étiquetée. Cette
méthode quantitative permettrait de mesurer une valeur de Kp entre VirB8 et VirB10, d’étudier la
dynamique de liaison au cours du temps mais aussi d’évaluer la taille des complexes formés afin
de déduire la steechiométrie d'assemblage. Ces résultats pourraient aussi étre exploités pour
mieux comprendre la séquence d’assemblage de VirB8 avec les autres protéines VirB du T4SS.
Les résultats de mutagenese présentés dans ce manuscrit constituent une méthode alternative de

déstabilisation de I’assemblage de la machinerie du T4SS.

Par ailleurs, les résultats prometteurs obtenus suite a la mesure du pouvoir inhibiteur in
vivo de 5 dérivés de B8I-2 se présentent aussi comme une méthode alternative de déstabilisation
du T4SS. Il serait intéressant de vérifier in vivo si ’inhibiteur BAR-068 est capable d’atteindre et
d’inhiber sa cible chez B. suis (Résultats en cours d’obtention). Ces résultats, une fois obtenus,
nous permettraient de comparer 1’effet de BAR-068 avec d’autres inhibiteurs identifiés dans
d’autres systémes de sécrétion bactériens.

Il serait intéressant de tester in vivo les molécules ayant le plus d’efficacité en terme

d’inhibition de la dimérisation de VirB8, sur les protéines dites VirB§-like. Nous avons déja
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débuté cette étude en optimisant les temps d’incubation utilisé protocole expérimental présenté
dans ce manuscrit [1]. Ceci nous a ainsi permis d’évaluer I’efficacité de I’inhibiteur BS8I-2 sur la
dimérisation de TraErL a I’aide de 1’essai bactérien a deux hybrides en suivant le méme protocole
expérimental présenté dans ce manuscrit (Figure S17). Il serait donc intéressant de poursuivre
cette ¢tudes avec d’autres dérivés de B8I-2 dans les conditions expérimentales optimisées afin e

déterminer si ces derniers pourraient étre efficaces contre différentes cibles VirBS-like.

Bien que nous ayons utilis¢é de nombreuses techniques d’études structurales
(Crystallographie par rayons X, RMN, Surface Plasmon Resonance (SPR) et SAXS) afin de
déterminer le mode de liaison entre BAR-068 et VirB8sp, les résultats obtenus ne nous ont pas
permis d’émettre de conclusion concernant cette problématique. En effet, les nombreux
problémes liés a la solubilité et au % de DMSO utilisés pour dissoudre les composés, se sont
révélés etre des parametres limitants a I’¢lucidation des structures des complexes a 1’étude. Afin
d’augmenter la solubilité des dits composés, il serait intéressant de tester différentes techniques
de solubilisation notamment en présence de co-solvants (PEG ou encore propyléne glycol) [156].
Ces co-solvants sont un mélange d’eau et de solvants miscibles a 1’eau. Ces derniers permettent
de créer un environnement pour le composé qui faciliterait sa solubilisation en solution aqueuse.
Il serait donc intéressant d’appliquer cette technique de solubilisation aux différents composés
dérivés de B8I-2 et de voir si elle pourrait étre exploitée afin de réaliser les expériences de co-
cristallisation ou encore de SPR (Surface Plasmon Resonance) de VirB8sp en présence de petites

molécules inhibitrices.

Afin d’évaluer la spécificité d’interaction avec la cible, il serait intéressant de tester BAR-068
chez d’autres T4SSs. Il serait aussi intéressant de rechercher des fragments chimiques dont la
structure serait similaire a celle de BAR-068 afin de réaliser d’autres essais de co-cristallisation.
En effet, malgré de nombreux essais de co-cristallisation et de soaking en présence de BAR-068,
nous n’avons pas été en mesure d’obtenir une structure cristalline du complexe VirB8/BAR-068
(voir Annexe). Nous avons toutefois optimisé les conditions de cristallisation de VirB8sp en

présence de glycérol avec une haute résolution de 1.9 A (voir Figure S18).
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Dans nos travaux de recherche précédents, nous avons tenté d’utiliser différentes méthodes
biochimiques afin de déstabiliser le complexe formé par la machinerie du T4SS mais aussi de
comprendre les déterminants des interactions entre partenaires VirB. Cette étude représente un

pas supplémentaire vers la compréhension des mécanismes d’inhibition de 1’assemblage des

T48SSs.
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VI. Annexe

Peptides sequences

TTNSPPL

PAHRVPS

PPLSAPN

SGTPWHP

APSPWKQ

MERPAHL

RLPHSVG

TFLDTRA

GETPNPH

PSKLQEH

M R NDGAN

PLWDKRH

DSLQYPA

PLWDKRH

MSKHQAY

QWTNHAL

LSSPTSN

DPFHVHN

NDFKLQTF

FGNPHGH

TNPVTES

LSYLHPT

DAQWAFM

GPKMFRI

HPQLPSI

YKLPSRH

QKAHHEQ

PATYTSA

NSWPPSR

FSSSRNY

QWTNHAL

STHTSRL

TLPLPNL

NRYTPTA




PHTLSRT

DPGASHP

PEAALSS

PKKLDSI

KSAKTYH

TQPWTRA

ALGHSAK

PVPYPQL

RLPHSVG

NRGQLST

SGTPWHP

GMMPVAL

LKITGED

KATAQGA

HNPLLSF

K PASHNA

TTNSPPL

PLWDKRH

GFLGKNQ

VIPQPQQ

SYPTRPT

WAAIFPL

FSNQTML

NSWPPSR

HEARSTM

DPFHVHN

CSTPTPH

HFKPMQPAHPIP

AYTTSIPNRNOQL

KVWPPLTSIVPS

i



SHPWNAQRELSYV

NSTLKVLPQGWM

LSLNFDRESETN

VSRHQSWHPHDL

DPALRHTHHNLR

FPAMSFAXKKLA

AWPPPSMGPLAY

TILKAWPNITQL

NADNQMTWRHVL

AWPPPSMGPLAY

KIXIFYPFKSPLI

AVPHRVGGLHSL

SWNSKAWIVVPA

KVWISPQSLGAT

LLXKTLNNRLYD

KVWQLQPSNSVT

AWPPPSMGPLAY

TPFPFAPLGRPP

ILANDLTAPGPR

KVWPPMYLSHTF

AYTTSIPNRNOQL

KISQPTTVASLQ

KVVQLSELSRLL

KVWISPQSLGAT

NQRVLPPSHSWL

NLRTDSLTLVIR

KCCFTTASSTSI

KVWISPQSLGAT

MKVSEPLHAHTFS

VSRHQSWHPHDL

ILANDLTAPGPR

KCCTLPRPLEML

KVWXMAPTTAFS

AYTTSIPNRNOQL

GLKIWSLPPHHG

il



KVWMPNNRGPVP

ILANDLTAPGPR

WMADTSPSLAST

SIHRHHDDHFLT

TPFPFAPLGRPP

LSLNFDRESETN

KVWMPNNRGPVP

KVWMPNNRGPVP

AYTTSIPNRNOQL

HPHHETSVMRLAQ

KVWPPMYLSHTF

KISQPTTVASLQ

STMNDIHMELHR

HSPSNLGFQSPP

KCCTLPRPLEML

TILKAWPNITQL

KVWMPNNRGPVP

AHSHKLFLLSNR

KAWVLTEWQTTK

AVPHRVGGLHSL

TPFPFAPLGRPP

IDAPANQRLLQK

NQRVLPPSHSWL

KIWQMDOQDSVRN

Table S1. Sequences of VirB10 binding peptides isolated by phage display.
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Primer name

VirB8spS157A5°
VirB8spS157A3°
VirB8spR160AS’
VirB8spR160A3’
VirB8spT161A5’
VirB8spT161A3’
VirB8spS162A5°
VirB8spS162A3°
VirB8spT164A5’
VirB8spT164A3’
VirB8spl165A5°

VirB8spl165A3’

VirB8spV166AS5’
VirB8spV166A3’
VirB8spS167A5’
VirB8spS167A3°
VirB8spl168AS5’

VirB8spl168A3’

VirB8spV169A5’
VirB8spV169A3’
VirB8spP170A5’
VirB8spP170A3’

VirB8spN171A5’
VirB8spN171A3’
VirB8spG172A5°
VirB8spG172A3°

Table S2. Oligonucleotides used in the study of the interaction of AVirB8-VirB10 using bacterial
two-hybrid assay.

Sequence
5'-AAGCAGTACGGCAGCGCCGTGAGAACCAGCGTGACCATCGTG-3’
3-TTCGTCATGCCGTCGCGGCACTCTTGGTCGCACTGGTAGCAC-5’
5’-TACGGCAGCAACGTGGCCACCAGCGTCACCATCGTGAGC-3’
3’-ATGCCGTCGTTGCACCGGTGGTCGCAGTGGTAGCATCG-5’

5’- GGCAGCAACGTGAGAGCCAGCGTGACCATCGTGAGCATCGTG-3’
3’- CCGTCGTTGCACTCTCGGTCGCACTGGTAGCACTCGTAGCAC-5’
5’ - AGCAACGTGAGAACCGCCGTGACCATCGTGAGCATCGTGCCC-3’
3’ - TCGTTGCACTCTTGGCGGCACTGGTAGCACTCGTAGCACGGG-5’
5’ - GTGAGAACCAGCGTGGCCATCGTGAGCATCGTGCCCAACGGC-3’
3’- CACTCTTGGTCGCACCGGTAGCACTCGTAGCACGGGTTGCCG-5’
5’-AGAACCAGCGTGACCGCCGTGAGCATCGTGCCCAACGGCAAG-3’

3’-TCTTGGTCGCACTGGCGGCACTCGTAGCACGGGTTGCCGTTC-5’

5’-AACGTGAGAACCAGCGCCACCATCGTGAGCATCGTGCCCAAC-3’
3’-TTGCACTCTTGGTCGCGGTGGTAGCACTCGTAGCACGGGTTG-5’
5’-AGCAACGTGAGAACCGCCGTGACCATCGTGAGCATCGTGCCC-3’
3’-TCGTTGCACTCTTGGCGGACACTGGTAGCACTCGTAGCACGGG-5’
5’- GTGACCATCGTGAGCGCCGTGCCCAACGGCAAGGGCATCGGC
3’- CACTGGTAGCACTCGCGGCACGGGTTGCCGTTCCCGTAGCCG -5’
5’- ACCATCGTGAGCATCGCCCCCAACGGCAAGGGCATCGGCACC
3’- TGGTACDACTCGTAGCGGGGGTTGCCGTTCCCGTAGCCGTGG -5°
5’- ATCGTGAGCATCGTGGCCAACGGCAAGGGCATC - 3°

3’- TAGCACTCGTAGCACCGGTTGCCGTTCCCGTAG -5’

5’- GTGAGCATCGTGCCCGCCGGCAAGGGCATCGGCACCGTGAGA-3’
3’- CACTCGTAGCACGGGCGGCCGTTCCCGTAGCCGTGGCACTCT -5°
5’- GTGCCCAACGGCAAGGCCATCGGCACCGTGAGATTCGCCAAG -3’
3’- CACGGGTTGCCGTTCCGGTAGCCGTGGCACTCTAAGCGGTTC -5°
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{ MIQENIPVQP GTLDGERGLP TVNENGSGRT RKVLLFLFW GFIVVLLLIL
5t VFEMRGNAEN NHHSDKTMVQ TSTVEMRIFK LPPPDDPPPD APPEPPAPPP 100
10t APAMPIAEPA AAALSLPPLP DDTPAKDDVL DKSASALMVV TKSSCDINAQ 150
15t TAGDIVWQTT NARIQALLDS QKNTKQDAGS LGTLLHGTQT DARMASLIRN 200
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Figure S1. Superimposition of the structures of VirB10gL model and its homologs : TraFcr and
ComB10. (A) Sequence of VirB10rL with residues belonging to its N-terminal domain
highlighted in red (Amino acids 1 to 160) (B)The generated model was obtained using the
software MODELLER [179]. Highlighted in hot pink is the X-ray structure of TraFcr (PDB
code : 3JQO), in yellow the X-ray structure of ComB10 H. pylori (PDB code : 3BHV)[104] and
in purple the model generated for VirB10gL using the software MODELLER.



VirB8sp-VirB10model

mol)

Cluster # #1 #2 #3
Cluster Size 45 10 20
HADDOCK score =70 £ 7.3 413+ 5 35420
RMSD (A) 1.240.9 54+04 93+0.5
(for the complexe with the
lowest energy)
Electrostatic energy (kcal/ -305.7 £50.2 -154.3 = 20.8 -146.2 = 38.9
mol)
Van de Waal energy (kcal/ -59 + 10 255 % 5.6 344 £ 25
mol)
Desolvation energy (kcal/ 45.8 +32 21743 10.1 +2.1

Vil

Table S3. Top three clusters of docking results obtained after docking simulation of VirB8sp
withVirB10model using HADDOCK.
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Parameters Value Std. Error Parameters Value Std. Error
Y range 638.9028 48.6753 Y range 391.1621 21.6834
IC50 9.6802 1.2433 IC50 14.5361 1.4880
Slope Factor 1.0783 0.0609 Slope Factor 1.0282 0.0721
Background 160.3257 43.6923 Background -57.2509 19.3344

Figure S2. Direct titrations of BAR-068 against VirB8s, in (A) Tris, NaCl buffer at pH=8 and (B)
in crystallization buffers respectively. The data were fitted, and dissociation constants
determined, as described in Experimental procedures. The data shown are representative of three
independent titrations that were used to calculate Kp values.
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Figure S3. Dose response and determination of the effect of B8I-2 on VirB8 interactions.
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E. coli strain BTH101 expressing fusions of VirB8gL to the T18 and T25 domains of adenylate
cyclase was cultivated in 96-well microtiter plates in TGYEP medium, and the (-galactosidase
activities reflecting the protein-protein interaction were determined in the presence of inhibitor
B8I-2 at concentrations from 2 pM to 2 mM. The ECso values are indicated. The average from
24 replicates for each concentration of considered inhibitor is given and the standard deviation is
shown. (A) The p-galactosidase activities reflecting the VirB8 homodimerization were
determined in the presence of inhibitors B8I-2 at concentrations from 2 pM to 2 mM. (B) The -
galactosidase activities reflecting the VirB8-VirB10 interaction were determined in the presence
of inhibitors B8I-2 at concentrations from 2 pM to 2 mM. (C) The B-galactosidase activities
reflecting the VirB10-VirB10 interaction were determined in the presence of inhibitors B8I-2 at
concentrations from 2 pM to 2 mM.
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Figure S4. Direct titrations of B8I-2 against VirB8s, in (A) Tris, NaCl buffer at pH=8 and (B) in
crystallization buffers respectively. The data were fitted, and dissociation constants determined,
as described in Experimental procedures. The data shown are representative of three independent
titrations that were used to calculate Kp values.



xi

BAR-069

0N

-0

BAR069- VirB10VirB10

A B BAR069- VirB8VirB10 C
BARO069- VirB8VirB8 500007 360007
100000
400009 34000
90000 s J § 320004
g g 2
% 80000 + £ 200004 £ 300004
5
700004 100004 28000+
60000 T T 1 o T T 1 26000 T T 1
-15 10 i 0 =15 -10 -5 0 -15 -10 -5 0
Log (Concentration) Log (Concentration) Log (Concentration)

Figure S5. Dose response and determination of the effect of BAR-069 on VirB8 interactions.

E. coli strain BTH101 expressing fusions of VirB8gL to the T18 and T25 domains of adenylate
cyclase was cultivated in 96-well microtiter plates in TGYEP medium, and the (-galactosidase
activities reflecting the protein-protein interaction were determined in the presence of inhibitor
BAR-069 at concentrations from 2 puM to 2 mM. The ECso values are indicated. The average
from 24 replicates for each concentration of considered inhibitor is given and the standard
deviation is shown. (A) The B-galactosidase activities reflecting the VirB8 homodimerization
were determined in the presence of inhibitors BAR-069 at concentrations from 2 pM to 2 mM.
(B) The B-galactosidase activities reflecting the VirB8-VirB10 interaction were determined in the
presence of inhibitors BAR-069 at concentrations from 2 pM to 2 mM. (C) The B-galactosidase
activities reflecting the VirB10-VirB10 interaction were determined in the presence of inhibitors
BAR-069 at concentrations from 2 pM to 2 mM.
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Figure S6. Direct titrations of BAR-069 against VirB8s, in Tris, NaCl buffer at pH=8. The data
were fitted, and dissociation constants determined, as described in Experimental procedures. The
data shown are representative of three independent titrations that were used to calculate Kp

values.
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Figure S7. Dose response and determination of the effect of BAR-070 on VirB8 interactions.

E. coli strain BTH101 expressing fusions of VirB8gL to the T18 and T25 domains of adenylate
cyclase was cultivated in 96-well microtiter plates in TGYEP medium, and the (-galactosidase
activities reflecting the protein-protein interaction were determined in the presence of inhibitor
BAR-070 at concentrations from 2 puM to 2 mM. The ECso values are indicated. The average
from 24 replicates for each concentration of considered inhibitor is given and the standard
deviation is shown. (A) The B-galactosidase activities reflecting the VirB8 homodimerization
were determined in the presence of inhibitors BAR-070 at concentrations from 2 pM to 2 mM.
(B) The B-galactosidase activities reflecting the VirB8-VirB10 interaction were determined in the
presence of inhibitors BAR-070 at concentrations from 2 pM to 2 mM. (C) The B-galactosidase
activities reflecting the VirB10-VirB10 interaction were determined in the presence of inhibitors
BAR-070 at concentrations from 2 pM to 2 mM.
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Figure S8. Direct titrations of BAR-070 against VirB8s, in Tris, NaCl buffer at pH=8. The data
were fitted, and dissociation constants determined, as described in Experimental procedures. The
data shown are representative of three independent titrations that were used to calculate Kp

values.
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Figure S9. Dose response and determination of the effect of BAR-071 on VirB8 interactions.

E. coli strain BTH101 expressing fusions of VirB8gL to the T18 and T25 domains of adenylate
cyclase was cultivated in 96-well microtiter plates in TGYEP medium, and the (-galactosidase
activities reflecting the protein-protein interaction were determined in the presence of inhibitor
BAR-071 at concentrations from 2 puM to 2 mM. The ECso values are indicated. The average
from 24 replicates for each concentration of considered inhibitor is given and the standard
deviation is shown. (A) The B-galactosidase activities reflecting the VirB8 homodimerization
were determined in the presence of inhibitors BAR-071 at concentrations from 2 pM to 2 mM.
(B) The B-galactosidase activities reflecting the VirB8-VirB10 interaction were determined in the
presence of inhibitors BAR-071 at concentrations from 2 pM to 2 mM. (C) The B-galactosidase
activities reflecting the VirB10-VirB10 interaction were determined in the presence of inhibitors
BAR-071 at concentrations from 2 pM to 2 mM.
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Figure S10. Direct titrations of BAR-071 against VirB8s, in Tris, NaCl buffer at pH=8. The data
were fitted, and dissociation constants determined, as described in Experimental procedures. The
data shown are representative of three independent titrations that were used to calculate Kp

values.
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Figure S11. Dose response and determination of the effect of BAR-072 on VirB8 interactions.

E. coli strain BTH101 expressing fusions of VirB8gL to the T18 and T25 domains of adenylate
cyclase was cultivated in 96-well microtiter plates in TGYEP medium, and the (-galactosidase
activities reflecting the protein-protein interaction were determined in the presence of inhibitor
BAR-072 at concentrations from 2 puM to 2 mM. The ECso values are indicated. The average
from 24 replicates for each concentration of considered inhibitor is given and the standard
deviation is shown. (A) The B-galactosidase activities reflecting the VirB8 homodimerization
were determined in the presence of inhibitors BAR-072 at concentrations from 2 pM to 2 mM.
(B) The B-galactosidase activities reflecting the VirB8-VirB10 interaction were determined in the
presence of inhibitors BAR-072 at concentrations from 2 pM to 2 mM. (C) The B-galactosidase
activities reflecting the VirB10-VirB10 interaction were determined in the presence of inhibitors
BAR-072 at concentrations from 2 pM to 2 mM.
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Figure S12. Direct titrations of BAR-072 against VirB8s, in Tris, NaCl buffer at pH=8. The data
were fitted, and dissociation constants determined, as described in Experimental procedures. The
data shown are representative of three independent titrations that were used to calculate Kp
values.
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Figure S13. Dose response and determination of the effect of BAR-073 on VirB8 interactions.

E. coli strain BTH101 expressing fusions of VirB8gL to the T18 and T25 domains of adenylate
cyclase was cultivated in 96-well microtiter plates in TGYEP medium, and the (-galactosidase
activities reflecting the protein-protein interaction were determined in the presence of inhibitor
BAR-073 at concentrations from 2 puM to 2 mM. The ECso values are indicated. The average
from 24 replicates for each concentration of considered inhibitor is given and the standard
deviation is shown. (A) The B-galactosidase activities reflecting the VirB8 homodimerization
were determined in the presence of inhibitors BAR-073 at concentrations from 2 pM to 2 mM.
(B) The B-galactosidase activities reflecting the VirB8-VirB10 interaction were determined in the
presence of inhibitors BAR-073 at concentrations from 2 pM to 2 mM. (C) The B-galactosidase
activities reflecting the VirB10-VirB10 interaction were determined in the presence of inhibitors
BAR-073 at concentrations from 2 pM to 2 mM.
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Figure S14. Direct titrations of BAR-073 against VirB8s, in Tris, NaCl buffer at pH=S8. The data
were fitted, and dissociation constants determined, as described in Experimental procedures. The
data shown are representative of three independent titrations that were used to calculate Kp
values.
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Figure S15. Dose response and determination of the effect of BAR-074 on VirB§ interactions.
E. coli strain BTH101 expressing fusions of VirB8gL to the T18 and T25 domains of adenylate
cyclase was cultivated in 96-well microtiter plates in TGYEP medium, and the -galactosidase
activities reflecting the protein-protein interactiond were determined in the presence of inhibitor
BAR-074 at concentrations from 2 pM to 2 mM. The ECso values are indicated. The average
from 24 replicates for each concentration of considered inhibitor is given and the standard
deviation is shown. (A) The B-galactosidase activities reflecting the VirB8 homodimerization
were determined in the presence of inhibitors BAR-074 at concentrations from 2 uM to 2 mM.
(B) The B-galactosidase activities reflecting the VirB8-VirB10 interaction were determined in the
presence of inhibitors BAR-074 at concentrations from 2 uM to 2 mM. (C) The B-galactosidase
activities reflecting the VirB10-VirB10 interaction were determined in the presence of inhibitors
BAR-074 at concentrations from 2 uM to 2 mM.
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Figure S16. Direct titrations of BAR-074 against VirB8s, in Tris, NaCl buffer at pH=8. The data
were fitted, and dissociation constants determined, as described in Experimental procedures. The
data shown are representative of three independent titrations that were used to calculate Kp
values.
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Figure S17. E. coli strain BTH101 expressing fusions of TraErr to the T18 and T25 domains of
adenylate cyclase was cultivated in 96-well microtiter plates in TGYEP medium, and the (-
galactosidase activities reflecting the protein-protein interaction were determined in the presence

of inhibitor B8I-2 at concentrations from 2 pM to 2 mM and at several incubation time as
indicated.
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Figure S18. Data collection of VirB8sp after soaking experience in presence of 200 uM of
BAR-068, we observe a positive density in the same position as the identified binding site of
BS8I-1.

To define the structural basis for the inhibition and to identify the BAR-068-binding site(s) of
VirB8s, dimerization, we attempted to crystallize VirB8 in presence of BAR-068 which resulted
in the optimization of crystallization conditions in presence of 10% DMSO. We elucidated the
structure of VirB8s, with a higher percentage of DMSO at 1.9 A resolution by using the structure
of the periplasmic domain VirB8s, as a model for molecular replacement [180]. VirB8s, was
soaked in the presence of BAR-068, the structures were solved by molecular replacement using
Phenix software [181], and the model was built using COOT [182](see annexe). Based on
previously obtained results, the inhibitor-binding site of molecule B8I-1 was identified in a deep
groove opposite to the dimerization interface of VirB8s,, which was unfortunately not coherent
with our findings. In this structure, the binding site comprises conserved surface-exposed
residues which forms hydrogen bonds with residue K182 and close contacts with Q144, the
backbone carbonyl of R114, and hydrophobic interactions between the butyl chain of B8I-1 and
W198. In the structure obtained after soaking of VirB8sp in presence of 200 uM of BAR-068, we
observe a positive density in the same position as the identified binding site of B8I-1 (Figure

S18). However, after several round of analysis, we were able to identify this density as glycerol.
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In addition, the obtained structure did not induce detectable conformational changes with respect
to the structure of free VirB8sp. We did not observe binding after cocrystallization or soaking
with any of the variants of B8I-2, indicating that BAR-068 or the others, may not be able to
compete for the dimer interface or that its length is too big to reside in a stable manner in the

hypothetic binding site or even that the crystallization conditions precluded binding.
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Figure S19. Data collection and diffraction pattern
Source in Saskatoon.
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Figure S20. E. coli strain BTH101 expressing fusions of VirB8gL to the T18 and T25 domains of
adenylate cyclase was cultivated in 96-well microtiter plates in TGYEP medium, and the B-
galactosidase activities reflecting the protein-protein interaction were determined in the presence
of inhibitor B8I-1 at concentrations from 2 uM to 2 mM.






