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Résumé 

Chez tous les organismes vivants, les systèmes de sécrétion permettent le passage des 

macromolécules au travers des membranes cellulaires. Les bactéries à Gram-négatifs utilisent 

les systèmes de sécrétion de type IV (T4SS) pour réaliser une variété de processus impliqués 

dans les transports macromoléculaires incluant l’échange de matériel génétique.  

Le plasmide pKM101 code pour un T4SS similaire aux systèmes modèles bien étudiés 

provenant d’Agrobacterium tumefaciens et de Brucella suis. Dans le chapitre 2, nous avons 

étudié la structure et la fonction de TraE, un homologue de VirB8 provenant du pKM101, qui 

est un composant essentiel de tous les T4SSs et qui forme des dimères fonctionnels dans le 

noyau des T4SSs. Une analyse par cristallographie aux rayons X a révélé une structure similaire 

aux autres homologues de VirB8, mais possédant une interface de dimérisation modifiée. Cette 

interface de dimérisation a été corroborée en réalisant des essais de double hybride chez la 

bactérie, une caractérisation biochimique de la protéine purifiée et des essais de 

complémentation in vivo, démontrant qu’il existe différents modes de dimérisation parmi les 

homologues des protéines VirB8. De plus, l’analyse des interactions par BTH et des essais de 

réticulations ont montré que TraE et ses homologues provenant d’Agrobacterium, de Brucella 

et d’H. pylori forment des hétérodimères. Ils interagissent également avec des protéines VirB10 

hétérologues, indiquant un certain degré de plasticité au niveau des interactions protéine-

protéine pour les protéines de type VirB8 (VirB8-like). Enfin, pour évaluer d’avantage les 

caractéristiques communes des protéines de type VirB8, nous avons testé une série de petites 

molécules dérivées d’inhibiteurs de la dimérisation de VirB8 provenant de Brucella. Pour cela, 

nous avons prouvé que ces molécules se lient à TraE de manière in vitro, que par une prédiction 

in silico par arrimage moléculaire, qu’elles se lient à une surface structuralement conservée chez 

les protéines de type VirB8 et que certaines de ces molécules inhibent in vivo le transfert du 

pKM101. Pour conclure à propos de ce chapitre, nous pouvons dire que les protéines de type 

VirB8 partagent ainsi des sites fonctionnellement importants et cette caractéristique pourra être 

exploitée pour la conception d’inhibiteurs spécifiques de la fonction des T4SSs. 

L’augmentation de la fréquence de la résistance aux antimicrobiens est un problème 

d’importance mondiale. Le transfert plasmidique, réalisé par la fonction de conjugaison de 
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certains T4SSs, est un contributeur majeur au niveau du transfert des gènes de résistance aux 

antimicrobiens. Dans le chapitre 3, nous avons présenté une stratégie basée sur l’analyse 

structurale pour identifier des inhibiteurs de la conjugaison bactérienne réalisée par les T4SSs. 

Pour cela, nous avons tout d’abord criblé une banque de fragments, par la technique de la 

fluorimétrie différentielle à balayage, et identifié des molécules qui se lient à la protéine TraE. 

La co-cristallisation a révélé que des fragments se lient à deux sites alternatifs dont l’un d’entre 

eux est un nouveau site de liaison qui n’avait jamais été mis en évidence pour les autres protéines 

de type VirB8. Basé sur les informations structurales obtenues par cristallographie aux rayons 

X, nous avons conçu de nouvelles molécules qui ont une affinité de liaison améliorée. De plus, 

il a été montré que ces nouvelles molécules se lient au niveau des deux sites d’inhibition de 

TraE, inhibent de manière in vitro la dimérisation de TraE et aussi de manière in vivo le transfert 

par conjugaison du pKM101. Pour conclure, la stratégie présentée dans ce chapitre est 

généralement applicable pour la conception d’inhibiteurs de transfert des gènes de résistance 

aux antimicrobiens et de la virulence bactérienne.  

À ce jour, très peu d’informations sont disponibles sur les composants du T4SS liés à la 

membrane. Dans le chapitre 4, nous avons montré que TraE, dans sa forme entière, forme un 

complexe de masse moléculaire élevée distinct de la partie périplasmique de la protéine 

précédemment caractérisée. Ensuite, par la combinaison de la microscopie électronique et de la 

diffraction des rayons X aux petits angles nous avons démontré que TraE dans sa forme entière 

s’assemble en un complexe hexamérique avec un pore central. Nous avons également prouvé, 

que TraE peut se lier à TraD, qui est une protéine homologue à VirB6 provenant du pKM101, 

par des techniques de réticulation, de chromatographie d’exclusion stérique et de la microscopie 

électronique. Pour conclure, nos résultats suggèrent que TraE et TraD forment un pore au niveau 

du cœur central des T4SSs contribuant à la translocation du substrat. 

Cette étude, qui combine plusieurs disciplines, incluant de la biochimie, de la biologie 

structurale ainsi que de la chimie biologique, souligne l’intérêt et l’importance d’une approche 

multidisciplinaire. 

Mots-clés : plasmide, conjugaison, système de sécrétion de type IV, interaction protéine-

protéine, criblage à base de fragments, conception de médicaments, résistance aux 

antimicrobiens, protéine de type VirB8, protéine de type VirB6, pore membranaire 
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Abstract 

In all organisms, secretion systems mediate the passage of macromolecules across 

cellular membranes. Gram-negative bacteria use type IV secretion systems (T4SS) for a variety 

of macromolecular transport processes that include the exchange of genetic material.  

The pKM101 plasmid encodes a T4SS similar to the well-studied model systems from 

Agrobacterium tumefaciens and Brucella suis. In chapter 2, we studied the structure and 

function of TraE, a homolog of VirB8 from pKM101, that is an essential core component of all 

T4SS. Analysis by X-ray crystallography revealed a structure that is similar to other VirB8 

homologs, but displayed an altered dimerization interface. The dimerization interface observed 

in the X-ray structure was corroborated using the bacterial two-hybrid assay, biochemical 

characterization of the purified protein and in vivo complementation, demonstrating that there 

are different modes of dimerization among VirB8 homologs. Analysis of interactions using the 

BTH and crosslinking assays showed that TraE and its homologs from Agrobacterium, Brucella 

and H. pylori form heterodimers. They also interact with heterologous VirB10 proteins, 

indicating a significant degree of plasticity of the protein-protein interactions of VirB8-like 

proteins. To further assess common features of VirB8-like proteins, we tested a series of small 

molecules derived from inhibitors of Brucella VirB8 dimerization. These molecules bound to 

TraE in vitro, in silico docking predicted that they bind to a structurally conserved surface 

groove of the protein and some of them inhibited pKM101 plasmid transfer. VirB8-like proteins 

thus share functionally important sites and these can be exploited for the design of specific 

inhibitors of T4SS function. 

The increasing prevalence of antimicrobial resistance is a problem of global importance. 

Novel strategies are urgently needed to understand and inhibit antimicrobial resistance gene 

transmission that is mechanistically related to bacterial virulence functions. The conjugative 

transfer of plasmids by T4SSs is a major contributor to antimicrobial resistance gene transfer. 

In chapter 3, we present a structure-based strategy to identify inhibitors of T4SS-mediated 

bacterial conjugation. Using differential scanning fluorimetry we screened a fragment library 

and identified molecules that bind the essential TraE protein of the plasmid pKM101 

conjugation machinery. Co-crystallization revealed that fragments bind two alternative sites of 
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the protein and one of them is a novel inhibitor binding site. Based on the structural information 

on fragment binding we designed novel small molecules that have improved binding affinity. 

These molecules inhibit the dimerization of TraE, bind to both inhibitor binding sites on TraE 

and inhibit the conjugative transfer of plasmid pKM101. The strategy presented here is generally 

applicable for the structure-based design of inhibitors of antimicrobial resistance gene transfer 

and of bacterial virulence. 

X-ray crystallographic and electron microscopic analyses have increasingly provided 

structural information on individual T4SS components and on the entire complex. But as of 

now, relatively little information has been available on the membrane-bound T4SS components. 

The overproduction and purification of membrane proteins is intrinsically difficult making their 

analysis challenging. In chapter 4, we show that the membrane-bound full-length version of the 

VirB8 homolog TraE from the plasmid pKM101 secretion system forms a high molecular mass 

complex that is distinct from the previously characterized periplasmic portion of the protein. 

Full-length TraE was extracted from the membranes with detergents and analysis by size-

exclusion chromatography, crosslinking and the combination of SEC with multi-angle light 

scattering show that it forms a high molecular mass complex. Electron microscopy and small-

angle X-ray scattering analysis demonstrate that full-length TraE assembles into a hexameric 

complex with a central pore. We also show by crosslinking, SEC and electron microscopy that 

TraE binds to the TraD protein. Our results suggest that TraE and TraD form a pore at the core 

of the secretion system contributing to substrate translocation. 

This study, which combined several disciplines, including biochemistry, structural 

biology and chemical biology, underscores the interest and significance of a multidisciplinary 

approach. 

Keywords : plasmid, conjugation, type IV secretion system, protein-protein interaction, 

fragment-based screening, drug design, antimicrobial resistance, VirB8-like, VirB6-like, 

membrane pore 
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Chapitre 1 : Introduction 

 

1.1 Les trois domaines du vivant 

Le vivant est classé depuis l’Antiquité. Les critères de classification ont été dirigés par 

les besoins des hommes, guidés par leurs croyances et liés aux progrès des techniques 

scientifiques d’observation et d’identification aboutissant la plupart du temps à un système 

dichotomique (animal/végétal, multicellulaire/unicellulaire ou cellule à noyau/cellule sans 

noyau). À partir de 1977 et suite à l’introduction du concept des Archées (Woese & Fox, 1977), 

Carl Woese distingue trois domaines du vivant : le domaine des Archées, des Eucaryotes et des 

Bactéries (Fig. 1) (Woese, Kandler, & Wheelis, 1990). 

 

Figure 1. Arbre phylogénétique universel. Image adaptée de (Lopez-Garcia & Moreira, 
2008). 
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1.1.1 Le domaine des Archaea (ou Archaebacteria) : les Archées 

En apparence, les archées se distinguent difficilement d’une bactérie, taille similaire et 

présence de flagelles protéiques permettant leur déplacement (Fig. 2). De plus, elles possèdent 

un chromosome circulaire et plusieurs éléments extrachromosomiques tels que les plasmides. 

Néanmoins, dès leur découverte, les Archées présentaient des caractéristiques totalement 

inédites et surprenantes au niveau moléculaire et biochimique. Elles sont notamment très 

proches des Eucaryotes au niveau moléculaire, où elles partagent de nombreuses protéines 

homologues particulièrement au niveau des protéines impliquées dans le traitement de 

l’information génétique (réplication, réparation et transcription de l’acide désoxyribonucléique 

(ADN)). Pour finir, les Archées possèdent des caractéristiques uniques telles que leur paroi par 

exemple qui est souvent constituée d’une couche protéique inédite appelée la S-Layer, ainsi que 

leur membrane composée de phospholipides qui sont des éthers d’acide gras et non des esters 

comme retrouvés chez les Eucaryotes et les Bactéries (Fig. 3). Il existe même des lipides 

particuliers à deux têtes qui forment une monocouche lipidique, contrairement à la bicouche 

lipidique classique.  

 

Figure 2. Formes de bases des Archées. a) Methanococcus janaschii b) Methanosarcina 
barkeri c) Methanothermus fervidus d) Methanobacterium thermoautotrophicum. Images 
adaptées du site internet suivant 
http://www.ucmp.berkeley.edu/archaea/archaeamm.html. 
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Figure 3. Formules chimiques des phospholipides retrouvés chez les Archées ou chez 
les Eucaryotes/Bactéries. Image adaptée du site internet suivant 
https://www.khanacademy.org/science/biology/bacteria-archaea/prokaryote-
structure/a/prokaryote-structure.  

 

1.1.2 Le domaine des Eukaryota (ou Eucarya) : les Eucaryotes 

Les eucaryotes sont un domaine regroupant tous les organismes (animaux, plantes, 

champignons), unicellulaires ou pluricellulaires, qui se caractérise par la présence d’un noyau. 

Les cellules eucaryotes sont délimitées par une membrane pour les animaux (Fig. 4) ou par une 

membrane et une paroi pour les végétaux (Fig. 5). Par opposition aux archées et aux bactéries, 

les cellules eucaryotes possèdent des organites divisant l’espace cellulaire en compartiments 

spécialisés tels que le noyau, les mitochondries, le réticulum endoplasmique, l’appareil de Golgi 

et bien d’autres compartiments. De plus, les cellules eucaryotes disposent d’un cytosquelette 

complexe, un ADN divisé en plusieurs chromosomes, une division cellulaire appelée mitose et 

une véritable reproduction sexuée pour la majorité des eucaryotes.  
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Figure 4. Organisation et structure de la cellule animale. Image adaptée du site internet 
suivant http://www.cours-pharmacie.com/biologie-cellulaire/cellules-procaryotes-et-
cellules-eucaryotes.html et crée par Chantal Proulx. 

 

Figure 5. Organisation et structure de la cellule végétale. Image adaptée du site internet 
suivant http://www.cours-pharmacie.com/biologie-cellulaire/cellules-procaryotes-et-
cellules-eucaryotes.html et crée par Chantal Proulx. 
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1.1.3 Le domaine des Bacteria (ou Eubacteria) : les bactéries 

 Les bactéries sont le plus souvent des micro-organismes unicellulaires (parfois 

pluricellulaires pour les bactéries filamenteuses), dépourvues d’organites, capables de croître et 

de se diviser rapidement. Elles sont caractérisées par l’organisation de leur ADN en un ou 

plusieurs chromosomes, non inclus dans une structure membranaire, et en éléments circulaires 

appelés plasmides. Elles possèdent aussi des ribosomes qui sont uniformément distribués dans 

le cytoplasme (Fig. 6).  

 

Figure 6. Organisation d’une cellule bactérienne. Image adaptée du site internet suivant 
https://lelaboratoireaquestionstpe.wordpress.com/comment-ca-marche/les-bacteries/.  

 

Les bactéries les plus grosses mesurent plus de 5 µm. Elles présentent de nombreuses 

formes telles que des formes sphériques (coques), allongées ou en bâtonnets (bacilles), des 

formes plus ou moins spiralées (Fig. 7).  
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Figure 7. Morphologies et arrangements cellulaires des bactéries. Image adaptée du site 
internet suivant 
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Bacterial_morphology_diagram_fr.svg?uselan
g=fr et créée par Mariana Ruiz Villareal. 

 

Une caractéristique importante des bactéries est la paroi cellulaire qui d’une part donne 

à la bactérie sa forme et d’autre part la protège contre l’éclatement sous l’effet de la très forte 

pression osmotique du cytosol. La structure de la paroi cellulaire a été mise en évidence par un 

caractère empirique, la coloration de Gram. Les bactéries peuvent être structuralement divisées 
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en deux groupes, les bactéries à paroi unimembranée aussi connues sous le nom de bactéries à 

Gram-positifs et les bactéries à paroi bimembranée aussi dénombrées bactéries à Gram-négatifs 

(Fig. 8). Au sein de ces deux groupes, la paroi bactérienne est composée de peptidoglycanes 

cependant chez les bactéries à Gram-positifs cette paroi apparaît être plus épaisse et l’acide 

lipotéichoïque ancre la paroi cellulaire à la membrane cellulaire. De plus chez les bactéries à 

Gram-négatifs, la paroi cellulaire est entourée d’une membrane externe contenant des 

lipopolysaccharides, des lipoprotéines et des porines permettant le passage de substances au 

travers cette membrane. 

 

Figure 8. Représentation schématique de la paroi bactérienne chez les bactéries à Gram-
positifs et les bactéries à Gram-négatifs. Image adaptée du site internet suivant 
http://cnx.org/contents/GFy_h8cu@9.87:nnx1QFeU@11/Structure-of-Prokaryotes#fig-
ch22_02_07.  

 

1.2 Les systèmes de sécrétion chez les bactéries  

L’exportation des protéines et les systèmes de sécrétion sont essentiels pour les bactéries 

que ce soit pour l’utilisation de leurs facteurs de virulence ou pour les nutriments donc pour leur 

survie (Alvarez-Martinez & Christie, 2009; Marlovits & Stebbins, 2010; Mudrak & Kuehn, 

2010; Rambow-Larsen, Petersen, Gourley, & Splitter, 2009). La translocation des protéines est 



 

8 

un transport actif, nécessitant un apport énergétique, à travers la bicouche lipidique au 

périplasme, vers la surface ou dans l’environnement extérieur de la bactérie (Holland, 2004). 

L’exportation des protéines est un transport actif qui a pour but de faire passer les protéines du 

cytoplasme vers le périplasme (Randall & Hardy, 1984). De nos jours, on décrit deux voies 

principales pour transloquer des protéines à travers la membrane cytoplasmique, la voie de Sec 

(Secretion) et la voie de Tat (twin-arginine translocation) (Natale, Bruser, & Driessen, 2008). 

Et enfin la sécrétion des protéines est réalisée en utilisant des complexes multiprotéiques appelés 

systèmes de sécrétion. Les bactéries utilisent aussi ces systèmes de sécrétion pour sécréter 

différents types de substrats tels que des petites molécules, des complexes nucléoprotéiques et 

de l’ADN. Ces substrats jouent des rôles clés au niveau de l’adaptation à l’environnement, 

l’adhésion aux cellules, la survie et la pathogénicité des bactéries. Actuellement, il existe huit 

systèmes de sécrétion retrouvés à la fois chez les bactéries à Gram-positifs et à Gram-négatifs 

appelés systèmes de sécrétion de type I à IX (Costa et al., 2015; Desvaux, Hebraud, Talon, & 

Henderson, 2009; Fronzes, Christie, & Waksman, 2009; Green & Mecsas, 2016).  

 

1.3 Les différents types de systèmes de sécrétion 

Généralement, les systèmes de sécrétions sont classés en fonction de leur organisation 

génomique et de leur similarité de séquence. De plus, du fait de l’existence des bactéries à Gram-

négatifs et à Gram-positifs, cette différence au niveau de leurs membranes respectives résulte 

en une architecture différente au niveau des systèmes de sécrétions (Gerlach & Hensel, 2007; 

Lycklama & Driessen, 2012; Palmer & Berks, 2012). Usuellement, chez les bactéries à Gram-

négatifs, deux catégories de complexe de systèmes de sécrétions sont décrites (Fronzes, Christie, 

et al., 2009). Au niveau du premier groupe, le complexe de sécrétion s’étend sur les membranes 

interne et externe et il est observé pour les systèmes de sécrétions de type I (T1SS), II (T2SS), 

III (T3SS), IV (T4SS) et VI (T6SS). Pour le second groupe, le complexe du système de sécrétion 

se situe au niveau de la membrane externe et il est retrouvé dans les systèmes de sécrétions de 

type V (T5SS) (Fig. 9) (Desvaux et al., 2009). Outre le T5SS, le système de sécrétion bactérien 

appelé chaperone-usher est localisé aussi au niveau de la membrane externe. Ce système de 

sécrétion sert à l’élaboration d’appendices de surface cellulaire non flagellaires appelés type 1 
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pili et P pili (Fig. 10) (Busch & Waksman, 2012; Rego, Chandran, & Waksman, 2010). Ces 

appendices multiprotéiques sont impliqués dans la virulence et dans la formation des biofilms 

des bactéries à Gram-négatifs grâce à la reconnaissance et à l’adhésion des cellules hôtes 

(Hospenthal, Costa, & Waksman, 2017; Lillington, Geibel, & Waksman, 2014, 2015; Pratt & 

Kolter, 1998; Wright, Seed, & Hultgren, 2007). Le système de sécrétion de type VII (T7SS) est 

retrouvé uniquement chez les bactéries à Gram-positifs. Ce système de sécrétion a été identifié 

tout d’abord chez Mycobacterium et il est retrouvé aussi chez Staphylococcus (Zoltner, Fyfe, 

Palmer, & Hunter, 2013). Hormis le fait que Mycobacterium est une bactérie à Gram-positif, 

l’architecture de son enveloppe est similaire à celle des bactéries à Gram-négatifs et le T7SS 

s’étend sur l’enveloppe entière (Houben, Korotkov, & Bitter, 2014; Jackson, 2014; Marrakchi, 

Laneelle, & Daffe, 2014). Le système de sécrétion de type VIII (T8SS) aussi appelé la voie de 

la extracellular nucleation-precipitation (ENP) chez les bactéries à Gram-négatifs est impliqué 

dans la biogenèse des fimbriae. Ces fimbriae sont des appendices cellulaires intervenant dans le 

mécanisme d’adhérence bactérienne (Gibson, White, Rajotte, & Kay, 2007; Hospenthal et al., 

2017). Pour finir, le système de sécrétion de type IX (T9SS), récemment découvert, est un 

complexe de translocon retrouvé seulement chez certaines espèces provenant du super-

embranchement (superphylum) Fibrobacteres-Chlorobi-Bacteroidetes (Lasica, Ksiazek, 

Madej, & Potempa, 2017; Veith, Glew, Gorasia, & Reynolds, 2017). 
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Figure 9. Aperçu schématique des principaux systèmes de sécrétions de protéines dans 
les bactéries à Gram-négatifs. Image adaptée de (Fronzes, Christie, et al., 2009). 
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Figure 10. Diagramme général du mécanisme des systèmes de secrétions appelés 
chaperone-usher. A) Diagramme du P pilus et B) diagramme du type I pilus représentant 
toutes les sous-unités impliquées au niveau de la membrane externe. Image adaptée de 
(Rego et al., 2010). 
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1.3.1 Le système de sécrétion de type I 

Les T1SSs ont été retrouvés dans un grand nombre de bactéries à Gram-négatifs, y 

compris les agents pathogènes des plantes et des animaux, où ils transportent leurs substrats à 

l’aide d’un processus en une seule étape à travers les membranes bactériennes internes et 

externes (Thomas, Holland, & Schmitt, 2014). Les T1SSs peuvent être illustrés par exemple par 

la sécrétion des hémolysines retrouvées chez Escherichia coli (E. coli) qui est composé d’un 

système simple et tripartite (Fig. 9). Ils consistent en un transporteur ATP-binding cassette 

(transporteur ABC) au niveau de la membrane interne, une protéine de fusion membranaire 

(MFP : membrane fusion protein) formant un pont entre les membranes internes et externes, et 

un facteur de membrane externe (OMF : outer membrane factor) retrouvé au niveau de la 

membrane externe. Le transporteur ABC a plusieurs fonctions, dont l’hydrolyse de l’ATP pour 

fournir l’énergie pour effectuer la translocation des substrats à travers la membrane, il interagit 

avec la MFP et enfin il participe à la reconnaissance du substrat (Balakrishnan, Hughes, & 

Koronakis, 2001; Kanonenberg, Schwarz, & Schmitt, 2013). Les T1SSs sont étroitement liés à 

la famille de pompe à efflux des multiples médicaments appelée resistance-nodulation-division 

(RND). Les RNDs participent à l’efflux des molécules hors de la cellule et sont importants pour 

la résistance aux antibiotiques chez les bactéries à Gram-négatifs (Murakami, Nakashima, 

Yamashita, & Yamaguchi, 2002; Nakashima, Sakurai, Yamasaki, Nishino, & Yamaguchi, 2011; 

Piddock, 2006). Il y a quelques années une première structure des T1SSs, obtenue par 

cryomicroscopie électronique (Cryo-EM : cryo-electron microscopy) à une résolution de 16 Å, 

a permis de révéler un canal continu et de confirmer que les T1SSs s’étendent bien au niveau 

des membranes internes et externes des bactéries à Gram-négatifs (Fig. 11) (Du et al., 2014). 

Très récemment, des nouvelles structures des T1SSs, obtenues par cryo-EM à plus haute 

résolution, de 3.6 Å à 6.5 Å, ont permis de capturer différents états conformationnels de la 

pompe à efflux (Fig. 12) (Z. Wang et al., 2017). 
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Figure 11. Modèle pseudo atomique obtenu par cryo-EM de la pompe à efflux du 
médicament (drug efflux pump). A) Superposition de la carte de densité électronique de 
la pompe à efflux AcrA-AcrB-AcrZ-TolC et des structures à hautes résolutions obtenues 
par cristallographie aux rayons X d’AcrA (Protein data bank (PDB) code : 2F1M), AcrB 
(PDB code : 4CDI), AcrZ (PDB code : 4C48) et TolC (PDB code : 2XMN). B) Vue à 
travers la reconstruction et le modèle montrant le canal continu à travers la paroi cellulaire. 
Image adaptée de (Du et al., 2014). 
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Figure 12. Structures, obtenues par cryo-EM, de la pompe à efflux AcrAB-TolC 
stabilisée par un pont disulfure pour obtenir un canal fermé à une résolution de 6.5 Å. A) 
À gauche de l’image est représentée la carte de densité électronique de la pompe à efflux 
avec TolC (représentée en rouge) dans un état fermé, AcrA (représentée en vert et en 
orange) et AcrB (représentée en bleu). Au centre est montrée une vue en coupe de la 
pompe à efflux montrant le canal fermé. Sur la droite, une représentation en ruban de la 
pompe à efflux est représentée. B) Comparaison des classes 2D moyennes obtenues pour 
la pompe à efflux dans sa forme fermée (en haut), en présence de puromycine (au milieu) 
et de l’inhibiteur MBX3132 (en bas). Image adaptée de (Z. Wang et al., 2017). 
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1.3.2 Le système de sécrétion de type II 

Le T2SS est une nanomachine multiprotéique constituée de 12 à 15 composants qui 

s’étend au niveau des membranes internes et externes des bactéries (Korotkov, Sandkvist, & 

Hol, 2012; Reichow, Korotkov, Hol, & Gonen, 2010). Les T2SSs sont retrouvés dans des 

centaines de bactéries à Gram-négatifs, incluant des espèces pathogéniques, et ils secrètent des 

substrats de l’espace périplasmique vers l’environnement extérieur (Nivaskumar & Francetic, 

2014). Les T2SSs sont responsables de la sécrétion de toxines vitales telle que la toxine 

cholérique provenant de Vibrio cholerae (V. cholerae) par exemple (Sandkvist et al., 1997). Les 

T2SSs utilisent un mécanisme de translocation en deux étapes. Au cours de la première étape, 

la protéine effectrice traverse la membrane interne par l’intermédiaire des systèmes de 

translocations Sec ou Tat (Gold, Duong, & Collinson, 2007; Voulhoux et al., 2001). Une fois 

dans le périsplasme, la protéine effectrice est transloquée par le T2SS à travers la membrane 

externe. Il y a quelques années, la structure du T2SS au niveau de l’espace membranaire externe 

chez V. cholerae a été résolue, par cryo-EM, a une résolution de 19 Å (Fig. 13) (Reichow et al., 

2010). Cette structure a une organisation dodecamérique avec un canal central qui possède une 

porte au niveau de l’espace périplasmique. Récemment, des nouvelles structures de cryo-EM de 

ce même complexe des T2SSs, au niveau de sa portion externe, ont été obtenues à plus hautes 

résolutions allant jusqu’à environ 3 Å de résolution (Fig. 14) (Yan, Yin, Xu, Zhu, & Li, 2017). 

Ces nouvelles structures ont permis de révéler des détails conformationels des T2SSs 

notamment au niveau du mécanisme d’ouverture et de fermeture qui se déroule lors de la 

translocation des substrats. Malgré le fait que la plupart des composants des T2SSs ont pu être 

caractérisés individuellement ou au niveau du complexe retrouvé dans l’espace périsplasmique 

et la membrane externe des bactéries, il reste cependant de nombreuses inconnues structurales 

notamment au niveau de la membrane interne des bactéries et du compartiment cytoplasmique 

(Korotkov et al., 2012; Nivaskumar & Francetic, 2014; Yan et al., 2017).  
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Figure 13. Architecture structurale du T2SS. A) Reconstruction Cryo-EM de la sécrétine 
GspD retrouvée chez V. cholerae obtenue à 19 Å de résolution. La vue en coupe dévoile 
le vestibule périplasmique, une constriction, la porte périplasmique, une chambre 
extracellulaire et une porte extracellulaire. Le panneau de droite montre la superposition 
des modèles en anneaux pour les domaines N-terminaux de GspD et la carte de densité 
électronique obtenue par cryo-EM. Les vues d’en bas du panneau présentent des vues de 
surfaces du complexe externe des T2SSs. B) Modèle moléculaire du T2SS. Les 
composants du système sont présentés en orange pour l’ATPase E, en vert pour la 
plateforme des protéines retrouvées au niveau de la membrane interne, en argent pour le 
pseudopilus KI, en rose pour la pseudopiline G et en bleu, cyan et violet pour le canal 
formé par GspD. Image adaptée de (Reichow et al., 2010). 
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Figure 14. Structure du T2SS chez V. cholerae, obtenue par cryo-EM à environ 3 Å de 
résolution, et changements conformationnels dans un état partiellement ouvert du T2SS. 
A) Vue de coupe du modèle du T2SS superposé avec la carte de densité électronique 
calculée par cryo-EM. En jaune et vert est représentée la toxine cholérique. B) Vues de 
coupes du T2SS dans son état sauvage, sur la gauche, et du T2SS variant G453A, sur la 
droite, permettant de visualiser un état partiellement ouvert. C) Diagramme schématique 
montrant le mécanisme d’ouverture de la porte périplasmique dans des états fermés, sur 
la gauche, et ouverts, sur la droite. Image adaptée de (Yan et al., 2017). 

 

1.3.3 Le système de sécrétion de type III 

Les T3SSs sont retrouvés dans un grand nombre d’agents pathogènes faisant partie des 

bactéries à Gram-négatifs (Buttner, 2012; Mota & Cornelis, 2005). Les T3SSs ont été décrits 

comme « injectisomes » et comme des « instruments en aiguilles et seringues » du fait de leur 

structure (Blocker et al., 2001; Cornelis, 2006; Deng et al., 2017; Kubori et al., 1998). Ils 

permettent le transfert de protéines de virulence dans le cytoplasme des cellules eucaryotes de 

manière indépendante du système Sec (Cornelis & Van Gijsegem, 2000). Les T3SSs sont 

génétiquement, structurellement et fonctionnellement reliés aux systèmes des flagelles 
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bactériennes (Cornelis & Van Gijsegem, 2000). Ils sont composés de plus de 20 protéines 

différentes qui forment une nanomachine traversant l’enveloppe des cellules bactériennes 

(Abrusci, McDowell, Lea, & Johnson, 2014; Burkinshaw & Strynadka, 2014; Galan & Wolf-

Watz, 2006). Des structures, obtenues par cryotomographie électronique, intactes et in situ du 

T3SS provenant de Chlamydia trachomatis, ont été reportées dans des états liés ou non avec la 

cellule hôte (Fig. 15) (Nans, Kudryashev, Saibil, & Hayward, 2015). Cette étude a révélé des 

changements synergiques dans les compartiments du T3SS comprenant l’aiguille, le corps basal 

et le complexe cytoplasmique appelé ATPase-sortante. Cette investigation a suggéré que le 

T3SS fonctionne comme une seringue moléculaire et que le corps basal sera bien resserré 

lorsque la pointe de l’aiguille entre en contact avec la membrane de la cellule hôte. Ce 

compactage est couplé à la stabilisation de l’ATPase-sortante et éventuellement initiera le 

transfert des substrats dans le complexe de sécrétion (Nans et al., 2015). 

 

 

Figure 15. Structures in situ du T3SS provenant de Chlamydia avec et sans contact avec 
la cellule hôte. A) Analyse cryoélectronique, in situ, montrant des sous-tomogrammes 
moyens du T3SS provenant de Chlamydia trachomatis et le modèle de surface 
tridimensionnel correspondant à ces sous-tomogrammes. B) Comparaison des sous-
tomogrammes et des modèles correspondants obtenus avec et sans attachement à la cellule 
hôte. Les barres d’échelles représentées en noir correspondent à 15 nm. Image adaptée de 
(Nans et al., 2015). 
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1.3.4 Le système de sécrétion de type IV 

 Les T4SSs sont des systèmes polyvalents s’étendant sur les membranes bactériennes que 

l’on trouve à la fois dans les bactéries à Gram-positifs et aussi dans les bactéries à Gram-

négatifs. Les T4SSs peuvent sécréter un large éventail de substrats tels que de l’ADN seul, des 

complexes ADN-protéines et des complexes protéines-protéines (Cascales & Christie, 2003). 

Comme les T4SSs sont capables de transférer à la fois de l’ADN et des protéines, ils peuvent 

remplir diverses fonctions telles que le transfert de l’ADN par conjugaison, l’absorption et la 

libération de l’ADN et la translocation des protéines effectrices ou des complexes ADN-

protéines directement dans les cellules réceptrices (Green & Mecsas, 2016). Les T4SSs sont 

également impliqués dans le transfert de plasmides par conjugaison jouant un rôle clé dans la 

propagation des gènes de résistance aux antibiotiques (Alvarez-Martinez & Christie, 2009; 

Kuldau, De Vos, Owen, McCaffrey, & Zambryski, 1990). Les T4SSs seront discutés en détail 

dans les sections suivantes de ce chapitre. 

 

1.3.5 Le système de sécrétion de type V 

Les T5SSs ont été décrits comme étant les systèmes de sécrétions, retrouvés chez les 

bactéries, les moins complexes (Henderson, Cappello, & Nataro, 2000a, 2000b). Les T5SSs sont 

des systèmes de sécrétions qui s’étendent uniquement au niveau de la membrane externe des 

bactéries. Ils sécrètent des facteurs de virulence et participent à l’adhésion cellulaire et la 

formation de biofilms. Les substrats des T5SSs sont uniques du fait qu’ils traversent la 

membrane interne des bactéries, dans un état pas complètement replié, avec l’aide d’un appareil 

de sécrétion dédié, par exemple par l’intermédiaire du système Sec, ou d’un canal membranaire 

et ainsi ils se sécrètent d’eux-mêmes (Green & Mecsas, 2016; van Ulsen, Rahman, Jong, Daleke-

Schermerhorn, & Luirink, 2014). Ces protéines ou groupes de protéines portent leur propre 

domaine en tonneau bêta qui s’insère dans la membrane externe et forme un canal permettant la 

sécrétion des molécules effectrices ; voilà pourquoi ils sont nommés autotransporteurs (Leo, 

Grin, & Linke, 2012; Leyton, Rossiter, & Henderson, 2012; Pohlner, Halter, Beyreuther, & 

Meyer, 1987). Les T5SSs peuvent être divisés en trois groupes en fonction du nombre de 

composants protéiques : la voie de type Va, la voie de sécrétion de type Vb ou bipartenaire et la 
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voie de type Vc ou la famille AT-2 (Fig. 16) (Henderson, Navarro-Garcia, Desvaux, Fernandez, 

& Ala'Aldeen, 2004; Leyton et al., 2012). Le type Va est encodé par un transcrit et il est constitué 

de quatre à cinq domaines : une séquence signal ciblant l’export dépendant du système Sec, un 

domaine C-terminal de translocation qui forme le canal retrouvé au niveau de la membrane 

externe de la bactérie, un effecteur sécrété aussi appelé le domaine de passage, un domaine 

connecteur et parfois un domaine protéase qui coupe le domaine de passage une fois qu’il est 

passé à travers le canal (Jose, Jahnig, & Meyer, 1995; Leyton et al., 2012). Le type Vb est 

similaire au type Va mais il possède deux transcrits, un encodant pour le domaine de passage et 

le second pour le domaine de translocation (Henderson et al., 2004). Pour le cas du type Vc, la 

translocation vers la membrane externe se produit après la trimérisation des sous-unités et les 

régions C-terminales forment le domaine en feuillets bêtas du pore (Roman-Hernandez, 

Peterson, & Bernstein, 2014; Surana, Cutter, Barenkamp, & St Geme, 2004).  
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Figure 16. Vue d’ensemble schématique des T5SSs. Les types Va (sur la gauche), Vb (au 
centre) et Vc (sur la droite) sont décrits sur ce schéma. Les quatre domaines fonctionnels 
sont montrés : la séquence signal du système Sec, le domaine de passage, la région 
connectrice et le domaine en feuillets bêta. La translocation des protéines d’autotransports 
à travers la membrane interne est réalisée par l’intermédiaire du système Sec. Le domaine 
en tonneaux bêta forme un pore dans la membrane externe. Après la formation des pores, 
le domaine passager s’insère dans le pore et se voit transloqué vers la surface cellulaire où 
il peut subir de nouvelles modifications. Image adaptée de (Henderson et al., 2004). 
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1.3.6 Le système de sécrétion de type VI 

Les T6SSs sont des systèmes de sécrétion bactériens récemment découverts (Mougous 

et al., 2006). Ils recouvrent l’enveloppe de la cellule et sont impliqués dans la sécrétion de 

facteurs de virulence dans les cellules hôtes, incluant les cellules eucaryotes et plus 

communément les bactéries (Russell, Peterson, & Mougous, 2014). Les T6SSs sont retrouvés 

principalement dans les protéobactéries à Gram-négatifs (Boyer, Fichant, Berthod, 

Vandenbrouck, & Attree, 2009; Russell et al., 2011). Les T6SSs sont des très gros complexes, 

avec pas moins de 21 protéines codées dans un groupe de gènes continus dont 13 de ces 

protéines, qui semblent être conservées dans tous les T6SSs, jouent un rôle au niveau de la 

structure du système de sécrétion (Russell et al., 2014). Au niveau structural les T6SSs sont très 

similaires aux complexes d’assemblage de la queue des bactériophages puisqu’ils sont 

composés d’un complexe membranaire retrouvé au niveau de la membrane interne des bactéries 

et d’une queue tubulaire qui s’étend à travers la cellule et dans le cytoplasme (Cianfanelli, 

Monlezun, & Coulthurst, 2016; Ho, Dong, & Mekalanos, 2014; Ma, Lin, & Lai, 2009; Pukatzki, 

Ma, Revel, Sturtevant, & Mekalanos, 2007). Des structures de cryo-EM du T6SS provenant de 

V. cholerae (code PDB :  3J9G) et de Francisella tularensis (codes PDB : 3J9O) suggèrent que 

le mécanisme de sécrétion des T6SSs à travers les membranes est similaire au mécanisme de 

contraction retrouvé au niveau des queues des phages (Clemens, Ge, Lee, Horwitz, & Zhou, 

2015; Kube et al., 2014; Kudryashev et al., 2015). Pour cela, le domaine dénommé de la gaine 

ou du manchon se contracte et propulse la queue tubulaire à travers la paroi cellulaire vers la 

cellule hôte pour au final induire une perforation membranaire pour que les protéines effectrices 

soient relâchées (Kube et al., 2014). Suite au largage des protéines effectrices, le domaine de la 

gaine se désassemblera par l’intermédiaire de l’action d’une ATPase cytoplasmique ClpV (Fig. 

17) (Cianfanelli et al., 2016; Kube et al., 2014).  
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Figure 17. Représentation schématique de la structure et du mécanisme d’action des 
T6SSs. A) Dans l’état étendu, le domaine de gaine (représenté en bleu foncé) est assemblé 
à partir des composantes cytoplasmiques et membranaires. B) Dans un second temps, le 
domaine de gaine se contracte et se déplace du compartiment cytoplasmique vers la cellule 
hôte (représenté en bleu ciel) en brisant les membranes bactériennes et de la cellule hôte. 
C)  Après largage des protéines effectrices, le domaine de gaine sera désassemblé par 
l’intermédiaire de l’intervention de l’ATPase ClpV (représentée en vert). Image adaptée 
de (Cianfanelli et al., 2016). 
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1.3.7 Le système de sécrétion de type VII 

Initialement, les T7SSs ont été identifiés chez Mycobacterium tuberculosis où ils ont été 

nommés système ESX (early secretory Ag target 6 (ESAT-6) system) (Abdallah et al., 2011; 

Houben et al., 2014; Simeone, Bottai, & Brosch, 2009; Stanley, Raghavan, Hwang, & Cox, 

2003). Par la suite, ils ont été retrouvés chez d’autres bactéries à Gram-positifs contenant une 

mycomembrane telle que Corybacterium glutamicum, ou ne contenant pas de mycomembrane 

telles que Staphyloccocus aureus ou Listeria monocytogenes. La mycomembrane est une 

barrière hydrophobe, caractérisée par la présence d’acides mycoliques, fonctionnellement 

équivalente à la membrane externe des bactéries à Gram-négatif (Laneelle, Tropis, & Daffe, 

2013; Marrakchi et al., 2014). Au niveau structural, les T7SSs sont constitués d’une machinerie 

cytoplasmique qui sert à amener les substrats vers le complexe de sécrétion, un complexe central 

retrouvé au niveau de la membrane interne des bactéries, une protéase liée à la membrane avec 

un domaine périplasmique (MycP dans le cas des Mycobactéries) qui est associé au complexe 

central pour traiter les substrats et un canal retrouvé au niveau de la membrane externe de la 

bactérie permettant la sécrétion des substrats (Fig. 18 et Fig. 19) (Beckham et al., 2017; Houben 

et al., 2014). 
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Figure 18. Modèle des T7SSs basé sur des études réalisées chez Mycobacterium. Les 
protéines Esx et PE/PPE sont des substrats et EspG est un composant cytoplasmique 
impliqué dans la reconnaissance et la translocation des substrats dans le complexe. EccB, 
EccC, EccD et EccE sont des composants du complexe central retrouvés au niveau de la 
membrane interne des bactéries. La protéine EccC, possédant trois domaines de liaison 
nucléotidiques, amène l’énergie nécessaire pour effectuer la translocation des substrats à 
travers le complexe. Il est important de noter que les composants du canal retrouvés au 
niveau de la membrane externe des bactéries ne sont toujours pas définis. Image adaptée 
de (Houben et al., 2014). 
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Figure 19. Reconstruction tridimensionnelle, obtenue par cryo-EM à 13 Angström de 
résolution, du complexe membranaire central retrouvé au niveau du ESX-5. Vues 
orthogonales de la carte de densité électronique reconstruite en appliquant une symétrie 
C6, montrant une structure de 28 x 16 nm avec un canal central d’un diamètre d’environ 
5 nm. La carte de densité électronique est représentée en vue supérieure, latérale et de 
dessous. Image adaptée de (Beckham et al., 2017).  

 

1.3.8 Le système de sécrétion de type VIII 

 Le système de sécrétion bactérien suivant est le T8SS, aussi appelé ENP chez les 

bactéries à Gram-négatifs, qui comprend des protéines d’assemblages de surfaces, les fimbriae, 

permettant l’adhésion aux surfaces et aussi la formation de biofilmes (Austin, Sanders, Kay, & 

Collinson, 1998). Dans la formation de biofilmes, la population bactérienne s’insère dans une 

matrice extracellulaire (ECM : extracellular matrix), produite de manière endogène, permettant 

une adhérence que ce soit aux surfaces abiotiques, tel que le verre, ou biotiques, telles que les 

cellules épithéliales (Adcox et al., 2016). L’ECM est généralement constituée de 

polysaccharides, de protéines, d’acides nucléiques et des fimbriae qui sont la principale 

composante protéique (Choong et al., 2016). D’un point de vue structural, les fimbriae forment 

un canal au niveau de la membrane externe des bactéries et les sous-unités majoritaires, CsgA, 

et minoritaires, CsgB, des fimbriae forment un échafaudage orienté vers l’environnement 

extracellulaire (Fig. 20) (Hammer et al., 2012; Hospenthal et al., 2017).  
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Figure 20. Mécanisme de formation des fimbriae. Les fimbriae sont assemblées par une 
voie de sécrétion dédiée qui commence par le transport de la sous-unité majoritaire CsgA, 
dans un état pas correctement replié, vers le périplasme par l’intermédiaire du système 
Sec. Le transporteur des fimbriae, CsgG, oligomérise pour former un canal de 
translocation au niveau de la membrane externe des bactéries permettant de faire passer 
CsgA à la surface de la cellule. CsgB est la sous-unité minoritaire retrouvée chez les 
fimbriae et elle est associée à la membrane externe de la bactérie. Les protéines CsgE et 
CsgF sont impliquées dans le transport de CsgA et CsgB. Actuellement, la fonction de 
CsgC n’est toujours pas définie. Image adaptée de (Hospenthal et al., 2017). 
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1.3.9 Le système de sécrétion de type IX 

Le dernier système de sécrétion bactérien, très récemment découvert, est le T9SS, aussi 

appelé le système de sécrétion Por (PorSS) ou PerioGate (Lasica et al., 2017; McBride & Zhu, 

2013; Sato et al., 2010; Sato et al., 2013; Veith et al., 2017). Il peut être catégorisé comme étant 

un moyen de mouvement pour les bactéries environnementales ou une arme pour les agents 

pathogènes (Lasica et al., 2017; Shrivastava, Johnston, van Baaren, & McBride, 2013). Les 

protéines sécrétées par le T9SS portent d’une part un peptide signal N-terminal permettant leur 

translocation à travers la membrane interne par l’intermédiaire du système Sec et d’autre part 

un signal de sécrétion C-terminal permettant leur passage au travers de la membrane externe via 

le T9SS (Abby et al., 2016; Veith et al., 2013; M. S. Vincent et al., 2017). Après la translocation, 

le signal de sécrétion est clivé et les substrats subissent une série de glycosylations permettant 

leur attachement au niveau de la cellule hôte (Fig. 21) (Gorasia et al., 2015; Veith et al., 2013). 

Actuellement, 18 gènes sur un total de 29 candidats se sont avérés essentiels pour la fonction du 

T9SS chez Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) (Heath et al., 2016). D’un point de vue 

structural, l’organisation générale et l’architecture de ce système de sécrétion ne sont pas 

connues. Cependant, il a été rapporté, que chez P. gingivalis, au moins PorK, PorL, PorM et 

PorN s’assemblent pour former un complexe d’environ 1,4 MDa (Sato et al., 2010). De plus, il 

a été montré, par microscopie électronique à coloration négative, que PorK et PorN sont associés 

à la membrane externe pour former un complexe en forme d’anneau (Gorasia et al., 2016). Et 

très récemment, il a été relaté que les protéines PorKLMNP s’assemblent pour former un 

complexe couvrant l’enveloppe cellulaire, avec une protéine centrale, PorM, reliant les 

complexes de la membrane interne, PorLM, et de la membrane externe, PorKN (Fig. 22) (M. S. 

Vincent et al., 2017). 
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Figure 21. Mécanisme général de translocation des substrats retrouvés au niveau des 
T9SS. Les substrats sont synthétisés avec un peptide signal N-terminal permettant leur 
exportation vers le périplasme via la voie Sec. Une fois dans le périplasme, ils sont 
adressés à la surface cellulaire par le T9SS. Pour finir, les substrats subissent un clivage 
du signal de sécrétion et une série de glycosylations permettant leur attachement au niveau 
de la cellule hôte. Image adaptée du site internet suivant http://www.cascaleslab.fr/les-
themes/t9ss/. 
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Figure 22. Représentation schématique du complexe central des T9SS, composé de 
PorKLMNP, provenant de P. gingivalis. Modèle mettant en évidence les localisations et 
les topologies des protéines, ainsi que le modèle PorP. Image adaptée de (M. S. Vincent 
et al., 2017). 

 

1.4 Vue d’ensemble des systèmes de sécrétions de type IV 

Cette thèse est axée sur l’analyse des T4SSs et par conséquent, le reste de l’introduction 

fournira un aperçu plus complet des composants et des fonctions des T4SSs.  

Les T4SSs traversent les membranes internes et externes des bactéries. Ils sont 

caractérisés par leur capacité à transporter de l’ADN en complexe avec des protéines ou des 

protéines seules dans des cellules hôtes et à importer de l’ADN provenant d’autres bactéries ou 

du milieu extracellulaire. Les T4SSs sont classifiés sur la base de leurs relations ancestrales avec 

les machineries de conjugaison retrouvées chez les bactéries à Gram-négatifs et ils participent à 

la propagation des gènes de résistance aux antibiotiques (Christie, 2004). Les plasmides 

pKM101 (Incompatibility group (Inc) N), R64 (IncI), R388 (IncW) et RP4 (IncP) sont des 

exemples de plasmides de conjugaison qui sont transférés par les T4SSs qui les encodent 

(Christie, 2001; Seubert, Hiestand, de la Cruz, & Dehio, 2003). Un grand nombre de bactéries 

à Gram-négatifs, qui sont pathogènes, possèdent des T4SSs utilisés pour participer à leur 
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virulence par exemple Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens), qui est une bactérie 

pathogène des plantes, ou bien les bactéries pathogènes des animaux tels que Brucella species 

(Brucella sp.), Helicobacter pylori (H. pylori), Legionella pneumophila (L. pneumophila), 

Bordetella pertussis (B. pertussis) et Bartonella henselae (B. henselae) (Cascales & Christie, 

2003). 

 

1.4.1 Classifications des systèmes de sécrétions de type IV 

Les T4SSs sont utilisés pour effectuer diverses fonctions telles que l’échange d’ADN 

avec d’autres bactéries et le transport d’ADN oncogénique et des protéines vers les cellules de 

l’hôte (Fig. 23) (Alvarez-Martinez & Christie, 2009; Baron, 2005). Les T4SSs sont classés en 

trois catégories selon la fonction qu’ils exercent. Le premier groupe comprend les T4SSs qui 

permettent les phénomènes de conjugaison et de transfert d’ADN entre les cellules par contact 

direct (Alvarez-Martinez & Christie, 2009). Ce type de T4SS est retrouvé chez les bactéries à 

Gram-positifs et aussi chez les bactéries à Gram-négatifs telles que chez A. tumefaciens où le 

T4SS transporte des complexes d’ADN oncogénique et des protéines à l’intérieur des cellules 

des plantes (Zupan, Muth, Draper, & Zambryski, 2000). Le second groupe de T4SS transporte 

des protéines pour s’accrocher aux cellules de l’hôte et transférer leurs facteurs de virulence. 

Cette fonction est retrouvée par exemple chez Brucella suis (B. suis) qui utilise le T4SS pour 

transporter des protéines effectrices dans les cellules de l’hôte ou bien chez de nombreuses 

bactéries pathogènes pour l’homme telles que B. pertussis, H. pylori ou L. pneumophila 

(Cascales & Christie, 2003; O'Callaghan et al., 1999). Le troisième et dernier groupe de T4SSs 

est impliqué dans les phénomènes d’absorption et de libération d’ADN dans l’environnement 

extracellulaire. Cette troisième fonction des T4SSs est retrouvée par exemple chez H. pylori, 

par l’intermédiaire du système ComB, ou chez Neisseria gonorrhoeae (N. gonorrhoeae) 

(Alvarez-Martinez & Christie, 2009).  

De plus, les T4SSs sont aussi classés selon la similarité de séquence par rapport aux 

systèmes de conjugaison (Fig. 24). Les T4SSs sont classés en système de sécrétion de type IVA 

(T4ASS) si leurs composants structuraux ressemblent au complexe VirB/D4 provenant d’A. 

tumefaciens (Christie & Vogel, 2000). Du fait de la similarité des composants structuraux de 
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certains T4SSs avec le système de conjugaison du plasmide IncI, une autre classe de T4SSs 

appelée système de sécrétion de type IVB (T4BSS) a été créée (Christie & Vogel, 2000). Ces 

T4BSSs ont tout d’abord été identifiés chez la bactérie pathogène pour l’homme L. pneumophila 

(Christie & Vogel, 2000). Il a été trouvé que la pathogénicité de L. pneumophila dépend du 

complexe du T4BSS appelé Dot/Icm composé d’environ 27 composants (Fig. 25) (Kubori et al., 

2014; Nagai & Kubori, 2011; Segal, Purcell, & Shuman, 1998; Sutherland, Binder, Cualing, & 

Vogel, 2013; C. D. Vincent et al., 2006; Vogel, Andrews, Wong, & Isberg, 1998). Par la suite, 

les T4BSSs ont aussi été retrouvés chez des agents pathogènes pour les animaux tels que chez 

les bactéries Coxiella burnetti et Rickettsiella grylli (Leclerque & Kleespies, 2008; Nagai & 

Kubori, 2011; Zamboni, McGrath, Rabinovitch, & Roy, 2003; Zusman, Yerushalmi, & Segal, 

2003). 

Le T4ASS, et donc le complexe VirB/D4, sera explicité en détail dans les sections 

suivantes. 

 

Figure 23. Les T4SSs participent à diverses fonctions chez les bactéries. Image adaptée 
de (Baron, 2005). 
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Figure 24. Représentation schématique des similarités de séquences entre les systèmes 
de conjugaison, les T4ASSs et les T4BSSs. Image adaptée du site internet suivant 
http://nagailab.biken.osaka-u.ac.jp/research-en et créée par le laboratoire Nagai. 
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Figure 25. Modèle schématique du T4BSS provenant de L. pneumophila. Les 27 
protéines faisant partie du T4BSS sont positionnées selon leurs emplacements 
subcellulaires prédits ou expérimentalement déterminés. Les protéines Dot sont nommées 
avec la dernière lettre de leur nom. Les protéines Icm sont désignées de la même manière, 
mais sont précédées d’un « i ». Image adaptée de (Sutherland et al., 2013). 

 

1.4.2 Vue d’ensemble au niveau structural des systèmes de sécrétions de type 

IV 

Malgré la diversité fonctionnelle mentionnée précédemment, de nombreux T4SSs 

ressemblent au T4ASS VirB/D4 provenant d’A. tumefaciens. Ce complexe VirB/D4 est 

constitué de 12 composants (Fig. 26) (Baron, 2005; Christie, Whitaker, & Gonzalez-Rivera, 

2014; Redzej, Waksman, & Orlova, 2015). Les protéines VirB1 à VirB11 sont traduites par 

l’intermédiaire de l’opéron virB alors que la protéine VirD4 est traduite via l’opéron virD. Au 

sein de ce complexe VirB/D4, les protéines VirB4, VirB11 et VirD4 sont des ATPases, situées 

au niveau du compartiment cytoplasmique du complexe, qui amènent l’énergie nécessaire pour 

effectuer les fonctions du T4SS. Les protéines VirB3, VirB6, VirB7, VirB8, VirB9 et VirB10 
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sont retrouvées au niveau de la partie membranaire et périplasmique et elles forment le complexe 

central de la machinerie de translocation. Et pour finir, les protéines VirB2 et VirB5, qui sont 

retrouvées essentiellement au niveau de la partie extracellulaire de ce complexe, forment les 

sous-unités du pilus permettant le contact avec les cellules de l’hôte.  

 

Figure 26. Représentation schématique du T4ASS. Les 12 composants de ce système de 
sécrétion sont localisés dans les membranes internes et externes de la bactérie, au niveau 
des compartiments cytoplasmique et périplasmique ainsi qu’au niveau de l’espace 
extracellulaire pour participer à l’attachement avec les cellules de l’hôte. Image adaptée 
de (Redzej et al., 2015). 
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1.4.3 Description individuelle des protéines participant à l’architecture des 

systèmes de sécrétions de type IV 

VirB1 est une protéine périplasmique connue pour partager le même repliement au 

niveau structural que celui retrouvé chez le lysozyme (Bayer et al., 1995; Koraimann, 2003). De 

plus, VirB1 est décrite comme étant une transglycosylase lytique qui dégrade les 

peptidoglycanes périplasmiques et facilite l’assemblage du T4SS à travers la paroi cellulaire 

(Hoppner, Liu, Domke, Binns, & Baron, 2004). Le domaine C-terminal de cette protéine est 

sécrété dans le milieu extracellulaire et participe à la biogenèse du T-pilus (Baron, Llosa, Zhou, 

& Zambryski, 1997; Zupan, Hackworth, Aguilar, Ward, & Zambryski, 2007). De surcroit, cette 

transglycosylase est associée avec le canal de sécrétion et interagit plus particulièrement avec 

les protéines VirB8, VirB9 et VirB11 (Hoppner, Carle, Sivanesan, Hoeppner, & Baron, 2005). 

Pour finir, il a été montré que des changements au niveau du site actif de VirB1 mènent à une 

réduction de la virulence (Hoppner et al., 2004). 

VirB2 et VirB5 sont les pilines majoritaires et minoritaires, respectivement, et sont les 

sous-unités d’assemblages des pili à la surface de la cellule (Aly & Baron, 2007; Eisenbrandt et 

al., 1999; Fullner, Lara, & Nester, 1996; Lai, Chesnokova, Banta, & Kado, 2000; Lai, 

Eisenbrandt, Kalkum, Lanka, & Kado, 2002). Les pili sont des appendices cellulaires qui sont 

cruciaux à la fois pour l’adhésion des bactéries à des surfaces ou aux cellules hôtes, mais aussi 

pour l’interaction avec d’autres bactéries (Thanassi, Bliska, & Christie, 2012). Pour la biogenèse 

des pili, VirB2 est clivée au niveau de sa partie N-terminale puis transformée afin d’aboutir à 

une forme cyclique (Eisenbrandt et al., 1999; Lai et al., 2002). De plus, VirB5 permet les 

processus d’adhésion à la pointe des pili et se trouve être essentiel pour l’incorporation de VirB2 

dans les pili (Lai et al., 2000; Schmidt-Eisenlohr, Domke, Angerer, et al., 1999; Schmidt-

Eisenlohr, Domke, & Baron, 1999). 

VirB3 est une petite protéine membranaire, prédite pour contenir un ou deux domaines 

transmembranaires proches de sa partie N-terminale, qui fait partie du complexe retrouvé au 

niveau de la membrane interne de la bactérie (Fronzes, Christie, et al., 2009). Des études ont 

montré sa colocalisation avec VirB6 et aussi que son niveau d’accumulation est affecté par la 

présence de VirB4 (Jones, Shirasu, & Kado, 1994; P. K. Judd, R. B. Kumar, & A. Das, 2005; 
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Yuan, Carle, Gao, Sivanesan, Aly, Hoppner, et al., 2005). Des fusions entre les homologues de 

VirB4 et VirB3 ont été trouvées dans certains T4SS (par exemple chez Campylobacter jejuni) 

soulignant l’interaction entre ces protéines (Wallden, Rivera-Calzada, & Waksman, 2010). 

VirB3 est aussi impliquée au niveau de l’assemblage du complexe et plus particulièrement au 

niveau des pilines VirB2 et VirB5 (Yuan, Carle, Gao, Sivanesan, Aly, Hoppner, et al., 2005). 

VirB4 est une ATPase essentielle à la fois pour la biogenèse du pilus et aussi pour la 

sécrétion des substrats des T4SSs par l’intermédiaire de ses motifs Walker A et Walker B 

(Berger & Christie, 1993; Fullner, Stephens, & Nester, 1994; Rabel, Grahn, Lurz, & Lanka, 

2003). VirB4 est localisée sur le côté cytoplasmique de la membrane interne des bactéries et 

comprend un domaine C-terminal qui possède l’activité ATPase et un domaine N-terminal qui 

interagit avec la membrane (Middleton, Sjolander, Krishnamurthy, Foley, & Zambryski, 2005). 

Récemment, des structures de microscopie électronique et de cristallographie à rayons-X de 

VirB4 en complexe, dans un état lié ou non, avec VirB7-VirB9-VirB10 provenant du plasmide 

pKM101 ont été déterminées (Wallden et al., 2012). L’état oligomérique de VirB4 peut varier 

en fonction de l’association membranaire, de la liaison avec l’ATP ou de l’hydrolyse et aussi 

des interactions avec d’autres sous-unités des T4SSs (Christie et al., 2014; Fronzes, Christie, et 

al., 2009).  

VirB6 est une protéine polytopique de la membrane interne des bactéries comprenant 5 

ou 6 domaines transmembranaires et une grande boucle périplasmique (Alvarez-Martinez & 

Christie, 2009). VirB6 est impliquée dans la sécrétion du substrat et, chez A. tumefaciens, cette 

protéine entre directement en contact avec l’ADN lors de sa translocation à travers la membrane 

interne (Cascales & Christie, 2003; Christie et al., 2014). De plus, les niveaux d’expression de 

VirB3 et VirB5 dans la cellule sont affectés en absence de VirB6 (Hapfelmeier, Domke, 

Zambryski, & Baron, 2000). Pour finir, chez A. tumefaciens, VirB6 interagit avec VirB8, 

probablement par l’intermédiaire de sa boucle périplasmique, pour transférer le substrat d’ADN 

provenant de VirB11 dans le canal de sécrétion (E. Cascales & P. J. Christie, 2004b; S. J. 

Jakubowski, V. Krishnamoorthy, E. Cascales, & P. J. Christie, 2004; Villamil Giraldo, Mary, 

Sivanesan, & Baron, 2015). 

VirB7 est une petite lipoprotéine qui est insérée dans la membrane externe des bactéries 

et qui interagit avec VirB9, dans certains cas par l’intermédiaire notamment de ponts disulfures, 
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et ainsi la stabilise (Baron, Thorstenson, & Zambryski, 1997; Fernandez, Dang, et al., 1996). De 

plus, la formation de l’hétérodimère VirB7-VirB9, dont la structure a été déterminée par 

résonnance magnétique nucléaire (RMN), stabilise les autres composants du T4SS (Bayliss et 

al., 2007; Fernandez, Spudich, Zhou, & Christie, 1996). 

VirB8 est une protéine bitopique, de la membrane interne des bactéries, qui est 

composée d’un domaine transmembranaire au niveau de sa partie N-terminale et d’un large 

domaine périplasmique au niveau de sa partie C-terminale (Buhrdorf, Forster, Haas, & Fischer, 

2003; Das & Xie, 1998; Lai et al., 2002; Terradot et al., 2005b). Dans les sections suivantes, la 

protéine VirB8 et ses interactions avec les autres composants des T4SSs feront l’objet d’une 

description plus approfondie.  

VirB9 est une protéine associée à la membrane externe des bactéries et composée de 

deux domaines liés entre eux par une région flexible d’environ 50 acides aminés (Bayliss et al., 

2007; Jakubowski, Cascales, Krishnamoorthy, & Christie, 2005). Cette protéine interagit avec 

VirB7, mais aussi avec VirB10 pour former le complexe central des T4SSs retrouvés au niveau 

de la membrane externe des bactéries composé par 14 copies de chacune de ces trois protéines 

(Chandran et al., 2009; Fronzes, Schafer, et al., 2009). VirB9 forme la gaine extérieure de ce 

complexe qui est stabilisé par VirB7 (Guglielmini et al., 2014; Low et al., 2014b). De plus, 

VirB9 interagit avec VirB8 et la perturbation de cette interaction supprime le transport d’ADN 

chez A. tumefaciens (A. Das & Y. H. Xie, 2000). Pour finir, toujours chez A. tumefaciens, VirB9 

est impliquée à la fois dans la translocation du substrat, mais aussi au niveau de la biogenèse du 

pilus (Jakubowski et al., 2005). 

VirB10 est une protéine membranaire bitopique, insérée au niveau de la membrane 

interne des bactéries, qui s’étend sur toute la longueur du domaine périplasmique du T4SS et 

qui se situe à la surface interne du complexe membranaire retrouvé au niveau de la membrane 

externe des bactéries (Das & Xie, 1998; Jakubowski et al., 2009). Elle se compose d’une courte 

région cytoplasmique au niveau de sa partie N-terminale, d’un seul domaine transmembranaire, 

d’une région riche en proline et d’un grand domaine périplasmique au niveau de sa partie C-

terminale (Fronzes, Christie, et al., 2009). En plus de ce rôle central au niveau de l’architecture 

des T4SSs, VirB10 est essentielle pour le transfert des substrats de la membrane interne vers la 

membrane externe des bactéries. VirB10 n’est pas en contact direct avec les substrats, mais 
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fonctionne probablement comme une porte de détection d’énergie qui transmet les changements 

conformationnels induits par l’ATP provenant des ATPases cytoplasmiques (E. Cascales & P. 

J. Christie, 2004a). 

VirB11 est une ATPase cytoplasmique, se situant en périphérie de la membrane interne 

des bactéries, qui amène l’énergie nécessaire pour effectuer les fonctions des T4SSs (Rashkova, 

Spudich, & Christie, 1997). Cette ATPase est essentielle à la fois pour l’assemblage du T4SS, 

mais aussi pour le transfert du substrat et enfin l’assemblage du pilus (Christie et al., 2014; 

Sagulenko, Sagulenko, Chen, & Christie, 2001). L’hydrolyse de l’ATP effectuée par VirB11 

induit également des changements conformationnels de VirB10 (E. Cascales & P. J. Christie, 

2004a). Pour finir, VirB11 assiste VirB4 pendant la biogenèse du pilus en transférant les pilines 

de la membrane interne vers l’espace périplasmique des bactéries (Kerr & Christie, 2010). 

VirD4 est une ATPase, elle aussi cytoplasmique, qui joue un rôle de protéine de 

couplage des T4SSs (T4CP) en recrutant tout d’abord les substrats et en les transloquant vers le 

complexe VirB1-VirB11 (Christie, Atmakuri, Krishnamoorthy, Jakubowski, & Cascales, 2005; 

Tato, Zunzunegui, de la Cruz, & Cabezon, 2005). Cependant certains T4SSs tels que ceux de B. 

pertussis ou de Brucella sp., utilisent un mécanisme indépendant du T4CP pour le recrutement 

et la sécrétion du substrat (Burns, 2003; O'Callaghan et al., 1999). Collectivement, le transfert 

des substrats vers le canal de sécrétion est réalisé par l’intermédiaire des ATPases qui composent 

les T4SSs (Atmakuri, Cascales, & Christie, 2004). 

 

1.4.4 Aperçu au niveau structural de l’architecture des systèmes de sécrétions 

de type IV 

La structure du T4ASS VirB/D4 a été étudiée de manière détaillée en utilisant des 

modèles provenant de différents homologues qui partagent l’architecture générale du système 

provenant d’A. tumefaciens. Les premières structures à hautes résolutions du complexe central 

des T4SSs retrouvées au niveau de la membrane externe des bactéries, composées de VirB7, 

VirB9 et VirB10 (TraN, TraO et TraF chez le T4SS du plasmide pKM101), ont été obtenues 

par cryo-EM (Electron microscopy data bank (EMDB) code : 5031 et EMDB code : 2232) et 
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cristallographie aux rayons X (PDB code : 3JQO) (Chandran et al., 2009; Fronzes, Schafer, et 

al., 2009; Rivera-Calzada et al., 2013). Les structures de cryo-EM ont montré un complexe de 

1,05 MDa, traversant l’enveloppe cellulaire et composé de deux couches, les couches O et I, qui 

sont formées par 14 copies des homologues de VirB7, VirB9 et VirB10 (Fig. 27) (Rivera-

Calzada et al., 2013; Trokter, Felisberto-Rodrigues, Christie, & Waksman, 2014a). La couche I 

est constituée des domaines N-terminaux de VirB9 et VirB10 ancrés dans la membrane interne 

via le domaine transmembranaire retrouvé au niveau de la portion N-terminale de VirB10. La 

couche O comprend VirB7 et des domaines de VirB9 et de VirB10 formant un corps principal 

et un capuchon retrouvés au niveau de la membrane externe. De plus, il a été prouvé que la co-

expression de ce complexe avec la protéine TraE, homologue de VirB8 provenant du pKM101, 

n’était pas nécessaire à sa formation in vitro (Fronzes, Schafer, et al., 2009). Pour finir, l’analyse 

de la structure obtenue par cristallographie aux rayons X, d’un sous-complexe composé 

uniquement des composants retrouvés au niveau de la membrane externe de la bactérie, a révélé 

que 14 copies des domaines C-terminaux de VirB10 et VirB9 ainsi que la protéine entière VirB7 

forment le complexe dans lequel VirB10 forme un cylindre hélicoïdal entouré de VirB9 et de 

VirB7 (Chandran et al., 2009).   

Récemment, une vue globale, in vitro, de la structure du T4SS entier (EMDB code : 

2567), composé du complexe contenant VirB3-VirB10 (T4SS3-10) provenant du plasmide de 

conjugaison R388 d’E. coli, a été obtenue par microscopie électronique (Fig. 28) (Low et al., 

2014b). L’analyse par microscopie électronique a montré un complexe protéique de 3 MDa 

recouvrant toute l’enveloppe cellulaire. Cette structure comprend les complexes retrouvés au 

niveau des membranes internes et externes des bactéries, une tige reliant ces deux complexes et 

deux structures en forme de tonneaux hexamériques dans la membrane interne formant des 

saillies vers le cytoplasme. Les résultats pour le complexe retrouvé au niveau de la membrane 

externe confirment que l’agencement en 14 copies des protéines VirB7, VirB9 et VirB10 est 

présent comme dans les études antérieures (Chandran et al., 2009; Fronzes, Schafer, et al., 2009; 

Rivera-Calzada et al., 2013). La composition exacte de la tige qui relie les complexes 

membranaires internes et externes n’a pas encore été identifiée. De plus, les protéines VirB3, 

VirB4, VirB6, VirB8 et le domaine N-terminal de VirB10 formant le complexe membranaire 

interne sont bien présentes dans cette structure, mais leurs localisations exactes au niveau de la 
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membrane interne restent inconnues. Dans cette étude, les auteurs ont tout de même pu 

quantifier le nombre de copies de chacune des protéines formant le complexe membranaire 

interne, 12 copies de VirB8, 24 copies de VirB6 et 14 copies pour l’extrémité N-terminale de 

VirB10. La partie cytoplasmique de ce complexe a elle aussi été décrite comme formant deux 

barils contenant chacun 6 sous-unités de l’ATPase VirB4. Dernièrement, une nouvelle structure 

obtenue par microscopie électronique de cette machine de sécrétion en complexe avec la 

protéine de couplage VirD4 a été résolue (T4SS3-10+D4) (Fig. 29) (EMDB code : 3585) (Redzej 

et al., 2017). Cette nouvelle structure amène comme informations essentielles que l’ATPase 

VirD4, responsable du recrutement du substrat, forme deux copies de dimères se situant des 

deux côtés de la machinerie entre les ATPases VirB4, ceci lui conférant un rôle central dans les 

T4SSs. 

L’architecture globale des T4SSs semble être similaire chez toutes les bactéries à Gram-

négatifs. Deux récentes études ont révélé les structures in situ du T4ASS provenant d’H. pylori 

et du T4BSS provenant de L. pneumophila (Fig. 30) (Chang, Shaffer, Rettberg, Ghosal, & 

Jensen, 2017; Ghosal, Chang, Jeong, Vogel, & Jensen, 2017). La seule similarité de séquence 

retrouvée des T4ASS et T4BSS est entre la séquence retrouvée au niveau de l’extrémité C-

terminale de CagY provenant d’H. pylori ou VirB10 chez A. tumefaciens et la séquence 

retrouvée au niveau du domaine C-terminal de DotG provenant de L. pneumophila (Chang et 

al., 2017; Nagai & Kubori, 2011). En dépit de la similarité de séquence limitée des composants, 

ces analyses de cryotomographies électroniques suggèrent des similarités structurales entre les 

T4ASSs, in situ provenant d’H. pylori ou in vitro provenant du plasmide de conjugaison R388, 

et les T4BSSs au niveau du complexe de membrane externe et aussi au niveau des structures en 

forme de tonneaux dans le cytoplasme (Frick-Cheng et al., 2016; Ghosal et al., 2017; Rivera-

Calzada et al., 2013; Trokter et al., 2014a). Les structures, in situ et in vitro, des T4ASSs de 

leurs côtés sont très proches notamment avec la présence de la tige reliant les complexes 

retrouvés au niveau des membranes internes et externes des bactéries (Chang et al., 2017). En 

plus de ces similitudes structurales, il y a des différences drastiques observées dans la taille 

(longueur et largeur) entre le T4ASS du plasmide R388 et le système T4BSS de L. pneumophila 

(Ghosal et al., 2017). 
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Figure 27. Structures à hautes résolutions du complexe central des T4SSs retrouvées au 
niveau de la membrane externe des bactéries. Cryo-EM structure (EMDB code : 2232) du 
complexe formé par TraN/VirB7, TraO/VirB9 et TraF/VirB10 provenant du pKM101, 
avec le nom des compartiments et les dimensions indiqués, en vues de côté (A), de dessous 
(B) et en coupe (C) respectivement. Image adaptée de (Rivera-Calzada et al., 2013). 
Représentation des unités hétérotrimériques obtenues par cristallographie aux rayons X 
(PDB code : 3JQO) à l’intérieur du complexe (D) et extraites en forme unitaire (E). Les 
sous-unités de ce complexe sont représentées en magenta pour la portion C-terminale de 
TraF, en jaune pour le domaine C-terminal de TraO et en bleu pour TraN sous sa forme 
entière. Image adaptée de (Chandran et al., 2009).  
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Figure 28. Structure du T4SS3-10 obtenue par microscopie électronique à coloration 
négative (EMDB code : 2567). A) Classe 2D représentant le T4SS3-10 obtenue après 
alignements et classifications initiaux. B) Vue de côté du T4SS3-10. C) Représentation 
schématique du T4SS3-10. Image adaptée de (Low et al., 2014b). 
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Figure 29. Structure du T4SS3-10+D4 obtenue par microscopie électronique à coloration 
négative (EMDB code : 3585). A) Moyennes des classes 2D représentant le T4SS3-10+D4 
obtenues après alignements et classifications initiaux. B) Vues de côté du T4SS3-10 (à 
gauche) et du T4SS3-10+D4 (à droite). En vert est représenté le complexe de la membrane 
interne composé de VirB3, VirB4, VirB6, VirB8 et le domaine N-terminal de VirB10, en 
jaune VirB4 et en bleu VirD4. C) Représentation schématique du T4SS3-10+D4. Image 
adaptée de (Redzej et al., 2017). 
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Figure 30. Structures in situ du T4ASS provenant d’H. pylori et du T4BSS provenant de 
L. pneumophila. A) Organisation des gènes vir provenant d’A. tumefaciens, de l’îlot de 
pathogénicité cag provenant d’H. pylori et des régions du gène dot/icm provenant de L. 
pneumophila. Moyennes des sous-tomogrammes du T4ASS provenant d’H. pylori (B) et 
du T4SS provenant de L. pneumophila (C). Densités colorées observées dans les 
moyennes des sous-tomogrammes montrées en (D) et (E), respectivement. La barre 
d’échelle montrée en (B) correspond à 10 nm. Image adaptée de (Chang et al., 2017). 
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1.4.5 Mécanisme d’assemblage des systèmes de sécrétions de type IV 

Dans le passé, le modèle d’assemblage du T4SS invoquait une bifurcation tardive dans 

la voie d’assemblage du T4SS pour la production du pilus ou du canal de translocation (Christie 

et al., 2005; Costa et al., 2015; Fronzes, Christie, et al., 2009; Trokter et al., 2014a). De nos 

jours, un nouveau modèle est proposé et souligne l’importance des protéines retrouvées à la 

pointe du pilus, notamment de VirB5, et de l’extrémité distale du complexe de la membrane 

externe pour le mode d’extension du pilus (Fig. 31) (Gordon et al., 2017). Dans ce modèle, les 

pili fonctionnent dans un mode de « recherche de partenaire », soit par des cycles dynamiques 

d’extensions ou de rétractions, comme le montre le F pilus, soit par un ou plusieurs mécanismes 

dans lesquels les pili s’accumulent abondamment dans le milieu afin de promouvoir la formation 

d’agrégats d’accouplements (Clarke, Maddera, Harris, & Silverman, 2008; Samuels, Lanka, & 

Davies, 2000). Après l’établissement des contacts entre le donneur et le receveur, le T4SS cesse 

la production du pilus et passe au mode « accouplement ». Divers signaux régulent le 

commutateur morphogénétique pilus-canal, y compris ceux propagés par la cellule réceptrice et 

ceux de la cellule donneuse associée à l’amarrage au récepteur du substrat VirD4, l’engagement 

de ce récepteur avec le complexe de la membrane interne et l’hydrolyse de l’ATP par les 

ATPases du T4SS, VirB4 et VirB11 (Arutyunov & Frost, 2013; Cascales, Atmakuri, Sarkar, & 

Christie, 2013; E. Cascales & P. J. Christie, 2004a; de la Cruz, Frost, Meyer, & Zechner, 2010; 

Frost & Koraimann, 2010; Lang et al., 2011; Lang & Zechner, 2012). 
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Figure 31. Modèle de travail pour la biogenèse des T4ASSs. Les étapes de la chaine 
d’assemblage du T4SS comprennent (A) la formation de la sous-structure T4SS3-10 (TraA-
TraF/VirB3-VirB10) (Low et al., 2014b) et (B) l’élaboration d’un pilus court qui s’étend 
de la membrane interne à la surface cellulaire par un mécanisme nécessitant de l’énergie 
apportée par les ATPases TraB/VirB4 et TraG/VirB11. Ensuite, (C) à partir du complexe 
retrouvé à la membrane externe (intitulé OMCC sur l’image), agissant comme point de 
contrôle, le pilus s’étend à partir de la surface de la cellule jusqu’au recrutement de 
TraC/VirB5 qui pourrait se dérouler au niveau de l’espace périplasmique ou bien dans 
l’espace extracellulaire. Enfin, (D) lors d’un contact direct ou d’un contact réalisé à l’aide 
d’un médiateur avec une cellule réceptrice, un signal de contact est transmis à travers 
l’enveloppe cellulaire du donneur, entrainant le recrutement du récepteur du substrat 
TraJ/VirD4, l’ancrage du substrat et l’hydrolyse de l’ATP. Les protéines Tra provenant 
du pKM101 et leurs homologues Vir provenant du T4SS VirB/D4 requises pour chaque 
étape de la voie d’assemblage sont indiquées. Image adaptée de (Gordon et al., 2017). 
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1.4.6 Mécanisme de translocation du substrat des systèmes de sécrétions de 

type IV 

Le mécanisme de translocation a été décrit exhaustivement par l’intermédiaire de l’étude 

de la translocation de l’ADN-T, substrat retrouvé chez A. tumefaciens, à travers le T4SS 

VirB/D4 (E. Cascales & P. J. Christie, 2004b). Il a été montré que l’ADN-T réalise des contacts 

séquentiels avec VirD4, VirB11, VirB6, VirB8, VirB9 puis VirB2 (Fig. 32) (Baron, 2006b; 

Christie et al., 2014; Costa et al., 2015; Fronzes, Christie, et al., 2009). Les autres composants 

du T4SS n’interagissent pas avec l’ADN-T, mais sont essentiels pour le transfert du substrat au 

cours des différentes étapes. Le mécanisme de translocation commence par le contact entre 

VirD4, qui est décrit comme étant le récepteur du substrat à la porte de l’appareil de sécrétion, 

et l’ADN-T (Atmakuri et al., 2004; Atmakuri, Ding, & Christie, 2003). Par la suite, VirD4 

transfère le substrat à VirB11, sans nécessité d’un apport énergétique pour effectuer ce transfert 

(Atmakuri et al., 2004). Néanmoins, ce transfert n’a pas pu être détecté lorsque le gène de VirB7 

a été délété, mettant en évidence le rôle essentiel de cette lipoprotéine dans la médiation de la 

formation du complexe central du T4SS au début de l’assemblage. Ensuite, VirB11 délivre 

l’ADN-T aux sous-unités de la membrane interne des bactéries VirB6 et VirB8. Ces protéines 

semblent fonctionner ensemble puisque la délétion de chacune bloque la translocation 

(Atmakuri et al., 2004; E. Cascales & P. J. Christie, 2004b). De plus, pour que le transfert 

fonctionne, il y a la nécessité d’un apport énergétique provenant des ATPases cytoplasmiques 

de ce système VirB4, VirB11 et VirD4. Finalement, le substrat est transféré à travers le 

périplasme vers les protéines associées au complexe membranaire externe VirB2 et VirB9. Les 

protéines VirB3, VirB5 et VirB10 sont essentielles pour réaliser ce dernier processus. En 

complément, il est évoqué que le substrat pourrait traverser le périplasme à travers un filament 

composé de la piline VirB2 ou bien que le substrat circulerait directement au travers de 

complexe central du T4SS et interagirait avec VirB2 uniquement au niveau de la face externe 

de la membrane externe de la bactérie. 
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Figure 32. Voie de translocation de l’ADN-T dans le T4SS VirB/D4 d’A. tumefaciens, 
basée sur une étude antérieure d’immunoprécipitation de l’ADN-T avec les composants 
de ce système (E. Cascales & P. J. Christie, 2004b). La voie du substrat est représentée 
par des flèches rouges. L’ADN-T interagit directement avec VirD4, VirB11, VirB6, 
VirB8, VirB9 et VirB2. Les autres composants qui influencent le transfert du substrat 
indirectement sont représentés par des flèches noires. Image adaptée de (Fronzes, Christie, 
et al., 2009). 
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1.5 Les protéines VirB8 étant des composantes essentielles du cœur 

central des systèmes de sécrétions de type IV 

 

1.5.1 Aperçu au niveau structural des protéines VirB8  

Les protéines VirB8 sont des composantes de base conservées dans tous les T4SSs et 

leur longueur varie d’environ 200 à 260 acides aminés (Cao & Saier, 2001; Christie & Cascales, 

2005). VirB8 est une protéine bitopique avec un court domaine N-terminal cytoplasmique, un 

domaine transmembranaire et un grand domaine périplasmique C-terminal (Baron, 2006b). 

Dans un premier temps, l’analyse des structures, obtenue par cristallographie aux rayons X, du 

domaine périplasmique des protéines VirB8, provenant d’A. tumefaciens (PDB code : 2CC3) et 

de B. suis (PDB codes : 2BHM et 4AKZ), a montré que les éléments de structures secondaires 

composant ce type de protéine consistait en 4 brins bêtas organisés en un feuillet bêta étendu et 

de 5 hélices alphas (Fig. 33) (S. Bailey, D. Ward, R. Middleton, J. G. Grossmann, & P. C. 

Zambryski, 2006b; Smith et al., 2012; Terradot et al., 2005b). Ces structures sont similaires au 

facteur de transfert nucléaire des mammifères NTF2 qui est une protéine qui dimérise et subit 

de multiples interactions protéine-protéine (Chaillan-Huntington et al., 2001). De plus, des 

études ont identifié des protéines VirB8 comme étant des composantes des systèmes de sécrétion 

retrouvés chez les protéines à Gram-positifs, notamment TcpC provenant de Clostridium 

perfringens et TraM provenant de Streptococcus agalactiae. Les structures des domaines 

périplasmiques de TcpC et de TraM (PDB codes : 3UB1 et 4EC6), obtenues par cristallographie 

aux rayons X, ont été explicitées comme partageant le même repliement que celui obtenu pour 

les protéines VirB8 provenant des bactéries à Gram-négatifs, malgré de grandes différences au 

niveau de leurs séquences primaires en acides aminés (Goessweiner-Mohr et al., 2013; Porter et 

al., 2012). Au sein des unités asymétriques des structures cristallographiques obtenues pour les 

protéines VirB8, les sous-unités sont empaquetées sous forme de dimères, comme retrouvé pour 

les VirB8 provenant de B. suis, ou bien sous forme de trimères, comme retrouvé pour TraM 

provenant de Streptococcus agalactiae (PDB code : 4EC6) (Fig. 34) (Bailey et al., 2006b; 
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Goessweiner-Mohr et al., 2013; Terradot et al., 2005b). En outre, des résultats d’analyses 

mutationnelles suggèrent que l’oligomérisation de ces protéines VirB8 est physiologiquement 

pertinente (Paschos, Patey, Sivanesan, Gao, Bayliss, Waksman, O'Callaghan, et al., 2006; 

Sivanesan & Baron, 2011b). Finalement, très récemment, six nouvelles structures, là aussi 

obtenues par cristallographie aux rayons X, des protéines VirB8 provenant de différentes 

espèces de Bartonella et de Rickettsia typhi ont été déterminées (Gillespie, Phan, Scheib, 

Subramanian, Edwards, Lehman, Piitulainen, Rahman, et al., 2015). 

 

 

 

 

Figure 33. Représentation en ruban des structures obtenues par cristallographie aux 
rayons X, des domaines périplasmiques des protéines VirB8 provenant de B. suis, (A) 
représentée sous forme de dimère (PDB code : 2BHM), et (B) de TraM, en vue de côté et 
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de dessus, provenant de Streptococcus agalactiae formant un trimère (PDB code : 4EC6). 
Images adaptées de (Goessweiner-Mohr et al., 2013; Terradot et al., 2005b). 

 

1.5.2 Les interactions avec les protéines VirB8 dans le complexe des systèmes 

de sécrétions de type IV 

VirB8 est un composant crucial à la fois pour la structure et aussi pour la fonction du 

T4SS. Chez A. tumefaciens, VirB8 a été décrite comme étant essentielle pour le passage des 

substrats du cytoplasme vers le périplasme et aussi pour la localisation spatiale du T4SS (P. K. 

Judd et al., 2005; Sivanesan & Baron, 2011b). Le rôle central de VirB8 en tant que facteur 

d’assemblage pour les composants du T4SS est apparu pour la première fois dans une étude de 

microscopie immunoélectronique traitant des interactions entre VirB8, VirB9 et VirB10 (R. B. 

Kumar, Y. H. Xie, & A. Das, 2000b). Ces mêmes interactions ont également été analysées à 

l’aide d’un test basé sur la cytologie bactérienne ciblant des protéines de fusion marquées par la 

GFP (Ding et al., 2002). Par la suite, des essais de doubles hybrides chez la levure ont été menés 

pour confirmer ces interactions et aussi pour effectuer un criblage avec des fragments 

peptidiques dérivés de tous les composants du T4SS (A. Das & Y. H. Xie, 2000; Ward, Draper, 

Zupan, & Zambryski, 2002). Ces études de doubles hybrides chez la levure ont suggéré que 

VirB8 interagit avec VirB1, VirB4, VirB8, VirB9, VirB10 et VirB11. Toutes ces interactions 

ont été confirmées avec des protéines purifiées et l’étude du T4SS provenant de B. suis, de plus 

une nouvelle interaction entre VirB8 et VirB5 a été mise en évidence (Hoppner et al., 2005; 

Yuan, Carle, Gao, Sivanesan, Aly, Hoppner, et al., 2005). Des études d’immunoprécipitation de 

l’ADN-T (TrIP) ont montré que VirB8 peut être réticulée (crosslinked) avec le complexe de 

l’ADN-T, composé d’ADN monocaténaire et des protéines de virulence VirD2 et VirE2, 

mettant en évidence le rôle direct de VirB8 dans la translocation du substrat (E. Cascales & P. 

J. Christie, 2004b). Par des expériences de TrIP, certaines mutations du gène de VirB6 ont 

montré ne pas affecter la réticulation du substrat avec VirB6, mais ont bloqué la réticulation de 

l’ADN-T avec VirB8 ceci évoquant une participation séquentielle de ces deux protéines pour le 

transfert du substrat et reflétant un arrangement architectural possible pour cette partie du canal 

de translocation (S. J. Jakubowski et al., 2004). De plus, il a été démontré, par des études de 
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microscopie à immunofluorescence, que VirB6 et VirB8 sont colocalisées chez A. tumefaciens 

et que ces deux protéines ont un profil de fractionnement similaire après isolement des protéines 

VirB issues des membranes avec un détergent doux (P. K. Judd et al., 2005; Yuan, Carle, Gao, 

Sivanesan, Aly, Hoppner, et al., 2005). Plus précisément, VirB6 et VirB8 sont cofractionnées 

avec un complexe de masse moléculaire élevée comprenant les composants du noyau central du 

T4SS, ainsi qu’avec un complexe de faible masse moléculaire comprenant les protéines 

associées au pilus, ce qui suggère que ces deux protéines peuvent relier les deux unités 

fonctionnelles du T4SS (Yuan, Carle, Gao, Sivanesan, Aly, Hoppner, et al., 2005). Très 

récemment, VirB8 a été décrite comme interagissant avec VirB10 par l’intermédiaire de son 

brin bêta numéro 1 (Sharifahmadian, Nlend, Lecoq, Omichinski, & Baron, 2017). Pour finir, les 

interactions de VirB8 avec les autres protéines composant le T4SS sont généralement 

transitoires, mais néanmoins essentielles pour la fonctionnalité du complexe. Par conséquent, 

VirB8 peut être décrite comme facteur de nucléation pour l’assemblage du T4SS (Baron, 

2006b). 

 

 

1.5.3 Les protéines VirB8 forment des homodimères 

Les protéines VirB8 sont connues pour former des homodimères (A. Das & Y. H. Xie, 

2000; Ding et al., 2002; Sharifahmadian, Arya, et al., 2017; Ward et al., 2002). L’analyse 

structurale des protéines VirB8, provenant d’A. tumefaciens et de B. suis, ainsi que des analyses 

in vitro des protéines purifiées confirment que les protéines VirB8 forment des dimères au 

niveau de la portion en hélices et plus précisément au niveau des hélices 2 et 4 (Bailey et al., 

2006b; Sharifahmadian, Arya, et al., 2017; Smith et al., 2012; Terradot et al., 2005b). De plus, 

par des études de chromatographie d’exclusion stérique analytique, il a été démontré que les 

domaines périplasmiques de VirB8, purifiés de manière recombinante, forment des dimères 

dépendants de la concentration (Paschos, Patey, Sivanesan, Gao, Bayliss, Waksman, 

O'Callaghan, et al., 2006; Sharifahmadian, Arya, et al., 2017; Sivanesan & Baron, 2011b). En 

outre, les résidus retrouvés au niveau de l’interface de dimérisation de VirB8 provenant de B. 

suis sont importants pour la survie de Brucella dans les macrophages suggérant que 



 

54 

l’homomultimérisation de VirB8 a une importance fonctionnelle (Paschos, Patey, Sivanesan, 

Gao, Bayliss, Waksman, O'Callaghan, et al., 2006). Et pour finir, des analyses in vitro et in vivo 

de variants de VirB8, retrouvés au site de dimérisation d’Agrobacterium, ont montré 

l’importance de ces sites pour l’assemblage du T-pilus et les fonctions du T4SS (Sivanesan & 

Baron, 2011b). Toutes ces informations rassemblées suggèrent que les résidus impliqués dans 

la dimérisation des protéines VirB8 jouent un rôle important dans les fonctions du T4SS (Baron, 

2006b). 

 

1.5.4 Inhibition des protéines VirB8 par des petites molécules organiques 

Selon l’Organisation mondiale de la Santé (OMS) et le rapport O’Neill soumis 

récemment au gouvernement britannique, nous sommes confrontés à une crise sanitaire majeure 

due à l’augmentation de la résistance des bactéries pathogènes aux antibiotiques 

(www.who.int/drugresistance/documents/surveillancereport). En septembre 2016, les Nations 

Unies ont tenu un sommet spécial sur la résistance aux antimicrobiens pour souligner 

l’importance du défi mondial que suscite la propagation des gènes de résistances, par 

l’intermédiaire de bactéries porteuses, et les échanges d’éléments génétiques mobiles tels que 

les plasmides distribuant les gènes dans la population. Le développement de nouveaux 

antibiotiques ou de traitements antimicrobiens alternatifs, tels que les thérapies par phages ou 

médicaments anti-virulence, est donc urgent. La conception d’inhibiteurs des T4SSs ajouterait 

une nouvelle approche qui réduirait la propagation des gènes de résistances aux antimicrobiens, 

en particulier dans les hôpitaux, où ce processus entraîne une morbidité et une mortalité 

croissante. Actuellement, l’interférence au niveau des fonctions des T4SSs n’a pas attiré 

beaucoup d’attention en tant que stratégie pour contrer la propagation des gènes de résistance 

aux antimicrobiens. Voilà pourquoi, pour désarmer de nombreux pathogènes et réduire la 

propagation des gènes de résistances aux antibiotiques, les protéines VirB8, provenant du T4SS 

de B. suis, ont été ciblées pour le développement de petites molécules inhibitrices des T4SSs 

(Baron, 2005). Tout d’abord, un criblage d’une banque de petites molécules a conduit à 

l’identification d’inhibiteurs spécifiques de VirB8 qui réduisaient la prolifération intracellulaire 

de Brucella abortus 2308 (Paschos et al., 2011). Le criblage d’inhibiteurs a identifié des 
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molécules qui inhibaient la dimérisation de VirB8, provenant de B. suis, et affectaient la 

fonctionnalité du T4SS (Paschos et al., 2011; Smith et al., 2012). De plus, une structure 

cristallographique d’un complexe entre VirB8 et une molécule inhibitrice appelée B8I-1 (2-

(butylamino)-8-quinolinol) (PDB code : 4AKY) a révélé le site de liaison de l’inhibiteur 

retrouvé à proximité de l’hélice alpha-1 et des résidus E115, K182, R114 et Y229 (Fig. 35) 

(Smith et al., 2012). Ce site de liaison étant éloigné du site de dimérisation, les auteurs ont 

évoqué l’hypothèse que l’inhibition était la conséquence de changements conformationnels au 

niveau de VirB8 (Smith et al., 2012). Très récemment, un criblage de fragments, décrits comme 

étant des petites molécules de moins de 200 Da, a identifié des nouvelles petites molécules se 

liant à VirB8 provenant de B. suis (Sharifahmadian, Arya, et al., 2017). Notamment deux 

molécules ont une affinité de liaison différentielle entre VirB8 sauvage et un variant de VirB8 

affectant le site de dimérisation ceci soulignant leurs différences conformationnelles 

(Sharifahmadian, Arya, et al., 2017). 

 

Figure 34. Structure cristallographique de VirB8 provenant de B. suis en complexe avec 
la molécule inhibitrice B8I-1 (PDB code : 4AKY). La carte de densité obtenue pour la 
molécule B8I-1 est représentée en bleu avec la molécule à l’intérieur. Le réseau de ponts 
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hydrogènes formé entre la molécule B8I-1 et les résidus E115,  K182 et Y229 est montré 
en traits pointillés noirs. Image adaptée de (Smith et al., 2012). 

 

1.6 Objectifs des projets de recherche et justification de la 

méthodologie 

 

1.6.1 Objectifs généraux 

L’objectif général de cette thèse était d’utiliser une approche expérimentale 

pluridisciplinaire intégrant de la biologie structurale, de la biochimie et de la biologie chimique 

visant à comprendre les bases moléculaires des T4SSs. Pour cela, l’accent a été mis sur un des 

composants essentiels du cœur central de ce système, les protéines VirB8, et plus 

particulièrement en se focalisant sur la protéine TraE, qui est un homologue des protéines VirB8 

provenant du plasmide de conjugaison dénommé le pKM101. Dans le chapitre numéro 2 de 

cette thèse, une étude de la structure, de la fonction et de l’inhibition de TraE a été évoquée. 

Pour cela, une comparaison avec les structures disponibles des autres homologues de VirB8 a 

été menée, notamment VirB8 provenant d’A. tumefaciens et B. suis (PDB codes : 2CC3 et 

2BHM respectivement). Puis une caractérisation structurale et fonctionnelle de l’interface de 

dimérisation obtenue pour TraE a été réalisée. De plus, la mise en évidence que TraE et les 

autres protéines VirB8, provenant d’A. tumefaciens, de B. suis et aussi d’H. pylori, peuvent 

former des hétérodimères et aussi que TraE peut interagir avec les protéines VirB10, qui est une 

autre protéine du cœur central des T4SSs, provenant d’A. tumefaciens et B. suis, a été décrite. 

Pour finir, une série de petites molécules dérivées d’inhibiteurs de la dimérisation de VirB8 

provenant de B. suis a été testée de manière in silico, in vitro et enfin in vivo. Dans le chapitre 

numéro 3 de cette thèse, pour remédier à l’augmentation croissante de la résistance aux 

antimicrobiens, une stratégie basée sur l’étude structurale de TraE pour identifier des inhibiteurs 

de la conjugaison bactérienne médiée par les T4SSs a été développée. À cet égard, une banque 

de fragments a été criblée in vitro. Puis, une analyse structurale des complexes formés entre 

TraE et des fragments liants a été menée. De plus, de nouvelles petites molécules dérivées de 
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ces fragments liants ont été conçues. Et enfin, une caractérisation structurale des complexes 

formés entre TraE et ces nouvelles petites molécules ainsi qu’une analyse des effets, in vivo, sur 

la fonction de conjugaison du T4SS provenant du pKM101 ont été réalisées. Dans le chapitre 

numéro 4 de cette thèse, pour pallier au peu d’information disponible sur les composants du 

T4SS liés à la membrane interne des bactéries, une caractérisation structurale de la forme entière 

de TraE et de TraE en complexe avec TraD, une protéine homologue de VirB6 provenant du 

pKM101, a été effectuée. Par rapport à ce chapitre, une caractérisation biochimique de la 

protéine membranaire TraE seule et en complexe avec TraD a été tout d’abord réalisée. Et dans 

un second temps, une analyse structurale et la mise en contexte de ces protéines par rapport au 

T4SS en entier ont été développées. Pour conclure, les résultats obtenus dans cette thèse 

évoquent premièrement que les protéines VirB8 partagent des sites fonctionnellement 

importants qui peuvent être exploités pour concevoir des inhibiteurs spécifiques de la fonction 

des T4SSs. Puis, que la stratégie basée sur la caractérisation structurale, présentée dans le 

chapitre 3, peut être généralement applicable pour la conception d’inhibiteurs de transfert de 

gène de résistance aux antimicrobiens et de la virulence bactérienne. Et enfin, les résultats 

apportés par cette thèse fournissent des informations importantes au sujet des bases moléculaires 

du cœur central des T4SSs et aussi de nouvelles perspectives sur les interactions des protéines 

VirB8 avec d’autres composants des T4SSs. 

 

1.6.2 Méthodologie générale 

Pendant mes études doctorales, j’ai utilisé une grande diversité de techniques de biologie 

structurale, de biochimie et de biologie chimique. Du point de vue de la biologie structurale, la 

cristallographie aux rayons X a été pratiquée comme technique prédominante pour caractériser 

la protéine TraE, dans sa forme périplasmique, et aussi les complexes formés entre TraE et des 

fragments ou des petites molécules organiques. De plus, pour caractériser la protéine TraE dans 

sa forme entière ou le complexe TraD-TraE, j’ai utilisé la diffusion des rayons X aux petits 

angles (SAXS : Small Angle X-ray Scattering) et la microscopie électronique. Les expériences 

de microscopie électronique ont été menées en collaboration avec Aleksandr Sverzhinsky, 

provenant du laboratoire Pascal (Département de biochimie et médecine moléculaire de 
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l’Université de Montréal), et Aurélien Fouillen, provenant des laboratoires Nanci (Département 

de stomatologie de l’Université de Montréal) et Baron (Département de biochimie et médecine 

moléculaire de l’Université de Montréal). Pour identifier les fragments ou les petites molécules 

organiques se liant à TraE, un partage d’une banque de fragment a été mené en collaboration 

avec l’IRIC, des expériences de fluorimétrie différentielle à balayage (DSF : Differential 

Scanning Fluorimetry), menées en collaboration avec Benoit Bessette provenant du laboratoire 

Baron (Département de biochimie et médecine moléculaire de l’Université de Montréal), et des 

expériences d’extinction de fluorescence ont été réalisées en collaboration avec Jonathan Smart 

et Tarun Arya, provenant du laboratoire Baron (Département de Biochimie et médecine 

moléculaire de l’Université de Montréal). J’ai fait des expériences de doubles hybrides chez les 

bactéries pour d’une part caractériser l’homodimérisation et l’hétérodimérisation des protéines 

VirB8, puis d’autre part pour analyser les interactions entre TraE et les protéines VirB10 

provenant d’A. tumefaciens et B. suis. Pour corroborer in vitro ces résultats obtenus, des 

expériences de réticulation (crosslinking) et de résonnance plasmonique de surface (SPR : 

Surface Plasmon Resonance) ont été opérées en collaboration avec Mark A. Hancock provenant 

de la SPR-MS Facility (McGill University). J’ai aussi procédé à des expériences, in silico, 

d’arrimages moléculaires pour observer les sites d’interactions obtenus entre TraE et les 

fragments ou les petites molécules organiques. La caractérisation biochimique du complexe 

TraD-TraE a été mise en place en collaboration avec Charline Mary provenant du laboratoire 

Baron (Département de biochimie et médecine moléculaire de l’Université de Montréal). Pour 

finir, j’ai effectué des tests de conjugaison plasmidique pour étudier les effets de la 

multimérisation de TraE et des fragments ou petites molécules organiques sur la fonction du 

T4SS formé par le pKM01.  

 

1.6.3 Expériences de biologie structurale 

Généralement, la résolution de structure à l’échelle atomique est limitée à trois 

techniques : la cristallographie aux rayons X, la spectroscopie par RMN et la microscopie 

électronique (Fig. 36) (Fernandez-Leiro & Scheres, 2016). La spectroscopie RMN se déroule 

en solution et convient à l’identification de la dynamique des structures protéiques et des 
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interactions en solution. Le plus gros problème associé à cette technique est la limitation en 

termes de taille de la protéine ou du complexe d’étude. Il est très difficile d’étudier des 

molécules plus grandes que 40 à 50 kDa par RMN. Au cours des dernières années, la 

microscopie électronique a pris énormément de place dans l’échiquier de la biologie structurale. 

Le prix Nobel de chimie 2017 a d’ailleurs été décerné aux inventeurs de la cryo-EM qui sont 

Jacques Dubochet, Joachim Frank et Richard Henderson. Cette technique très récente est en 

constante évolution au cours des dernières années, notamment avec l’apport de nouveaux 

détecteurs, ceux à détection d’électrons de manière directe, qui ont permis d’obtenir des 

structures à très hautes résolutions qui se comparent avec les résolutions obtenues par 

cristallographie aux rayons X ou RMN. Actuellement, les limitations majeures au sujet de cette 

technique sont d’une part l’accès aux instruments très couteux de microscopie électronique et 

d’autre part, inversement à la RMN, il est très compliqué d’obtenir des structures à très hautes 

résolutions pour des protéines de moins de 80 à 100 kDa. Nous avons tout de même sélectionné 

cette méthode pour l’étude des protéines membranaires, TraE, dans sa forme entière formant un 

complexe de haut poids moléculaire, et du complexe formé entre TraD et TraE, là aussi dans 

leurs formes entières. La technique utilisée majoritairement dans les recherches évoquées dans 

cette thèse est la cristallographie aux rayons X. Cette technique est fondée sur l’analyse de la 

matière par l’intermédiaire de clichés de diffractions obtenus à l’aide de rayons X, 

particulièrement lorsque la matière est retrouvée sous forme de cristaux. La cristallographie aux 

rayons X a ses propres limitations, particulièrement l’obtention de cristaux permettant d’avoir 

des clichés de diffractions à hautes résolutions, mais de nombreuses informations pas 

appropriées continuent à circuler au sujet de cette technique. Notamment, la cristallographie est 

souvent critiquée, car elle permet d’obtenir une représentation statique d’une protéine 

immobilisée dans un état cristallin. En réalité, les cristaux de protéines sont composés de 40 à 

60 % de molécules de solvant, généralement de l’eau, et d’environ 600 mg/ml de protéine, en 

moyenne, ceci conférant une flexibilité relative au sein des cristaux. De plus, des études 

d’encombrements moléculaires dans la cellule ont montré que les concentrations 

macromoléculaires totales dans le cytosol sont comprises entre 300 et 400 mg/ml ceci suggérant 

que l’environnement cristallin est une approximation raisonnable du cytosol (Ellis, 2001). Au 

niveau de notre recherche, nous avons utilisé cette technique pour caractériser TraE, dans sa 

forme périplasmique, et TraE en complexe avec des fragments et des petites molécules 
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organiques. Pour finir, la caractérisation structurale de TraE, dans sa forme entière, a aussi été 

réalisée par l’utilisation d’une technique de biologie structurale à basse résolution, le SAXS. 

Cette technique permet de déterminer la dimension et la forme des protéines ayant quelques 

nanomètres de diamètre, de l’ordre de 1 à 150 nm. Conceptuellement, les expériences de SAXS 

sont très simples. L’échantillon est éclairé par des rayons X et le rayonnement diffusé est 

enregistré par un détecteur. Comme les mesures de SAXS sont effectuées très près du faisceau 

primaire, la technique profite énormément de la brillance des faisceaux de rayons X fournis par 

les accélérateurs de particules connus sous le nom de synchrotron. De notre côté, nous avons 

réalisé ces expériences de SAXS au synchrotron d’Ithaca, connu sous le nom de MacChess, aux 

USA.  
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Figure 35. Croissance de la biologie structurale au cours des 40 dernières années. A) Le 
nombre de structures enregistrées dans la PDB, tel que déterminé par les techniques de 
cristallographie aux rayons X (en bleu), de RMN (en rouge) et de microscopie 
électronique (en vert) entre 1975 et 2015. B) Pourcentage de structures de protéines 
membranaires découvertes en 2015 en utilisant les trois techniques. Image adaptée de 
(Fernandez-Leiro & Scheres, 2016). 
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1.6.4 Expériences de chimie biologique 

Pour identifier des fragments ou des petites molécules organiques se liant à TraE, des 

expériences de chimies biologiques ont été réalisées notamment des expériences de DSF. Cette 

approche est généralement utilisée pour évaluer la stabilité des protéines dans une expérience 

dans laquelle la température est augmentée graduellement. Cette technique mesure des 

changements de la température de fusion des protéines en surveillant leur repliement en présence 

d’un colorant fluorescent, le SYPRO orange, qui se lie non spécifiquement aux surfaces 

hydrophobes des protéines. À une certaine température lorsque la protéine se déplie, le SYPRO 

orange se lie aux surfaces hydrophobes exposées au solvant ce qui entraine une augmentation 

de sa fluorescence. Les plus gros avantages de cette technique sont qu’il faut une toute petite 

quantité de protéine, de l’ordre de 1 à 10 µM, et que l’on peut réaliser cette expérience de 

criblage à haut débit sur un appareil de PCR en temps réel en obtenant des résultats très 

rapidement. Pour nos études, nous avons criblé une banque de fragments de 505 molécules et 

les changements des températures de fusion des protéines en présence des fragments, 

notamment la stabilisation par des fragments liants, ont été déterminés sur la base des 

changements de fluorescence du SYPRO orange. La première partie de la banque de fragments, 

composée de 186 molécules, a été produite en collaboration avec Edward Ruediger de l’Institut 

de recherche en immunologie et cancérologie (IRIC) de l’Université de Montréal et les autres 

molécules ont été achetées chez la compagnie Maybridge. Pour valider les résultats de cette 

expérience de criblage, des expériences in vitro d’extinction de fluorescence intrinsèque ont été 

entreprises. Ce type d’expérience est basé sur le fait que la majorité des protéines portent un 

fluorophore intrinsèque naturel, par l’intermédiaire de leur tryptophane, éliminant ainsi le besoin 

d’étiqueter la protéine avec un fluorophore extrinsèque tel que la fluorescéine par exemple. Dans 

un premier temps, pour effectuer ces expériences nous avons réalisé un balayage de longueurs 

d’onde pour déterminer pour quelle longueur d’onde nous obtenons une émission de 

fluorescence intrinsèque maximale pour la protéine TraE seule. Puis dans un second temps, nous 

avons réalisé des cinétiques d’extinction de fluorescence en présence de fragments ou de petites 

molécules organiques pour déterminer la constante de dissociation aussi appelée KD. Pour finir, 

afin de prédire in silico les sites d’interactions obtenus entre TraE et les fragments ou les petites 

molécules organiques, des expériences d’arrimages moléculaires ont été menées. Ces 
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expériences d’arrimage moléculaire sont des méthodes largement utilisées dans les protocoles 

de criblages virtuels lors du développement de nouveaux médicaments. De notre côté, nous les 

avons réalisées en utilisant la combinaison de logiciels retrouvés dans PyRx et plus 

particulièrement les logiciels AutoDock Vina ainsi qu’AutoDock 4. Généralement, les logiciels 

d’arrimage moléculaire utilisent des algorithmes qui classent les interactions potentielles entre 

les protéines et les petites molécules organiques en fonction de la prédiction de la force des 

interactions non covalentes.  

 

1.6.5 Expériences de biochimie 

Pour étudier d’une part, l’homodimérisation et l’hétérodimérisation des protéines VirB8, 

puis d’autre part, pour analyser les interactions entre TraE et les protéines VirB10 provenant 

d’A. tumefaciens et de B. suis, des expériences de doubles hybrides chez les bactéries ont été 

effectuées. Le système de double hybride bactérien exploite le fait que le domaine catalytique 

de l’adénylate cyclase de B. pertussis se compose de deux fragments complémentaires, appelés 

T25 et T18, qui ne sont pas actifs lorsqu’ils sont physiquement séparés. Lorsque ces deux 

fragments sont fusionnés à des protéines interagissant entre elles, une complémentation 

fonctionnelle entre les deux fragments est réalisée, et par conséquent, une synthèse de 

l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) peut se dérouler. La production de l’AMPc 

déclenche la production de b-galactosidase dans une souche particulière d’E. coli via une 

cascade de signalisation. La quantité de b-galactosidase dans la cellule dépend de la force de 

l’interaction et peut être quantifiée en mesurant la dégradation de son substrat, le 2-nitrophényl-

b-D-galactopyranoside (ONPG). Pour corroborer in vitro ces résultats, des expériences de 

crosslinking et de SPR ont été réalisées. Lors des expériences de crosslinking, les agents 

chimiques utilisés permettent de capturer des complexes protéine-protéine en les liant de 

manière covalente lorsqu’elles interagissent. Dans notre étude, nous avons utilisé le 

disuccinimidyl suberate (DSS) comme agent de crosslinking. Ce DSS est perméable aux 

membranes biologiques et contient des esters de N-hydroxysuccimide (NHS) réagissant avec 

les amines primaires retrouvées soit dans la chaîne latérale des lysines ou soit à l’extrémité N-

terminale de chaque polypeptide. En parallèle de ces expériences de crosslinking, nous avons 
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mené des essais de SPR (Surface Plasmon Resonance). La SPR est une technique optique 

permettant la détection d’un ligand, pour notre étude une protéine, se fixant à un récepteur 

immobilisé sur une surface. Les plus gros avantages de cette technique sont qu’elle ne nécessite 

aucun marquage préalable des molécules cibles et qu’elle permet une détection en temps réel de 

manière quantitative. Finalement, pour étudier les effets de la multimérisation de TraE et des 

fragments ou petites molécules organiques sur la fonction du T4SS codé par le pKM101, des 

tests de conjugaison plasmidiques ont été conduits. Pour mener à bien ces essais, des lignées 

cellulaires d’E. coli, plus particulièrement la lignée FM433 (cellules donneuses de conjugaison 

résistantes à l’ampicilline) contenant soit le pKM101 ou soit un variant du pKM101 délété du 

gène traE et la lignée WL400 (cellules receveuses de conjugaison résistantes au 

chloramphénicol) ont été utilisées. La complémentation de l’insertion du gène traE a été menée 

en utilisant le plasmide pTrc200 exprimant TraE ou des variants de TraE. Après incubation des 

cellules donneuses et receveuses, le nombre de colonies WL400 résistants à la fois à 

l’ampicilline et au chloramphénicol indique la fréquence de conjugaison. 

 

1.6.6 Synopsis 

L’introduction générale de cette thèse touche à des thèmes universels qui vont être 

explicités dans chaque chapitre. De même, les méthodologies décrites dans la section précédente 

représentent des éléments communs qui réapparaitront dans les chapitres suivants. Les chapitres 

2, 3 et 4 sont représentés dans leur édition finale de publication. Dans l’ensemble, nous espérons 

susciter une meilleure appréciation de la grande complexité que pose l’étude des T4SSs et leurs 

inhibitions en nous focalisant sur les protéines VirB8. 
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ABSTRACT 

Gram-negative bacteria use type IV 

secretion systems for a variety of 

macromolecular transport processes that 

include the exchange of genetic material. The 

pKM101 plasmid encodes a type IV secretion 

system (T4SS) similar to the well-studied 

model systems from Agrobacterium 

tumefaciens and Brucella suis. Here, we 

studied the structure and function of TraE, a 

homolog of VirB8 that is an essential 

component of all T4SS. Analysis by X-ray 

crystallography revealed a structure that is 

similar to other VirB8 homologs, but displayed 

an altered dimerization interface. The 

dimerization interface observed in the X-ray 

structure was corroborated using the bacterial 

two-hybrid assay, biochemical characterization 

of the purified protein and in vivo 

complementation, demonstrating that there are 

different modes of dimerization among VirB8 

homologs. Analysis of interactions using the 

bacterial two-hybrid and crosslinking assays 

showed that TraE and its homologs from 

Agrobacterium, Brucella and Helicobacter 

pylori form heterodimers. They also interact 

with heterologous VirB10 proteins, indicating 

a significant degree of plasticity in the protein-

protein interactions of VirB8-like proteins. To 

further assess common features of VirB8-like 

proteins, we tested a series of small-molecules 

derived from inhibitors of Brucella VirB8 

dimerization. These molecules bound to TraE 

in vitro, docking predicted that they bind to a 

structurally conserved surface groove of the 

protein and some of them inhibited pKM101 

plasmid transfer. VirB8-like proteins thus share 

functionally important sites and these can be 

exploited for the design of specific inhibitors of 

type IV secretion system function.  

_____________________________________ 

Plasmids of the IncN incompatibility 

group have a narrow host range mediating 

horizontal gene transfer among Enterobacteria. 

They code for replication, drug and metal 

resistance, and entry exclusion proteins. They 

also contribute to the transfer of clinically 

important antibiotic resistance genes, e.g. 

encoding carbapenem resistance in Klebsiella 

pneumoniae (Kayama et al., 2015). The clinical 

isolate R46 (Mortelmans & Stocker, 1979) as 

well as its deletion variant pKM101 are the 

most studied model systems (Winans & 

Walker, 1985). They encode genes sensitizing 

bacteria to radiation damage and pKM101 

gained notoriety since it was present in the 

Ames Salmonella strain used for the detection 

of mutagens (McCann, Springar, Kobori, & 

Ames, 1975). The transfer of antibiotic 

resistance genes by plasmid conjugation 

increasingly leads to problems in health care 

and it is therefore important to better 
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understand and to devise approaches to inhibit 

this process (Kumarasamy et al., 2010; Liu et 

al., 2015).   

Analysis of the sequence of the genes 

encoding the pKM101 conjugation machinery 

revealed striking similarities to type IV 

secretion systems (T4SS) that transfer 

virulence factors from mammalian and plant 

pathogens to eukaryotic host cells (Pohlman, 

Genetti, & Winans, 1994; Winans, Burns, & 

Christie, 1996). The pKM101 conjugation 

machinery contains homologs to all the 12 

components of the most studied model 

Agrobacterium tumefaciens; 11 of these 

proteins (TraL to TraG) are encoded in an 

operon similar to the VirB1-11 operon in 

Agrobacterium. Similar to other secretion 

systems of this class, pKM101 encodes 

homologs of putative ATPases (VirB4, VirB11 

and VirD4), of core secretion system 

components (VirB1, VirB3, VirB6, VirB7, 

VirB8, VirB9 and VirB10) and of pilus 

components (VirB2 and VirB5). Whereas the 

biochemistry and the functions of individual 

T4SS components of the Agrobacterium and 

Brucella systems have been studied more 

thoroughly, structure biological approaches 

using co-expression of a subset of pKM101 

core components (TraN, TraE, TraF and TraO, 

homologs of VirB7 to VirB10) led to the first 

high-resolution structure of the T4SS core 

complex using cryo-electron microscopy and 

X-ray crystallography (Chandran et al., 2009; 

Fronzes, Schafer, et al., 2009; Trokter, 

Felisberto-Rodrigues, Christie, & Waksman, 

2014b). Surprisingly, co-expression of the 

VirB8 homolog TraE was not necessary for the 

formation of the TraN-TraF-TraO complex 

under these conditions, but VirB8 homologs 

are essential for the function of T4SSs and they 

are thought to be assembly factors (Baron, 

2006a). 

VirB8-homologs are small periplasmic 

proteins of about 25 kDa comprising a short N-

terminal cytoplasmic region, one 

transmembrane helix and a periplasmic region 

of 18 kDa. They are essential for all T4SS in 

which they have been studied and VirB8 was 

shown to be present in a helical arrangement 

around the cell in A. tumefaciens (Aguilar, 

Cameron, Zupan, & Zambryski, 2011; Aguilar, 

Zupan, Cameron, & Zambryski, 2010). The 

results of extensive genetic and biochemical 

analyses suggest that VirB8-like proteins are 

assembly factors that undergo a series of 

mostly transient interactions with other T4SS 

components (Berger & Christie, 1994a; A. Das 

& Y.-H. Xie, 2000; Kumar & Das, 2001b; 

Sivanesan & Baron, 2011a; Sivanesan, 

Hancock, Villamil Giraldo, & Baron, 2010; 

Villamil Giraldo et al., 2012; Yuan, Carle, Gao, 

Sivanesan, Aly, Höppner, et al., 2005). The X-

ray structures of the periplasmic domains of 

VirB8 homologs from A. tumefaciens (VirB8a) 
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and from B. suis (VirB8b) were solved and both 

proteins were predicted to form dimers of 

similar geometry via an a-helical region (S. 

Bailey, D. Ward, R. Middleton, J. G. 

Grossmann, & P. Zambryski, 2006a; Terradot 

et al., 2005a). Interestingly, analysis of the 

TraM protein from the plasmid pIP501 

conjugation system from Gram-positive 

Enterococci and of the TcpC protein from 

Clostridium perfringens showed that despite 

the absence of apparent sequence similarity 

these proteins had a very similar fold 

(Goessweiner-Mohr et al., 2013; Porter et al., 

2012). However, these protein form trimers 

suggesting that VirB8-like proteins may be 

able to interact via different interfaces of their 

core structure. This notion is consistent with 

biochemical analysis suggesting that in line 

with its predicted role as an assembly factor 

VirB8 undergoes relatively weak protein-

protein interactions with other T4SS 

components (Paschos, Patey, Sivanesan, Gao, 

Bayliss, Waksman, O’Callaghan, et al., 2006; 

Sivanesan et al., 2010; Villamil Giraldo et al., 

2012). Comparative analysis of different VirB8 

homologs from Bartonella species showed 

homo-dimerization and a limited degree of 

heterodimer formation, suggesting a 

mechanistic solution preventing non-functional 

interactions of homologs that are 

simultaneously expressed in one organism 

(Gillespie, Phan, Scheib, Subramanian, 

Edwards, Lehman, Piitulainen, Sayeedur 

Rahman, et al., 2015). VirB8b was shown to 

interact with the close homolog TraJ from the 

pSB102 conjugation system, adding further 

evidence to the notion that VirB8 interactions 

are likely transient and may even be 

promiscuous (Bourg, Sube, O'Callaghan, & 

Patey, 2009; G. Patey, Z. Qi, G. Bourg, C.  

Baron, & D. O'Callaghan, 2006b).  

Here, we have extended the analysis of 

interactions between VirB8 homologs. We 

show that even distant homologs from different 

species interact and that this promiscuity 

extends to interactions with VirB10 homologs. 

Structural and biochemical analysis of TraE 

reveals a divergence as to the mode of 

dimerization compared to previously 

characterized homologs, underlining the 

cognate plasticity of this protein. Based on 

structural information and on previous work 

showing that VirB8b is a target for small-

molecule inhibitors (Paschos et al., 2011; 

Smith et al., 2012), we analyzed small 

molecules that bind to TraE and inhibit the 

conjugation of pKM101. We conclude that 

despite their divergent sequences and the 

transient nature of their interactions, VirB8-

like proteins have common features that can be 

exploited for structure-based design of T4SS 

inhibitors. 
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RESULTS 

The bacterial two-hybrid assay shows 

heterologous interactions between distantly 

related VirB8 homologs - To assess the 

capacity of VirB8 proteins to interact with 

homologs from other T4SS, we expressed full-

length VirB8a, VirB8b, TraE and the VirB8 

homolog CagV from Helicobacter pylori as 

fusions to the T25 and the T18 domains of 

Bordetalla CyaA cytotoxin. The interactions 

were analyzed in the bacterial two-hybrid 

(BTH) assay using E. coli cyaA deletion strain 

BTH101 and b-galactosidase activity as 

readout fused to the cytoplasmic N-terminus of 

the full-length proteins. The results show that 

all these proteins homodimerize and that TraE 

also forms heterodimers with VirB8a, VirB8b 

and CagV (Fig. 1A). Whereas the relative 

strength of the heterologous interactions was 

somewhat lower than that of TraE 

homodimerization, these results were 

nevertheless surprising since the sequence 

identities between the different homologs are 

low (35% to 14% as compared to TraE), the 

CagV protein from H. pylori being the most 

distantly related. In vitro crosslinking between 

the purified periplasmic domains of TraE, 

VirB8b and CagV provided further evidence 

that these proteins have the capacity to form 

homomultimers as well as heteromultimers 

(Fig. 2). To test whether VirB8 proteins also 

interact in a heterologous fashion with other 

essential T4SS components from other 

organisms, we tested binding to VirB10 

(Sivanesan et al., 2010). Using this assay TraE 

was shown to bind to VirB10 homologs from 

B. suis and from A. tumefaciens, further 

underlining its promiscuous binding capacity 

(Fig. 1B).  

Surface plasmon resonance analysis of 

interactions between CagV, TraE, and VirB8b 

- As alternative approach to measure 

interactions between homologs CagV, TraE, 

and VirB8b ligands were amine-coupled to 

individual flow cells of SPR chips and then 

each was flowed overtop in solution (analyte).  

Single-cycle kinetic analyses (i.e. titration of 

low to high protein concentration without 

regeneration until the end of the series) showed 

that there was no non-specific binding of 

bovine serum albumin (baseline control) to any 

of the reference or protein-immobilized 

surfaces (Fig. 3). When tested against CagV-

coupled surfaces, TraE bound in a significant, 

dose-dependent manner with rapid association 

and dissociation kinetics (Fig. 3A). Similarly, 

the responses for CagV and TraE binding to 

TraE-coupled surfaces were significant (Fig. 

3B); lower yet increasing signal responses with 

VirB8b were also detected.  When tested in the 

reverse orientation, TraE bound to VirB8b-

coupled surfaces in a dose-dependent manner 

and VirB8b also interacted with itself (Fig. 3C).  

When analyzed according to a “steady-state 
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affinity” model, the orthogonal SPR data 

provides direct evidence for CagV-TraE, TraE-

TraE, and TraE-VirB8b interactions in the 

same low micromolar affinity range (Fig. 3D). 

Structural analysis of TraE reveals an 

altered mode of dimerization - To gain high-

resolution insights into the molecular basis of 

the heterologous interactions, the X-ray 

structure of the periplasmic domain of TraE 

was determined by X-ray crystallography. 

Crystals of purified TraE diffracted up to 2.4 Å 

resolution (Table 1) and the structure was 

solved by molecular replacement using the 

homolog VirB8a that shares 25% amino acid 

identity as a search model. Structural 

comparison of TraE with its closest homologs 

VirB8a and VirB8b showed that the overall 

fold, comprising 5 a-helices on one side of the 

protein and 4 b-sheets on the opposite side, is 

similar. However, the orientations of the a-

helices 1, 4 and 5 of TraE are somewhat 

different from VirB8a and VirB8b; the root 

mean square deviation (RMSD) is 0.66 Å 

compared to VirB8a and 1.67 Å compared to 

VirB8b (Fig. 4A, B and C). The most 

interesting difference is that the dimer interface 

is clearly altered from that of VirB8a and 

VirB8b regarding the participating residues 

(Fig. 4D) and in its overall geometry (Fig. 5). 

The dimer interface buries a total of 844 Å2 for 

VirB8a and 925 Å2 for Virb8b whereas the area 

of the TraE dimer interface is only 577 Å2. The 

second and third contact regions described in 

VirB8a and VirB8b structures are not present 

in the TraE dimer and the two monomers are 

tilted in comparison to the more symmetrical 

arrangement of its homologs (Fig. 5). Despite 

these differences, in silico docking suggests 

that heterodimer formation of TraE with 

VirB8a and VirB8b is possible (Fig. 6), which 

is consistent with the results from the BTH 

assay (Fig. 1). 

The predicted dimerization site is 

important for VirB8 interactions in vitro and 

for its functionality in vivo - To assess whether 

the atypical dimerization site predicted in the 

X-ray structure is biologically significant, 

variants of residues E97, Q105, K168 and 

Y214, which form hydrogen bonds across the 

dimer interface were constructed. Single amino 

acid changes such as Y214A or K168A had 

little or no effect on dimerization using the 

BTH assay. In contrast, dimerization of the 

variants E97A, Q105A and of those carrying 

double changes E97A/Q105A and 

K168A/Y214A was strongly reduced (Fig. 

7A). Similarly, when variants of the 

periplasmic domain of TraE carrying single 

and double amino acid changes were analyzed 

by gel filtration, we found that the 

concentration-dependent dimerization 

observed in the wild type protein was 

significantly diminished if not abolished in 

both single and double variants (Fig. 7B). 
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Finally, to assess functionality in the natural 

biological context, we tested the ability of TraE 

and its variants to complement conjugation of 

a non-polar pKM101::traE transposon 

insertion mutant. This analysis revealed that 

conjugation was markedly reduced or not 

detectable in case of all single and double 

variants (Fig. 7C), despite the fact that the 

proteins were stably expressed. Taken together, 

these results support the biological relevance of 

the dimerization site predicted by X-ray 

crystallography. We next analyzed whether the 

structural information can be exploited for the 

design of inhibitors of TraE-dependent plasmid 

conjugation. 

Docking of VirB8b inhibitors and of 

novel derivates to TraE - A common feature of 

VirB8 homologs is the presence of a surface 

groove located between the a-helical and the b-

sheet faces of the protein and it was 

hypothesized that this groove has a functional 

role in mediating protein interactions by VirB8 

homologs (Paschos, Patey, Sivanesan, Gao, 

Bayliss, Waksman, O’Callaghan, et al., 2006; 

Terradot et al., 2005a). We therefore explored 

whether putative binding by small molecules to 

this site in turn inhibits bacterial conjugation. 

Previous docking results showed that the most 

potent compounds that bound to this site in 

VirB8b were the inhibitors B8I-1, B8I-2 and 

B8I-3 (31). These and other small molecules 

also tested (Smith et al., 2012) were shown to 

bind the equivalent surface groove of TraE 

(Fig. 8). To further probe this binding site, we 

also synthesized seven novel analogues of 

compound B8I-2 (Fig. 9), which from our 

previous work inhibited Brucella virulence 

(Smith et al., 2012). Analogues of B8I-2 were 

designed to probe for enhanced interaction with 

the binding site and in silico docking predicted 

that all these compounds would bind to TraE 

(Fig. 8C). We therefore tested their impact on 

TraE interactions in vitro and in vivo. 

Small molecules bind to TraE and 

inhibit pKM101 conjugation - To measure 

small molecule binding, we established an in 

vitro assay based on the quenching of 

tryptophan fluorescence following addition of 

inhibitors to the purified periplasmic domain of 

TraE. Using this assay, we determined KD 

values from low to high µM range for the 

different molecules (Tab. 2). The lowest KD 

value of 2.7 µM was observed for the B8I-2 

analogue BAR-072 (Fig. 10A). Using chemical 

crosslinking, we showed that the purified 

periplasmic domain of TraE forms dimers and 

higher molecular mass multimers, which is 

consistent with the results from the BTH assay 

(Fig. 10B). The addition of BAR-072 

attenuated crosslinker-dependent formation of 

multimers, suggesting that binding by this 

analogue interferes with dimerization (Fig. 10B 

and 10C). Finally, we assessed whether the 

TraE-binding small molecules have an effect 
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on plasmid conjugation. Conjugation 

experiments were conducted between a 

pKM101-carrying donor (FM433) and a 

plasmid-free recipient (WL400) in the presence 

of the small molecules at 50 µM concentration. 

No effects on bacterial growth were observed 

at this concentration except for molecule B8I-3 

that was not further pursued (data not shown). 

Analysis of plasmid transfer frequency showed 

that none of the original VirB8b inhibitors had 

a significant impact, but that four of the tested 

molecules significantly reduced pKM101 

transfer (B8I-16, BAR-072, BAR-073 and 

UM-024) (Fig. 11A). The strongest effect (10-

fold reduction) was observed for molecule 

BAR-072, correlating with the lowest KD value 

observed by fluorescence quenching. None of 

the molecules that reduced pKM101 transfer 

impacted on the conjugation of the unrelated 

control plasmid RP4, suggesting that their 

effects are specific for pKM101 and not due to 

a non-specific effect on bacterial metabolism or 

viability (Fig.11B). 

 

DISCUSSION 

VirB8 homologs are essential 

components of all T4SS in which they have 

been studied. They are believed to undergo a 

series of transient protein-protein interactions 

contributing to T4SS assembly (Berger & 

Christie, 1994a; A. Das & Y.-H. Xie, 2000; 

Kumar & Das, 2001b; Sivanesan & Baron, 

2011a; Sivanesan et al., 2010; Villamil Giraldo 

et al., 2012; Yuan, Carle, Gao, Sivanesan, Aly, 

Höppner, et al., 2005). Although the sequence 

identities between VirB8 homologs are in the 

range of 20 to 40% the overall protein fold is 

well conserved (Bailey et al., 2006a; Gillespie, 

Phan, Scheib, Subramanian, Edwards, 

Lehman, Piitulainen, Sayeedur Rahman, et al., 

2015; Terradot et al., 2005a), and this was 

confirmed here by determination of the TraE 

structure. In some cases, due to high divergence 

of the primary sequence, VirB8 homologs were 

found only upon their structural analysis 

(Goessweiner-Mohr et al., 2013; Kuroda et al., 

2015; Porter et al., 2012), suggesting strong 

evolutionary pressure to conserve protein 

overall fold with functional specificity 

emerging at a later date. These data are 

consistent with the early hypothesis that VirB8 

is an assembly factor that was based on its 

similarity to a nuclear transfer factor (NTF-2) 

(Terradot et al., 2005a). X-ray crystallographic 

approaches have shown that most studied 

VirB8 homologs form dimers. However, the 

more distantly related homologs from Gram-

positive bacteria such as Clostridium TcpC and 

Enterococcus TraM crystallized as trimers, 

suggesting significant structural plasticity 

regarding VirB8-like protein multimerization. 

Whereas TraE crystallized as a dimer, the 

spatial arrangement of the two subunits was 
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clearly distinct from that of its closest 

homologs VirB8a and VirB8b. The biological 

significance of this dimerization site was 

verified by the analysis of variants at the 

interaction interface, suggesting that different 

spatial orientations are biologically significant 

even in the case of closely related VirB8 

homologs (Paschos, Patey, Sivanesan, Gao, 

Bayliss, Waksman, O’Callaghan, et al., 2006; 

Sivanesan & Baron, 2011a). 

The fact that the VirB8 fold is so highly 

conserved underlines the importance of this 

protein as a T4SS assembly factor. Several 

studies have shown that VirB8 undergoes 

multiple interactions (A. Das & Y.-H. Xie, 

2000; R. B. Kumar, Y.-H. Xie, & A. Das, 

2000a; Paschos, Patey, Sivanesan, Gao, 

Bayliss, Waksman, O’Callaghan, et al., 2006; 

Sivanesan et al., 2010; Villamil Giraldo et al., 

2012; Yuan, Carle, Gao, Sivanesan, Aly, 

Höppner, et al., 2005), but until now only 

limited data was available on the molecular 

basis of these interactions. Considering that the 

periplasmic domain is relatively small (18 kDa) 

it is unlikely that VirB8 interactions are more 

than transient, which is consistent with the 

measured strength of interactions in the high 

nanomolar to micromolar range (Sivanesan et 

al., 2010; Villamil Giraldo et al., 2012). 

Nevertheless, specificity is important for 

ordered T4SS assembly and a recent study on 

VirB8 homologue proteins from Bartonella 

and Rickettsia species suggests that structural 

barriers as well as differential expression 

prevent non-productive interactions between 

multiple VirB8 paralogs in these organisms 

(Gillespie, Phan, Scheib, Subramanian, 

Edwards, Lehman, Piitulainen, Sayeedur 

Rahman, et al., 2015). Whereas non-productive 

interactions are not pertinent in case of VirB8 

homologs from different bacteria, the high 

degree of interactions between VirB8 

homologs from Agrobacterium, Brucella, 

pKM101 and H. pylori observed in the BTH 

assay as well as in vitro using crosslinking as 

well as SPR analysis was unexpected. In 

addition to homodimer formation, we observed 

heterologous binding to VirB10 homologs 

indicating a high degree of plasticity of VirB8 

interactions arising from the conserved protein 

fold. It would be of interest to test interactions 

with VirB8 homologs from Gram-positive 

bacteria in future (TcpC, TraM) to determine 

whether the plasticity of interactions extends to 

trimer-forming homologs. Binding between 

VirB8 homologs in the BTH assay does not 

necessarily imply functional complementation 

in the natural biological context in which other 

additional protein-protein interactions are 

likely to be important. For example, despite the 

fact that TraJ from plasmid pSB201 shares 50% 

sequence identity and bound Brucella VirB8 in 

the BTH assay, complementation with the full-

length protein was not possible (Bourg et al., 
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2009; Patey et al., 2006b). Similarly, we found 

that Brucella VirB8 does not complement 

virB8 deletions in A. tumefaciens (unpublished 

results). The periplasmic domain from TraJ did 

complement to a limited extent when it was 

fused to the N-terminal domain of VirB8b, but 

expression of TraJ or of a TraJ-VirB8b fusion 

protein inhibited virulence. This is probably 

due to strong binding with VirB8b, suggesting 

that both the dimer as well as the free monomer 

forms are functionally important.  

The biological role of the prominent 

hydrophobic surface groove between the b-

sheet face of the protein and the a-helices 

present at the dimerization site has been the 

subject of debate and it was hypothesized that 

it may be a protein-protein interaction site 

(Terradot et al., 2005a). Currently, there is no 

evidence for this notion, but we subsequently 

discovered that this surface groove is the 

binding site for small-molecule inhibitors of 

VirB8 dimerization (Paschos et al., 2011; 

Smith et al., 2012). At first this result was 

counterintuitive as the dimer interface is on the 

side opposite to the binding site. However, 

substituting amino acids at the inhibitor 

binding site reduced the potency of the 

inhibitors as well as dimerization, suggesting 

that conformational changes of this surface 

groove may be linked to dimerization. NMR 

analysis of VirB8b showed significant 

conformational changes between the 

monomeric and the dimeric state that are 

consistent with this notion (Sharifahmadian, 

Omichinski and Baron; unpublished). Here, we 

probed TraE with small molecules that had 

been shown to inhibit VirB8b dimerization 

(Smith et al., 2012) as well as derivatives that 

were synthesized to improve the interaction 

potency to binding site residues. Using a 

fluorescence quenching assay, we showed that 

the VirB8b inhibitors and newly synthesized 

compounds bound to TraE with affinities in the 

micromolar range despite apparent differences 

of the binding sites in the two proteins. 

Molecular docking suggested that almost all 

the molecules bind to the surface groove 

between the b-sheet face and the a-helices of 

the protein that is equivalent to that in VirB8b. 

We determined a wide variety of binding 

affinities and the molecule BAR-072 had the 

lowest KD value of 2.7 µM. Docking predicted 

that BAR-072 binds to four amino acids in the 

inhibitor-binding surface groove of TraE, 

whereas B8I-2 and other molecules only bind 

up to three amino acids, which could explain 

the difference in KD values (Fig. 8B). 

Interestingly, BAR-072 had a significant effect 

on T4SS function leading to a 10-fold reduction 

of pKM101 transfer between bacteria. Further, 

molecule UM-024 that was weakly active 

against VirB8b also significantly inhibited 

pKM101 conjugation, while the most potent 

VirB8b inhibitor B8I-2 had no effect on 
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pKM101 conjugation suggesting that 

differences in the inhibitor binding sites can be 

exploited for the design of specific molecules. 

The low degree of correlation between the KD 

values and the effects on pKM101 transfer 

(except for BAR-072) suggest the presence of 

an additional binding site or variations in the 

ability of the molecules to cross the cell 

envelope. Nevertheless, the observed 

attenuation of plasmid conjugation suggests for 

the first time that the inhibition of plasmid 

transfer is possible by targeting a specific 

component of a secretion/conjugation system. 

Our results also suggest that the surface groove 

targeted by VirB8b inhibitors may be suitable 

as a target for TraE inhibitors, pointing to a new 

paradigm enabling discovery of inhibitors 

targeting VirB8-like proteins in a wide variety 

of pathogens. 

 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 

Strains and plasmids - The strains and 

plasmids used are listed in supplementary table 

3. Escherichia coli strains XL-1 Blue or DH5α 

were used as hosts for cloning and 

mutagenesis. Strain BL21star (λDE3) was used 

for overexpression of TraE, VirB8a, VirB8b 

and CagV; strain BTH101 was used for BTH 

assays.  

Quantitation of conjugative DNA 

transfer - E. coli strains FM433 pKM101 

(donor, ampicillin-resistant), FM433 pRP4 

(donor, ampicillin-resistant) and WL400 

(recipient, chloramphenicol-resistant) were 

grown in liquid LB medium at 37°C (with 100 

µg/ml for the pKM101- and RP4-carrying 

strains) to an OD600 nm of 0.5 to 1, sedimented 

by centrifugation, and resuspended in an 

appropriate volume of LB medium without 

antibiotics. Equal amounts of donor and 

recipient strain (1 µl of each) were mixed on 

prewarmed LB agar and incubated for 2 h at 

37°C to enable conjugation, and the cells were 

then washed from the plate with 100 µl of 

liquid LB. To quantify conjugative transfer, 

dilutions of the conjugation mixture were 

plated on LB agar plates containing appropriate 

antibiotics for selection of pKM101-containing 

recipient strain WL400 (100 µg/ml ampicillin, 

34 µg/ml chloramphenicol). To determine 

complementation with TraE variants, strain 

FM433 carrying a non-polar transposon 

insertion in the traE gene 

(pKM101traE1228::Tn5 (Winans & Walker, 

1985)) was transformed with complementation 

vector pTrc200 (negative control), 

pTrc200TraE (positive control), or with 

pTrc200 expressing TraE variants; 

complementation experiments were carried out 

as above. For analysis of the inhibition of 

conjugation with small molecules, the cells 

were cultivated on agar and in liquid media in 

the presence of 50 µM of the small molecules 
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in the presence of 2.5% DMSO. The presence 

of DMSO and of the small molecules (with 

exception of B8I-3) did not negatively impact 

bacterial growth. 

DNA isolation and manipulation - 

Plasmid DNA was isolated using Qiagen 

Miniprep kits (Qiagen, UK). Standard 

techniques were employed for the cloning, 

transformation, preparation and restriction 

analysis of plasmid DNA from E. coli 

(Sambrook, Fritsch, & Maniatis, 1989). 

Bacterial two-hybrid assay (BTH) - 

Interactions between full-length TraE, VirB8a, 

VirB8b, CagV, VirB10a, VirB10b and TraE 

variants were assessed in vivo using the BTH 

system as described (Villamil Giraldo et al., 

2015). The genes encoding VirB8 homologs, 

TraE variants and VirB10 homologs proteins 

were fused to the DNA sequences encoding the 

T18 and T25 fragments of the catalytic domain 

of Bordetella pertussis adenylate cyclase (AC), 

and they were co-expressed in BTH101 AC 

(cya) deficient cells. The interactions were 

detected using functional complementation 

between the two catalytic AC fragments 

leading to cAMP and as a consequence to β-

galactosidase production that was quantified 

using ortho-nitrophenyl-β-D-

galactopyranoside as the substrate.  

Protein overexpression and 

purification - For protein overproduction, E. 

coli strain BL21star (λDE3) carrying 

expression plasmids was grown under aerobic 

conditions at 37°C in LB to exponential phase 

(OD600 of 0.4–0.8), followed by the addition of 

0.5 mM IPTG (isopropyl-β-d-

thiogalactopyranoside) for TraE, TraE variants, 

VirB8b and 1 mM IPTG for CagV to induce 

gene expression. Cultivation under aerobic 

conditions proceeded at 30°C for 4 h after 

induction for TraE and its variants, or at 25°C 

for 16 h after induction for CagV and VirB8b. 

For purification, bacterial cells were harvested, 

resuspended in binding buffer (50 mM sodium 

phosphate, 300 mM NaCl, 40 mM imidazole, 

pH 7.4) and lysed using a One Shot cell 

disrupter (Constant Systems Inc.) at 27 kPsi. 

Lysates were subsequently centrifuged twice at 

15,000 rpm at 4°C, filtered through a 0.45 µm 

membrane to remove cell debris, loaded onto a 

HisTrap Ni-chelate column (GE Healthcare) 

and eluted using a linear 50 ml gradient of 40-

500 mM imidazole. The proteins were then 

desalted into TEV buffer (25 mM sodium 

phosphate, 125 mM NaCl, 5 mM DTT, pH 7.4) 

and subjected to cleavage of the N-terminal 6x-

His-tag using 6xHis-tagged TEV protease in a 

ratio of 1:70 (TEV:protein) for 24 h at 20°C. 

Following cleavage, the solution was diluted 

ten times, centrifuged once at 13,000 rpm at 

4°C and filtered through a 0.45 µm membrane 

to remove precipitate, passed over a HisTrap 

Ni-chelate column (GE Healthcare) to bind the 
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tagged TEV protease, and the flow-through 

containing cleaved proteins was collected. The 

purified proteins were then desalted by PD-10 

columns (GE Healthcare) into 20 mM HEPES, 

pH 7.4, 50 mM NaCl for TraE; 50 mM MES, 

pH 6.5, 100 mM NaCl for CagV; 50 mM Tris, 

pH 7.4, 50 mM NaCl for VirB8b and stored at 

4°C. For crystallography, TraE was further 

purified by size exclusion chromatography 

using a Superdex 75 column (GE Healthcare). 

TraE protein concentrations were determined 

using the molar extinction coefficients at 280 

nm of 27,390 M-1 cm-1 (with 6x-His-tag) and of 

25,900 M-1 cm-1 (without 6xHis-tag). VirB8b 

protein concentrations were determined using 

the molar extinction coefficients at 280 nm of 

34,380 M-1 cm-1 (with 6x-His-tag) and of 

32,890 M-1 cm-1 (without 6xHis-tag). CagV 

protein concentrations were determined using 

the Bradford assay. 

Crystallization of TraE and data 

collection - The TraE buffer was changed to 20 

mM HEPES, 50 mM NaCl (pH 7.4) and the 

protein (15 mg/ml) was crystallized in 16% 

(w/v) PEG 10,000, 50 mM Bis-Tris (pH 5.5), 

100 mM ammonium acetate. The crystals were 

cryoprotected in 16% (w/v) PEG 10,000, 50 

mM Bis-Tris (pH 5.5), 100 mM ammonium 

acetate and 20% ethylene glycol. The crystals 

were flash frozen in liquid nitrogen and the data 

were collected at beamline X25 of the National 

Synchrotron Light Source at Brookhaven 

National Laboratory. The intensity data was 

processed using the HKL2000 program.  

Structure determination of TraE - 

Structures were solved by molecular 

replacement using the structure of VirB8 from 

A. tumefaciens as reference model (PDB # 

2CC3)(Bailey et al., 2006a). Refinement was 

performed using Phenix software suite of 

program to the highest possible resolution 

(Adams et al., 2002) made possible by 

collecting diffraction data in 180° sweeps to 

take full advantage of the space group 

symmetry redundancy (C2221) in order to 

maxmize signal to noise ratio. Electron density 

maps were calculated to the resolution 

indicated in supplementary table 1 to ensure at 

least ~ 90% completeness in the highest 

resolution shell with an I/σ(I) > 2. Final model 

statistics, calculated with Phenix, molprobity 

and PROCHECK, are shown in supplementary 

table 1. The atomic coordinates and structure 

factors for TraE have been deposited at the 

Protein Data Bank (PDB #5I97). The model of 

the final structure have Rcryst (Rfree) value of 

0.237 (0.275). All figures were prepared using 

the program PyMOL.  

Large-zone gel filtration 

chromatography - The molecular masses of the 

purified periplasmic domain of TraE and of its 

variants were determined by gel filtration using 

large-zone elution (Valdes & Ackers, 1979). 
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To this effect, 200 µL aliquots with protein 

concentrations ranging from 12 to 240 µM 

were applied to a Superdex 75 column (GE 

Healthcare) in 20 mM HEPES, 50 mM NaCl, 

pH 7.4 at 4°C. The void volume of the column 

was determined with Blue Dextran 2000, and 

the calibration curve was determined by using 

the Low Molecular Weight Gel Filtration 

Calibration Kit (GE Healthcare). 

Analysis of protein-protein interactions 

by crosslinking - Chemical crosslinking with 

disuccinimidyl suberate (DSS, Pierce) was 

performed as described previously (Yuan, 

Carle, Gao, Sivanesan, Aly, Höppner, et al., 

2005) and the formation of crosslinking 

products was quantified by SDS-PAGE, 

Western blotting and using the ImageLab 

Software 4.0 (Bio-Rad). 

Molecular docking analysis - In silico 

docking was performed using Autodock Vina 

(Trott & Olson, 2010b) run through PyRx to 

manage the workflow and PyMol to visualize 

the results. The chemical structures for each 

ligand were retrieved from the hit2lead.com 

website, converted to PDB format using 

openbabel software, followed by processing 

with Autodock Tools 1.5.4 to assign Gasteiger 

charges, merging non-polar hydrogens and to 

set torsional bonds. Docking runs were 

performed within a 47 x 52 x 33 Å rectangle 

search space surrounding the binding pocket, 

and output modes were ranked according to 

binding affinity (BA). Autodock Vina 

identified molecular conformations with the 

best fit and strongest BA (global minimums) by 

a stochastic algorithm exploring 

surfaces/pockets of the rigid macromolecule, 

through an iterative series of local 

optimizations (changing shape, bond angles, 

and position of the ligand), evaluating both 

intermolecular (hydrophobic interactions, 

repulsions, hydrogen bonding, etc.) and 

intramolecular (torsion, rotational torque) 

factors.  

Analysis of small molecule binding by 

fluorescence spectroscopy - Changes in the 

intrinsic UV fluorescence emission of TraE 

upon binding of small molecules were recorded 

at 20°C with a Cary Eclipse Fluorometer 

(Varian) (λexitation 295 nm, λemission 

340 nm, 5 nm excitation and emission slit 

widths) in 20 mM HEPES, 50 mM NaCl, 

pH 7.4. The spectra were corrected for dilution 

effects and the KD values were calculated from 

the ligand binding fluorescence data fitted to a 

single site saturation curve with constant 

background using the Grafit 6.0 software 

package. 

Synthesis of small molecules - Small 

molecule derivates of B8I-2 were synthesized 

as described (Smith et al., 2012).  
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Surface plasmon resonance - Using 

label-free, real-time SPR, the interactions 

between CagV, TraE, and VirB8b were 

examined using a BIACORE 3000 system (GE 

Healthcare Bio-Sciences AB, Upsala, Sweden; 

BIAcontrol v4.1 operating software).  For 

quality control, each batch of purified protein 

was pre-tested on an UltrafleXtreme MALDI-

TOF/TOF system (Bruker Daltonics, Bremen, 

Germany) according to the manufacturer’s 

recommendations (intact mass analysis in 

linear-positive mode, as well as Top-Down 

Sequencing (in-source decay) to verify the N-

/C-terminal amino acid sequences of the intact 

proteins). 

SPR experiments were performed on 

research-grade CM5 sensor chips (Biacore) at 

25°C using filtered (0.2 µm) and degassed 

HBS-EP buffer (10 mM Hepes, pH 7.4; 150 

mM NaCl; 3 mM EDTA; 0.005% (v/v) Tween-

20).  Immobilized protein surfaces (10 µg/mL 

in 10 mM sodium acetate pH 5.0 (CagV, TraE) 

or pH 4.0 (VirB8b)) were prepared using the 

Biacore Amine Coupling Kit as recommended 

by the manufacturer (final immobilization 

levels = 300-900 RU for each protein); 

corresponding reference surfaces were 

prepared in the absence of protein.  

To assess binding specificity and 

affinity, single-cycle kinetic analyses were 

performed in which increasing concentrations 

of BSA (negative control), CagV, TraE, and 

VirB8b were titrated in-tandem (0 – 25 µM; 2-

fold dilution series) over reference and protein-

immobilized surfaces at 25 µL/min in 

'KINJECT' mode (1 minute association + 30 

second dissociation).  Between titration series, 

the surfaces were regenerated at 50 µL/min 

using two 30 sec pulses of solution I (HBS-EP 

containing 1.0 M NaCl and 0.05% (v/v) 

Empigen) followed by the 'EXTRACLEAN' 

and 'RINSE' procedures. Due to the rapid 

steady-state binding kinetics observed for each 

interaction pair, the binding responses were 

independent of mass transport limitations and 

all double-referenced data (Myszka, 1999) 

presented are representative of duplicate 

injections acquired from at least three 

independent trials.  To predict overall 

equilibrium dissociation constants (KD) for 

each “ligand”, steady-state binding responses 

(Req) were averaged near the end of each 

association phase, plotted as a function of 

“analyte” concentration (C), and then subjected 

to non-linear regression analysis (“Steady state 

affinity” model; BIAevaluation v4.1 software).  

Complementary multi-cycle kinetic analyses 

(25 µL/min x 5 minute association + 5 minute 

dissociation) were performed in the similar 

manner and yielded consistent affinity 

constants. 
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TABLES 
 
TABLE 2.1. Data collection and refinement statistics. 

 TraE 
Wavelength (Å) 1.1 

Resolution range (Å) 38.6 - 2.441 (2.529  - 2.441) 
Space group C 2 2 21 

Unit cell parameters: 
a (Å), b (Å), c (Å), α = β = γ = 90° 

 
112.049, 123.362, 109.8 

Total reflections 184 794 
Unique reflections 28 596 (2826) 

Multiplicity 6.5 (6.0) 
Completeness (%) 99.98 (99.93) 
Mean I/sigma(I) 32.7 (2.3) 
Wilson B-factor 46.46 

R-merge 0.121 
R-meas 0.132 

Reflections used for R-free 2000 
R-worka 0.2472 (0.3429) 
R-freeb 0.2801 (0.3475) 

Number of non-hydrogen atoms 4,636 
Macromolecules 4,569 

Water 117 
Protein residues 558 
RMS bonds (Å) 0.004 
RMS angles (°) 0.93 

Ramachandran favored (%)c 99 
Ramachandran allowed (%)c 1 
Ramachandran outliers (%)c 0 

Clashscore 4.21 
Average B-factor (Å2) 38.20 

All values in parentheses are given for the highest resolution shell. 
a Rwork = Σhkl||Io(hkl)| - |Ic(hkl)||/ Σhkl|Io(hkl)|. 
b Rfree = ΣhklΣT|| Io(hkl) - |Ic(hkl)||/ ΣhklΣT|Io(hkl)|, where T is a test data set randomly selected from the 
observed reflections prior to refinement. The test data set was not used throughout refinement and 
contained 7% of total unique reflections. 
c Analyzed by Molprobity.  
PDB deposition coordinates # 5I97. 
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TABLE 2.2. Binding of small molecules to TraE measured using a fluorescence quenching 
assay. 
 

Tested molecule KD (µM)* 
B8I-1 11.4 ± 0.6 
B8I-2 20.6 ± 1.4 
B8I-3 9.9 ± 0.5 
B8I-4 35.1 ± 3.1 
B8I-5 30.3 ± 2.8 
B8I-8 28.5 ± 2.5 

B8I-16 28.8 ± 2.2 
BAR-068 53.6 ± 3.9 
BAR-069 27.9 ± 2.4 
BAR-070 9.1± 0.3 
BAR-071 10.0 ± 0.4 
BAR-072 2.7 ± 0.1 
BAR-073 7.3 ± 0.6 
BAR-074 9.2 ± 0.4 

UM-0125823 9.6 ± 0.2 
UM-0125824 61.1 ± 5.5 
UM-0125848 14.4 ± 0.5 
UM-0125850 34.4 ± 1.6 

 
*Standard deviation derived from three replicas. 

 
TABLE 2.3. Bacterial strains and plasmids. 
 

Figure 1. Strain 

 

Genotype or Description 
 

Source or 
Reference 

DH5α F– Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-
argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 
(rK–, mK+) phoA supE44 λ– thi-1 
gyrA96 relA1 

 
Invitrogen 

XL-1 Blue 
 

recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 
supE44 relA1 lac (F´ proAB 
lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)) 

Agilent 
Technologies  

 
BL21(DE3) star F– ompT hsdSB(rB–, mB–) gal 

dcm rne131 (DE3) 

 
Invitrogen 

BTH101 
 

F- cya-99, araD139, galE15, 
galK16, rpsL1 (strr), hsdR2, 
mcrA1, mcrB1 

(Karimova, 
Dautin, & 

Ladant, 2005) 
 

FM433 SpcraraD139 Δ(argF-lac)U169  
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 ptsF25 deoC1 relA1 flbB5301 
rpsE13 Δ(srl-recA)306::Tn10, 
conjugation donor 

(Zinoni, 
Heider, & 

Bock, 1990) 
WL400 

 
CmrStrraraD139 Δ(argF-
lac)U169, ptsF25 deoC1 relA1 
flbB5301 rpsL150 ΔselD204::cat, 
conjugation recipient 

Leinfelder, W. 
Unpublished 

data. 

Plasmids   
pHT 

 
kanr pET24d derivative T7 
expression vector with N-terminal 
6xHis-tag and TEV protease 
cleavage site 

 
(Smith et al., 

2012) 

pHTVirB8bp 
 

kanr T7 promoter vector for the 
expression of 6xHis-tagged 
periplasmic domain of B. suis 
VirB8 

 
(Smith et al., 

2012) 

pHTTraEp 
 

kanr T7 promoter vector for the 
expression of 6xHis-tagged 
periplasmic domain of pKM101 
TraE 

 
this work 

pET21aCagVp ampr T7 promoter vector for the 
expression of 6xHis-tagged 
periplasmic domain of H. pylori 
CagV 

 
this work 

pHTTraEp E97A 
 

pHTTraEp modified to encode 
TraE with amino acid change 
E97A 

 
this work 

pHTTraEp Y214A 
 

pHTTraEp modified to encode 
TraE with amino acid change 
Y214A 

 
this work 

pHTTraEp       E97A-
Q105A 

pHTTraEp modified to encode 
TraE with amino acid change 
E97A-Q105A 

 
this work 

pUT18 pUC19 derivative including the 
T18 fragment (amino acids 225-
399 of B. pertussis CyaA) N-
terminal to the multiple cloning 
site 

 
(Karimova et 

al., 2005) 

pKNT25 
 

pSU40 derivative including the 
T25 fragment (amino acids 1-224 
of B. pertussis CyaA) N-terminal 
to the multiple cloning site 

 
(Karimova et 

al., 2005) 

pUT18C 
 

pUC19 derivative including the 
T18 fragment (amino acids 225-
399 of B. pertussis CyaA) C-

 
(Karimova et 

al., 2005) 
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terminal to the multiple cloning 
site 

pKT25 
 

pSU40 derivative including the 
T25 fragment (amino acids 1-224 
of B. pertussis CyaA) C-terminal 
to the multiple cloning site 

 
(Karimova et 

al., 2005) 

pUT18CVirB10b 
 

ampr, pUT18C harboring 1176 bp 
XbaI/KpnI virB10 fragment from 
B. suis (encoding full-length 
VirB10) 

 
(Paschos et al., 

2011) 

pKT25VirB10b 
 

kanr, pKT25 harboring 1176 bp 
XbaI/KpnI virB10 fragment from 
B. suis (encoding full-length 
VirB10) 

 
(Paschos et al., 

2011) 

pUT18CVirB10a 
 

ampr, pUT18C harboring 1134 bp 
XbaI/KpnI virB10 fragment from 
A. tumefaciens (encoding full-
length VirB10) 

 
this work 

pKT25VirB10a 
 

kanr, pKT25 harboring 1134 bp 
XbaI/KpnI virB10 fragment from 
A. tumefaciens (encoding full-
length VirB10) 

 
this work 

pUT18CVirB8b 
 

ampr , pUT18C harboring 720 bp 
XbaI/KpnI virB8 fragment from 
B. suis (encoding full-length 
VirB8) 

 
(Sivanesan et 

al., 2010) 

pKT25VirB8b 
 

kanr, pKT25 harboring 720 bp 
XbaI/KpnI virB8 fragment from 
B. suis (encoding full-length 
VirB8) 

 
(Sivanesan et 

al., 2010) 

pUT18CVirB8a 
 

ampr , pUT18C harboring 711 bp 
XbaI/KpnI virB8 fragment from 
A. tumefaciens (encoding full-
length VirB8) 

 
this work 

pKT25VirB8a 
 

kanr, pKT25 harboring 711 bp 
XbaI/KpnI virB8 fragment from 
A. tumefaciens (encoding full-
length VirB8) 

 
this work 

pUT18CCagV 
 

ampr, pUT18C harboring ??? bp 
XbaI/KpnI cagV fragment from 
H. pylori (encoding full-length 
CagV) 

 
this work 

pKT25CagV 
 

kanr, pKT25 harboring ??? bp 
XbaI/KpnI cagV fragment from 
H. pylori (encoding full-length 

 
this work 
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CagV) 
pUT18CTraE 

 
ampr, pUT18C harboring 699 bp 
XbaI/KpnI traE fragment from 
pKM101 (encoding full-length 
TraE) 

 
this work 

pKT25TraE 
 

kanr, pKT25 harboring 699 bp 
XbaI/KpnI traE fragment from 
pKM101(encoding full-length 
TraE) 

 
this work 

pUT18CTraE E97A pUT18CB8 modified to encode 
TraE with amino acid change 
E97A 

 
this work 

pUT18CTraE Q105A pUT18CB8 modified to encode 
TraE with amino acid change 
Q105A 

 
this work 

pUT18CTraE K168A pUT18CB8 modified to encode 
TraE with amino acid change 
K168A 

 
this work 

pUT18CTraE Y214A pUT18CB8 modified to encode 
TraE with amino acid change 
Y214A 

 
this work 

pUT18CTraE   E97A-
Q105A 

pUT18CB8 modified to encode 
TraE with amino acid change 
E97A-Q105A 

 
this work 

pUT18CTraE K168A-
Y214A 

pUT18CB8 modified to encode 
TraE with amino acid change 
K168A-Y214A 

this work 

pKT25TraE E97A pKT25B8 modified to encode 
TraE with amino acid change 
E97A 

 
this work 

pKT25TraE Q105A pKT25B8 modified to encode 
TraE with amino acid change 
Q105A 

 
this work 

pKT25TraE K168A pKT25B8 modified to encode 
TraE with amino acid change 
K168A 

 
this work 

pKT25TraE Y214A pKT25B8 modified to encode 
TraE with amino acid change 
Y214A 

 
this work 

pKT25TraE     E97A-
Q105A 

pKT25B8 modified to encode 
TraE with amino acid change 
E97A-Q105A 

 
this work 

pKT25TraE   K168A-
Y214A 

pKT25B8 modified to encode 
TraE with amino acid change 
K168A-Y214A 

 
this work 
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pTrc200 Strr, Spcr, pVS1 derivative, LacIq, 
trc promoter expression vector 

 
(Schmidt-
Eisenlohr, 
Domke, & 

Baron, 1999) 
pTrc200TraE pTrc200, traC PCR fragment 

cloned downstream of the trc 
promoter 

 
this work 

pTrc200TraE E97A pTrc200TraE modified to encode 
TraE with amino acid change 
E97A 

 
this work 

pTrc200TraE Q105A pTrc200TraE modified to encode 
TraE with amino acid change 
Q105A 

 
this work 

pTrc200TraE K168A pTrc200TraE modified to encode 
TraE with amino acid change 
K168A 

 
this work 

pTrc200TraE Y214A pTrc200TraE modified to encode 
TraE with amino acid change 
Y214A 

 
this work 

pTrc200TraE E97A-Q105A pTrc200TraE modified to encode 
TraE with amino acid change 
E97A-Q105A 

 
this work 

pTrc200TraE K168A-
Y214A 

pTrc200TraE modified to encode 
TraE with amino acid change 
K168A-Y214A 

 
this work 

pKM101 Ampr, mucA, mucB, TraI-TraIII 
region for DNA processing, DNA 
transfer, and entry exclusion 

 
(Langer & 

Walker, 1981) 
pKM101traE Ampr, Kmr, 

pKM101traE1228::Tn5 
(Winans & 

Walker, 1985) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Dimerization and inhibition of TraE 

 87 

FIGURES 
 

 
FIGURE 2.1. BTH analysis shows heterologous interactions between VirB8 homologs. The 
BTH assay was used to assess interactions between proteins fused to the adenylate cyclase 
domains, leading to production of β-galactosidase in E. coli reporter strains. (A) Interactions 
between VirB8 homologs from Agrobacterium (VirB8a), Brucella (VirB8b), Helicobacter 
(CagV) and pKM101 (TraE). (B) Interactions between VirB10 homologs from Agrobacterium 
(VirB10a), Brucella (VirB10b) and TraE. The homologous interactions between VirB8 proteins 
(A), and the homologous interactions between TraE and VirB10 proteins (B) were used as 
positive controls, while co-expression of the plasmid T25-TraE with an empty T18 fusion vector 
(A) or co-expression of the plasmid T25-VirB10b with an empty T18 fusion vector (B) were 
used as negative controls. Values and standard deviations were calculated from three 
independent experiments.  
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FIGURE 2.2. TraE, VirB8b and CagV have the capacity to form homomultimers and 
heteromultimers. SDS-PAGE analysis of the purified periplasmic domains of TraE (A), VirB8b 
(B) and CagV (C) in the absence (0 mM) and in the presence of the cross-linking agent DSS 
(0.4 mM to 2 mM). (D) Western blot analysis with TraE-specific antiserum after SDS-PAGE of 
the purified periplasmic domains of TraE, CagV and VirB8b following cross-linking with DSS 
(2 mM). Arrows indicate higher-molecular-weight complexes formed after cross-linking; TraE-
CagV and TraE-VirB8b complexes in (D) migrate at higher molecular masses than TraE-TraE 
complexes due to the higher molecular masses of the heterologous interaction partners CagV 
and VirB8b. 
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FIGURE 2.3. Representative single-cycle SPR analyses for tandem 1.56, 3.13, 6.25, 12.5, and 
25 µM “analyte” injections (BSA, solid grey line; CagV, dashed black line; TraE, solid black 
line; VirB8b, dashed grey line) binding to amine-coupled “ligands” (A, CagV; B, TraE; C, 
VirB8b; 300-900 RU each) at 25 µL/min.  D, apparent equilibrium dissociation constants (KD) 
represent the average of at least three independent trials (± standard error). 
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FIGURE 2.4. Structural analysis of TraE dimerization. (A) Structure of the TraE dimer 
determined by X-ray crystallography (side view and top view). (B) Comparison of TraE and 
VirB8 from A. tumefaciens (PDB: 2CC3) monomer structures. (C) Comparison of TraE and 
VirB8 from B. suis (PDB: 4AKZ) monomer structures. (D) Four amino acids (E97, Q105, K168, 
Y214) implicated in the formation of inter-protomer hydrogen-bonds at the observed 
dimerization interface. 
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FIGURE 2.5. Comparison of the homodimer interface of the periplasmic forms of TraE, VirB8a 
and VirB8b. (A) Sequence alignment of the periplasmic domains of TraE, VirB8a and VirB8b 
with the amino acids at the homodimer interface (blue - residues present at the interface, yellow 
- residues making hydrogen bonds, green - residues making salt-bridges). (B) Overall geometry 
of the VirB8a (PDB: 2CC3) homodimer structure as compared to VirB8b (PDB: 2BHM) and 
TraE.  
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FIGURE 2.6. In silico docking to predict heterodimer formation between TraE, VirB8a and 
VirB8b using the Zdock server (Pierce et al., 2014). (A) Docking result showing potential TraE-
VirB8a heterodimer. (B) Docking result showing potential TraE-VirB8b heterodimer.  
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FIGURE 2.7. Genetic and biochemical analysis shows the importance of TraE dimerization. 
(A) The BTH assay was used to measure the interactions between fusion proteins of TraE 
variants with adenylate cyclase domains, leading to production of β-galactosidase in E. coli 
reporter strains. The dimerization of TraE wild type protein was used as a positive control while 
co-expression of the plasmid T25-TraE with an empty T18 fusion vector were used as a negative 
control. Values and standard deviations were calculated from three independent experiments. 
(B) Gel filtration analysis at increasing concentrations of the periplasmic domain of TraE 
(diamonds) shows concentration-dependent dimer formation while its variants E97A (squares), 
Y214A (triangles) and E97A-Q105A (crosses) show no evidence for dimer formation as a 
function of concentration (C) pKM101 conjugation assay to assess the capacity of TraE and of 
its variants at the dimerization site to complement a pKM101::traE transposon insertion plasmid 
(CFU, colony forming units of recipient strain after plasmid transfer). The data represent 
averages and standard error of the mean of three biological replicate cultures. Asterisks denote 
statistically significant differences (p ≤ 0.0001, n = 3). The lower panel show the Western blot 
using anti-TraE antibody. Signals shown by arrow correspond to the predicted molecular masse 
of TraE wt and variants. 
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FIGURE 2.8. Docking of VirB8b inhibitors and of B8I-2 derivates to TraE. (A) Predicted 
binding of B8I-1 (orange), B8I-2 (blue), B8I-3 (yellow) to TraE using AutoDock Vina. Amino 
acids E111, K140 and T157 form a hydrogen bond network in TraE. (B) Binding site of 
molecule BAR-072 (red) to TraE as predicted by AutoDock Vina. In addition to the hydrogen-
bond network E111-K140-T157 contributing to ligand binding, R110 may form an additional 
hydrogen bond with BAR-072. (C) Cartoon (green) and surface (grey) representations of the 
TraE monomer showing the common binding site for 17 of 18 tested small molecules as 
predicted by Autodock Vina. B8I-8 is the only compound predicted to bind in a surface groove 
in the back of the image. Atoms for each inhibitor were colored using a rainbow gradient based 
on the relative intermolecular binding energy with TraE (lowest energy shown in blue, highest 
energy shown in red). 
 
 

 
 
 
 
 
 



Dimerization and inhibition of TraE 

 95 

 
 
 
 
 

 
 
FIGURE 2.9. Chemical structures of small molecules tested by in silico docking, in vitro 
binding and in vivo conjugation assays. Previously tested molecules (B8I-1 to B8I-16, UM-023 
to UM-050)(Smith et al., 2012)) and new B8I-2 analogues (BAR-068 to BAR-074) used to 
probe the binding site.  
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FIGURE 2.10. Effect of BAR-072 on TraE. (A) In vitro binding assay based on tryptophan 
quenching upon addition of BAR-072 to the purified periplasmic domain of TraE. (B) Cross-
linking of TraE with DSS (0.4 mM) in presence of BAR-072 at given concentrations (0 to 1.6 
mM, DMSO final concentration of 2.5%); arrows indicate higher-molecular-weight complexes 
formed after cross-linking of TraE. (C) Quantification of the formation of DSS-dependent cross-
linking products of TraE (indicated by arrows in panel B) in the absence and in the presence of 
BAR-072 (0 to 1.6 mM). Formation of the two cross-linking products was normalized by 
comparison with the control without BAR-072 (100% is the control); the data represent averages 
and standard error of the mean of three replicates. 
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FIGURE 2.11. Effect of TraE-binding small molecules on conjugation. (A) Conjugation assays 
between pKM101-carrying donor strain FM433 and plasmid-free recipient WL400 were 
conducted in the presence of 50 µM TraE-binding small molecules. (B) RP4 conjugation assay 
in presence of inhibitors of pKM101 transfer. Conjugation assays between plasmid RP4-
carrying donor strain FM433 and plasmid-free recipient WL400 were conducted in the presence 
of 50 µM of the small molecules. The numbers of colony forming units compared to a control 
experiment in the absence of the small molecules are shown; data represent averages and 
standard error of the mean of three biological replicate cultures. Asterisks denote statistically 
significant differences (p ≤ 0.0001, n = 3).
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Abstract 

 

The increasing frequency of antimicrobial resistance is a problem of global importance. Novel 

strategies are urgently needed to understand and inhibit antimicrobial resistance gene 

transmission that is mechanistically related to bacterial virulence functions. The conjugative 

transfer of plasmids by type IV secretion systems is a major contributor to antimicrobial 

resistance gene transfer. Here, we present a structure-based strategy to identify inhibitors of type 

IV secretion system-mediated bacterial conjugation. Using differential scanning fluorimetry we 

screened a fragment library and identified molecules that bind the essential TraE protein of the 

plasmid pKM101 conjugation machinery. Co-crystallization revealed that fragments bind two 

alternative sites of the protein and one of them is a novel inhibitor binding site. Based on the 

structural information on fragment binding we designed novel small molecules that have 

improved binding affinity. These molecules inhibit the dimerization of TraE, bind to both 

inhibitor binding sites on TraE and inhibit the conjugative transfer of plasmid pKM101. The 

strategy presented here is generally applicable for the structure-based design of inhibitors of 

antimicrobial resistance gene transfer and of bacterial virulence.  
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Introduction 

 

The conjugative transfer of plasmids between Gram-negative bacteria is mediated by type IV 

secretion system (T4SS) and many pathogens such as Helicobacter pylori, Bartonella and 

Brucella species use this strategy for the transfer of virulence factors into mammalian cells. 

T4SS typically comprise 12 membrane-associated proteins that fall into three categories: 

cytoplasmic ATPases (VirB4, VirB11 and VirD4), surface-exposed pilus components (VirB2 

and VirB5) and core components associated with the inner and/or the outer membrane (VirB1, 

VirB3, VirB6, VirB7, VirB8, VirB9 and VirB10) (Chandran Darbari & Waksman, 2015; 

Trokter et al., 2014b). X-ray and NMR structures of several individual proteins are available 

and additional information on the overall T4SS complex structure was obtained by electron 

microscopy and X-ray crystallography of subcomplexes from plasmid conjugation systems 

pKM101 and R388 (Chandran et al., 2009; Fronzes, Schafer, et al., 2009; Low et al., 2014a). 

Considering the importance of T4SS for bacterial virulence and for the transfer of antimicrobial 

resistance (AMR) genes (Brown & Wright, 2016; Chandran Darbari & Waksman, 2015; Trokter 

et al., 2014b), it would be interesting to design inhibitors of this process and these molecules 

could also serve as chemical probes for mechanistic studies (Baron, 2010; Ruer, Pinotsis, 

Steadman, Waksman, & Remaut, 2015; Zambelloni, Marquez, & Roe, 2015). Small molecule 

inhibitors of the ATPase activity of VirB11 homolog Caga that inhibit the virulence of H. pylori 

were described, but no structural information on their binding site is available (Hilleringmann 

et al., 2006). Inhibitors of Brucella VirB8 were identified using an in vivo dimerization assay 

based on the bacterial two–hybrid system (Paschos et al., 2011). X-ray analysis of the 

periplasmic domain of the Brucella VirB8 protein, co-crystallized with an inhibitor, and in silico 

docking showed that these molecules bind to a surface groove of the protein (Smith et al., 2012). 

The most active VirB8 inhibitors are salicylidene acylhydrazides that inhibit dimerization of the 

protein and also the virulence of Brucella (Smith et al., 2012). Previous work has shown that 

derivatives of the most active molecule B8I-2 bind to the VirB8 homolog TraE from pKM101, 

inhibit its dimerization and conjugative transfer of the plasmid (Casu et al., 2016). Interestingly, 

the predicted inhibitor binding site is distant from the dimerization site of the protein, and until 

now is not clear how these molecules inhibit dimerization and protein functions 

(Sharifahmadian, Arya, et al., 2017). Here, we have identified novel chemical entities that bind 
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to the previously known site as well as to a novel site close to the dimerization interface of the 

protein. 

  

 

Results  

 

Screening for TraE-binding fragments 

Here, we conducted a fragment-based screen to identify novel chemical entities that bind to and 

may identify novel druggable sites on TraE and other VirB8-like proteins. Fragment libraries 

are smaller (usually a few hundred molecules) than the libraries of small molecules typically 

used for high-throughput screening (several thousand to millions) and the screens can generally 

be conducted in a standard laboratory setting without highly specialized equipment (Mashalidis, 

Sledz, Lang, & Abell, 2013; Silvestre, Blundell, Abell, & Ciulli, 2013). The binding affinities 

of fragments that are typically smaller than 300 Da and lower than that of small molecules 

(larger than 500 Da), but fragments are excellent starting points for the synthesis of more potent 

small molecules contributing to the increasing popularity of fragment-based drug discovery 

(FBDD) (Mashalidis et al., 2013). Using a differential scanning fluorimetry (DSF) assay in an 

RT-PCR instrument we screened a fragment library of 505 molecules (supplementary Fig. 1) 

identifying 16 molecules that significantly increase the thermal melting point of the purified 

periplasmic domain of TraE (Fig. 1A). The structures of the molecules are diverse, yet all but 

one contain a carboxyl group that may be involved in interactions with charged amino acid side 

chains of the target (supplementary Fig. 2). Fluorescence quenching shows binding of the 

fragments and the KD values between 23 µM and 103 µM are in the range of what is expected 

for fragments (Fig. 1B) (Mashalidis et al., 2013).  

 

Identification of the binding sites on TraE and design of small molecule derivates 

In silico docking suggests that many fragments may bind to a surface groove of TraE that was 

already shown to be an inhibitor binding site in VirB8-like proteins (Casu et al., 2016; Smith et 

al., 2012). In addition, docking predicted an additional potential binding site in an a-helical 

region of TraE that is close to the dimerization interface (Fig. 1C). Whereas docking predictions 
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are increasingly reliable, the design of inhibitors requires high-resolution structural information 

and towards this goal we soaked TraE crystals with the binding fragments. We obtained X-ray 

structures in case of two fragments (1E6 and 4H10) that diffracted to 2.5 Å and 2.79 Å 

resolution, respectively (supplementary Tab. 2). Surprisingly, molecule 1E6 (2-furoic acid) 

bound to two sites on TraE (Fig. 2A and B). The first binding site is in the inhibitor-binding 

surface groove, whereas the second molecule binds to an a-helical region at the dimerization 

site of VirB8-like proteins as was predicted by docking. In contrast, molecule 4H10 (2-

chloroisonicotinic acid) binds adjacently to the first binding site of molecule 1E6 (Fig. 2D and 

2E). Since both fragments bind in close proximity we reasoned that combining them may 

generate small molecules with higher affinity. Based on this rationale we obtained molecule 

239852 (2-(2-furyl)isonicotinic acid) (Fig. 2F), which is essentially a fusion of 4H10 and 1E6, 

as well as four other similar molecules from a commercial supplier (Enamine).  

 

Small molecules binding two alternative sites in TraE 

In silico docking predicted that all these molecules bind to one or both of the 1E6 binding sites 

observed by X-ray crystallography (supplementary Fig. 3). Analysis by X-ray crystallography 

revealed that two of the molecules bind to the two alternative sites on TraE thus confirming the 

docking predictions. Molecule 239852 binds to the previously described inhibitor binding 

surface groove (Fig. 3A and C), whereas molecule 105055 (4-(1H-pyrrol-1-yl)pyridine-2-

carboxylic acid) binds to the a-helical region of TraE close to the dimerization site of VirB8-

like molecules (Fig. 3B and D). Interestingly, X-ray structure analysis of TraE revealed that the 

overall geometry of the dimer (Fig. 3D) differs from that of other VirB8 homologs (Fig. 3E) 

(Casu et al., 2016). This difference may reflect two conformational states of VirB8-like proteins. 

This opens the possibility that molecule 105055 may directly interfere with dimerization, while 

molecule 239852 could exert an effect similar to previously described VirB8 inhibitors.  

 

Novel small molecules bind TraE and inhibit its functions  

To assess whether the 4H10/1E6-derived molecules bind TraE and impact protein function we 

next conducted a series of in vitro and in vivo assays. First, we tested binding to TraE using 

fluorescence quenching, revealing that both molecules 105055 and 239852 have increased 
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effects as compared to the original fragments 4H10/1E6 and they also stabilized the protein as 

assessed by DSF (Fig. 4A and B). The other derived molecules have binding activities similar 

to the original fragments, but they do not induce positive thermal shift changes, suggesting that 

their interaction with TraE is relatively weak (Fig. 4A and B). Second, we tested the effects of 

molecules 105055 and 239852 on dimerization using an in vitro cross-linking assay with the 

purified periplasmic domain of TraE. Both molecules significantly inhibit cross-linking, 

inhibition is more pronounced in the case of molecule 105055 and combination of both 

molecules further accentuates inhibition (Fig. 4C and supplementary Fig. 4). Third, we analysed 

whether the original fragments (4H10 and 1E6) or the derived molecules inhibit the conjugative 

transfer of pKM101. Addition of the fragments as well as of the derived small molecules that 

do not stabilize the protein in the DSF assay at concentrations of 50 µM has no effect on 

conjugation. However, molecules 105055 as well as 239852 significantly reduce conjugative 

DNA transfer (Fig. 4D). The efficacy of conjugative transfer is further decreased to about 45% 

of the control when both molecules are combined. Interestingly, combination with the known 

TraE inhibitor BAR-072 (Casu et al., 2016) further reduces conjugation of these molecules to 

values as low as 4% of the control (Fig. 4D). The molecules do not negatively impact bacterial 

viability and they have no effect on transfer of the unrelated plasmid RP4, suggesting that the 

effect is specific for pKM101 (supplementary Fig. 5, (Casu et al., 2016)). 

 

 

Discussion 

 

We here present a generally applicable structure-based strategy to identify inhibitors of bacterial 

conjugation. The DSF approach used as primary assay to screen a library of several hundred 

fragments can be conducted in most molecular biology laboratories since it uses a commonly 

available RT-PCR instrument and does not necessitate specialized high-throughput screening 

equipment. Using this approach, we confirmed that the previously identified inhibitor-binding 

surface groove of VirB8-like proteins is indeed a promising target for the binding of inhibitors 

that could be further explored for drug design. Despite repeated efforts in our group ((Casu et 

al., 2016; Sharifahmadian, Arya, et al., 2017; Smith et al., 2012) and unpublished work) we have 

obtained only one co-crystal structure with a binding small molecule (B8I-1) that did not have 
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a strong effect on Brucella virulence (Paschos et al., 2011). All the data on the binding of the 

most biologically active molecules (salicylidene acylhydrazide B8I-2 and its derivatives) to 

VirB8 and TraE were obtained by in silico docking – an approach that is increasingly reliable, 

but that cannot replace actual structural information. For this reason, it was very important to 

confirm by X-ray crystallography that two of the identified fragments (4H10 and 1E6) indeed 

bind to the surface groove of the protein that was predicted to bind B8I-2 and its derivates. To 

our surprise, molecule 1E6 also binds to an alternative site that is close to the dimer interface of 

VirB8-like proteins. The discovery of this novel binding site opens additional opportunities for 

the design of small molecules that inhibit the functions of VirB8-like proteins.  

 

Since fragments 4H10 and 1E6 bind adjacently to the surface groove, we designed a series of 

small molecules that essentially represent a fusion of these molecules. Interestingly, the newly 

designed small molecules 105055 as well as 239852 bind to both respective sites that have been 

identified by fragment screening. Even more importantly, they inhibit dimerization of the 

protein as well as conjugative transfer of plasmid pKM101. The degree of inhibition is relatively 

modest, but it is further enhanced by combining the two molecules also adding the previously 

identified conjugation inhibitor BAR-072 (Casu et al., 2016). This work constitutes a key step 

for the structure-based design of more potent conjugation inhibitors based on the novel chemical 

entities we have identified here. Also, our data demonstrate the existence of two potential 

druggable sites on TraE. It will be interesting to assess whether both sites can be exploited for 

fragment-based approaches aimed at identifying inhibitors of other VirB8-like proteins. 

 

The strategy validated here is applicable to VirB8-like proteins from the T4SS of bacterial 

pathogens for which structural and functional information is available (Bailey et al., 2006a; 

Gillespie, Phan, Scheib, Subramanian, Edwards, Lehman, Piitulainen, Sayeedur Rahman, et al., 

2015; Goessweiner-Mohr et al., 2013; Terradot et al., 2005a). However, the application is not 

limited to T4SS components and this approach could be broadly applied to any conjugation 

system component or virulence factor for which high-resolution structural information is 

available. The availability of a defined target and of structural information is crucial for 

structure-based drug design aimed at improving hits identified by screening. In the absence of 

such information on the target and its structure, it can be quite challenging to further advance 
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inhibitor and drug development. This was the case for inhibitors of bacterial type III secretion 

systems where it took several years after discovery of the molecules to identify the targets and 

the inhibitor binding sites (D. Wang et al., 2011; Zambelloni et al., 2015). The strategy presented 

here can be applied to a wide variety of virulence factors and has potential to contribute to the 

development of drugs that reduce AMR gene transfer and bacterial virulence. 

 

 

Methods 

 

Protein overexpression and purification  

Protein overexpression and purification was performed as described previously (Casu et al., 

2016). The TraE buffer was changed to 20 mM HEPES, 50 mM NaCl, pH 7.4. TraE protein 

concentrations were determined using the molar extinction coefficient at 280 nm of 25 900 M-1 

cm-1. 

 

Differential scanning fluorimetry  

A library of 505 fragments was used in this study of which 186 were previously described 

(Sharifahmadian, Arya, et al., 2017) and the others are listed in supplementary table 3. DSF 

experiments were performed as described previously (Sharifahmadian, Arya, et al., 2017). DSF 

was conducted using 5 µM of protein, 10X concentration of SYPRO Orange (from 5000X stock 

solution, ThermoFisher) in 20 mM HEPES, 50 mM NaCl, pH 7.4 and 5% final concentration of 

DMSO. For fragment-based screening and molecule optimization, fragments or small molecules 

were added to final concentrations of 5 mM. SYPRO Orange fluorescence was monitored over 

20–95 °C with a LightCycler® 480 instrument (Roche, USA). The LightCycler® 480 Software 

(Roche) was used to calculate the first derivate of the resulting melting curve, with the steepest 

point of the slope being the Tm. Fragments were considered to be hits when DTm was higher 

than 1°C, which is two times higher than the standard deviation of the DMSO control. 

 

Analysis of small molecule binding by fluorescence spectroscopy 

Changes of the intrinsic UV fluorescence emission of TraE upon binding of fragments and small 

molecules were recorded at 20°C with a Cary Eclipse Fluorometer (Varian) (λex 295 nm, λem 
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340 nm, 5 nm excitation and emission slit widths) in 20 mM HEPES, 50 mM NaCl, pH 7.4. The 

spectra were corrected for dilution effects and KD values were calculated from the ligand binding 

fluorescence data fitted to a single site saturation curve with constant background using the 

Grafit 6.0 software package. 

 

Crystallization of TraE, formation of fragment or small molecule complexes with TraE 

crystals and data collection  

The TraE protein (15 mg/ml) was crystallized in 16% (w/v) PEG 10 000, 50 mM Bis-Tris (pH 

5.5), 100 mM ammonium acetate. To obtain TraE−fragment or TraE-small molecule complexes, 

crystals of TraE were soaked for time periods ranging from 1 min to 6 h in a cryoprotectant 

solution containing 16% (w/v) PEG 10 000, 50 mM Bis-Tris (pH 5.5), 100 mM ammonium 

acetate, 20% ethylene glycol and 1−10 mM fragments or small molecules. After soaking, the 

crystals were flash frozen in liquid nitrogen and the data were collected at the Cornell High 

Energy Synchrotron Source (CHESS, USA) beamline F1. The intensity data was processed 

using the HKL2000 program.  

 

Structure determination of TraE 

Structures were solved by molecular replacement using the template (PDB # 5I97) as reference 

model. Refinement was performed using Phenix software suites to achieve the highest possible 

resolution (Adams et al., 2002). Electron density maps were calculated to the resolution 

indicated in supplementary table 2. Final model statistics, calculated with Phenix, molprobity 

and PROCHECK, are shown in supplementary table 2. Stereochemical restraints for ligands 

were generated with Elbow from Phenix software. The atomic coordinates and structure factors 

for TraE in complex with fragments and small molecules have been deposited at the Protein 

Data Bank (PDB # 5WIC, PDB # 5WII, PDB # 5WIO, PDB # 5WIP). All figures were prepared 

using the program PyMOL.  

 

Molecular docking analysis 

In silico docking was performed using Autodock Vina (Trott & Olson, 2010a) run through PyRx 

to manage the workflow and PyMol to visualize the results. The chemical structures for each 

ligand were drawn with MarvinSketch (v15.7.13.0, 2015), ChemAxon 
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(http://www.chemaxon.com), converted to PDB format, followed by processing with Autodock 

Tools 1.5.4 to assign Gasteiger charges, merging non-polar hydrogens and to set torsional bonds. 

Docking runs were performed within a 47 x 52 x 33 Å rectangle search space surrounding the 

binding pocket, and output modes were ranked according to binding affinity (BA). 

 
Analysis of protein-protein interactions by crosslinking 

Chemical crosslinking with disuccinimidyl suberate (DSS, Pierce) was performed as described 

previously (Casu et al., 2016) and the formation of crosslinking products was quantified by 

SDS-PAGE and using the ImageLab Software 4.0 (Bio-Rad). 

 

Quantitation of conjugative DNA transfer 

Quantitation of conjugative DNA transfer was performed as described previously (Casu et al., 

2016). For analysis of the inhibition of conjugation by fragments or small molecules, the cells 

were cultivated on agar and in liquid media in the presence of 50 µM of the small molecules in 

the presence of 2.5% DMSO. The presence of DMSO and of the fragments or small molecules 

did not negatively impact bacterial growth. 
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Figure. 3.1. Binding fragments identified by DSF screening. (A) Replicates of DSF 

experiment for binding fragments. Data presented are from three separate experiments 

conducted in triplicates, error bars reflect the standard deviation. (B) Binding of fragments to 

TraE calculated using fluorescence quenching as assay. (C) Predicted binding of fragments to 

TraE using AutoDockVina.  
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Figure 3.2. X-ray crystal structures of fragments bound to TraE. (A) First binding site of 

1E6 fragment, (B) second binding site of 1E6 fragment and (C) 4H10 fragment bound to TraE. 

From left to right, fragment stick representations with the 2Fo-Fc electron density maps shown 

as a blue mesh at ≥ 1.0 σ, electrostatic potential surface representations of TraE with fragments 

inside the binding pockets and amino acids in the binding pocket of each fragment. (D) Overlay 

of the TraE-1E6 (in green) and TraE-4H10 (in blue) complex crystal structures (RMSD is 0.69 
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Å) with the description of the amino acids participating in hydrogen bonds represented by 

dashed yellow lines. Hydrogen bonds with fragments are represented by dashed yellow lines. 

Water molecules coordinating binding between the fragments and TraE are shown as small red 

spheres. (E) Focus on the position of fragments 1E6 and 4H10 inside the binding pocket (F) 

Schematic combination of fragments 1E6 and 4H10 binding to TraE to design small molecule 

inhibitor 239852. 
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Fig. 3.3. X-ray crystal structure of small molecules bound to TraE. (A) Binding sites of 

molecule 105055 and (B) of molecule 239852. From left to right, fragment stick representations 

with the 2Fo-Fc electron density maps shown as a blue mesh at 0.9 σ for 239852 and 1.0 σ for 

105055, electrostatic potential surface representations of TraE-bound small molecules and 

amino acids implicated in binding, hydrogen bonds with small molecules are represented by 

dashed yellow lines. (C) Overall geometry of TraE structure in complex with molecule 239852 

(D-E). Overall geometry of TraE dimer structure in complex with molecule 105055 and 

comparison with the structure of the VirB8 dimer from Brucella suis (PDB code 2BHM) 

(Terradot et al., 2005a). The position of the binding site is represented by a dashed purple circle 

for TraE and by a dashed green circle for VirB8. 
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Figure 3.4. Characterization of the effects of small molecules in vitro and in vivo. (A) 

Binding of small molecules to TraE calculated using the fluorescence quenching assay. (B) DSF 

experiments to assess binding of small molecules. Data presented are from three separate 

experiments conducted in triplicates, error bars reflect the standard deviation. (C) Formation of 

DSS-dependent cross-linking products of TraE in the absence and in the presence (0 - 1.6 mM) 

of molecules 239852, 105055, and combination of 105055 and 239852. Formation of the cross-

linking product was normalized by comparison with the control without small molecules (100% 

is the control), shown in white for 239852, in black for 105055 and in grey for the combination 

of 105055 and 239852; the data represent averages and S.E. (error bars) of the mean of three 

replicates. (D) Conjugation assays between pKM101-carrying donor strain FM433 and plasmid-

free recipient WL400 in the presence of 50 µM TraE-binding fragments and small molecules. 

The numbers of colony-forming units compared with a control experiment in the absence of the 

small molecules are shown; data represent averages and S.E. (error bars) of three biological 

replicate cultures. Asterisks, statistically significant differences (p ≤ 0.0001, n = 3). 
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Abstract 

 

Type IV secretion systems are multi-protein assemblies that translocate macromolecules across 

the cell envelope of bacteria. X-ray crystallographic and electron microscopic analyses have 

increasingly provided structural information on individual T4SS components and on the entire 

complex. As of now, relatively little information has been available on the exact localization of 

the inner membrane-bound T4SS components, notably the mostly periplasmic VirB8 and the 

very hydrophobic VirB6 protein. We here show that the membrane-bound full-length version 

of the VirB8 homolog TraE from the plasmid pKM101 secretion system forms a high molecular 

mass complex that is distinct from the previously characterized periplasmic portion of the 

protein that forms dimers. Full-length TraE was extracted from the membranes with detergents 

and analysis by size-exclusion chromatography, cross-linking and SEC-MALS show that it 

forms a high molecular mass complex. Electron microscopy and SAXS analysis demonstrate 

that full-length TraE forms a hexameric complex with a central pore. We also overproduced and 

purified the VirB6 homolog TraD and show by cross-linking, size-exclusion chromatography 

and electron microscopy that it binds to TraE. Our results suggest that TraE and TraD interact 

at the substrate translocation pore of the secretion system. 

 

 

Significance 

 

The overproduction and purification of membrane proteins is intrinsically difficult making their 

analysis challenging. We purified the TraE membrane protein from a bacterial conjugation 

system that is involved in plasmid transfer. Our results suggest that this protein forms hexamers 

with a central pore and we also show that it binds to the TraD protein. The structure of TraE is 

completely different from that of the previously characterized periplasmic domain. This has 

intriguing implications for the role of TraE and of its interaction partner TraD in substrate 

translocation across the bacterial cell envelope. This work makes an important contribution to 

understanding of the mechanism of plasmid transfer, contributing to the design of approaches 

to inhibit the spread of antibiotic resistance genes. 
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Introduction  

 

Secretion systems mediate the passage of macromolecules across cellular membranes. In 

bacteria, secretion systems are essential for survival and they also play an important role for 

bacterial virulence. The best-studied examples of bacterial secretion systems that are virulence 

factors are the type III (T3SS) and type IV secretion systems (T4SS) (Burkinshaw & Strynadka, 

2014; Chandran Darbari & Waksman, 2015; Trokter et al., 2014b). The bacterial T4SS family 

can be divided into three functional groups. First, as in Brucella species T4SSs deliver effector 

proteins into eukaryotic cells during the course of an infection. Second, in pathogens such as 

Helicobacter pylori, T4SSs mediate DNA uptake from and release of DNA into the extracellular 

environment. Finally, as in the incompatibility group N plasmid pKM101 studied here, T4SSs 

mediate the conjugative transfer of plasmids into other bacteria (Winans & Walker, 1985).  

 

The well-characterized Agrobacterium tumefaciens system serves as example of the typical 

composition of T4SSs that are generally composed of 12 proteins (Chandran Darbari & 

Waksman, 2015; Trokter et al., 2014b). T4SSs include three ATPases (VirB4, VirB11, and 

VirD4) that power complex assembly and substrate translocation. The extracellular pilus 

consists of a minor (VirB5) and a major (VirB2) subunit. The central periplasmic core complex 

comprises seven proteins (VirB1, VirB3, VirB6, VirB7, VirB8, VirB9, and VirB10) including 

an inner membrane channel believed to be composed of VirB6, VirB8 and VirB10. Here, we 

focus on VirB8- and VirB6-like proteins that are essential for the function of all T4SSs in which 

they have been studied. Recent results using high-resolution negative-stain electron microscopy 

have provided groundbreaking insights into the T4SS structure, but the exact localization of 

VirB8 and of VirB6 proteins is currently unknown (Fronzes, Christie, et al., 2009; Fronzes, 

Schafer, et al., 2009; Low et al., 2014a). VirB8 homologs are thought to be assembly factors 

that interact with many other T4SS components in a mostly transient fashion (Aguilar et al., 

2011; Aguilar et al., 2010; Casu et al., 2016; A. Das & Y.-H. Xie, 2000; Paschos, Patey, 

Sivanesan, Gao, Bayliss, Waksman, O’Callaghan, et al., 2006; Sivanesan & Baron, 2011a; 

Sivanesan et al., 2010; Villamil Giraldo et al., 2012; Yuan, Carle, Gao, Sivanesan, Aly, 

Höppner, et al., 2005). They are membrane proteins of typically 25 kDa comprising a short N-

terminal cytoplasmic region of about 40 amino acids, one transmembrane α-helix, and a 
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periplasmic region of 18 kDa. Since work with membrane proteins is intrinsically challenging 

only the structures of the periplasmic portions of VirB8 homologs have been solved until now, 

but it is quite likely that the N-terminus and the transmembrane α-helix make important 

contributions to protein structure and function (Bailey et al., 2006a; Gillespie, Phan, Scheib, 

Subramanian, Edwards, Lehman, Piitulainen, Sayeedur Rahman, et al., 2015; Goessweiner-

Mohr et al., 2013; Terradot et al., 2005a). So far, structural information is not available for 

VirB6 proteins that are very hydrophobic inner membrane proteins containing five or more 

transmembrane helices that are believed to locate at or close to the translocation pore (S.J. 

Jakubowski, V. Krishnamoorthy, E. Cascales, & P.J. Christie, 2004; P.K. Judd, R.B. Kumar, & 

A. Das, 2005; Villamil Giraldo et al., 2015; Villamil Giraldo et al., 2012). VirB6 and VirB8 can 

be cross-linked to the translocated DNA substrate in A. tumefaciens, which led to the notion that 

they may participate directly in substrate translocation (E. Cascales & P.J. Christie, 2004). These 

data suggest that they act at the same or at subsequent steps during substrate translocation, but 

an interaction between these proteins has not been directly shown until now. 

 

Membrane proteins constitute approximately 30% of the proteome in each living organism and 

play crucial roles in many fundamental cell processes. They are the targets of the majority of 

available drugs, but due to technical challenges for structural studies the structures of relatively 

few membranes proteins are known (Kloppmann, Punta, & Rost, 2012; Overington, Al-

Lazikani, & Hopkins, 2006). To address this lack of information in the case of VirB8 and VirB6 

homologs, we studied the full-length version of the VirB8 homolog TraE and with the VirB6 

homolog TraD from plasmid pKM101. Using a combination of crosslinking experiments, multi-

angle light scattering (MALS), single particle electron microscopy (EM) and small-angle X-ray 

scattering (SAXS) we show that the quaternary structure of TraE is very different from that of 

the previously characterized periplasmic domains of VirB8 homologs. Our data demonstrate 

that TraE forms a hexamer with a central pore and that it interacts directly with TraD. 
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Results 

 

Expression and purification of full-length VirB8 homologs 

 

Since expression of membrane proteins can be a considerable challenge, we first optimized the 

conditions for overproduction of N-terminally His-tagged full-length VirB8 homologs from 

Brucella suis (VirB8b), H. pylori (CagV) and plasmid pKM101 (TraE) (Fig. 1a). Since 

expression of TraE resulted in the highest amount of overproduction, we pursued the analysis 

of this protein and analyzed the efficacy of extraction from the membrane with six different 

detergents (Fig. 1b). Extraction with octyl glucose neopentyl glycol (OGNG) gave the highest 

yield and was used for membrane extraction, followed by purification via immobilized metal 

affinity chromatography (IMAC) and size exclusion chromatography (SEC) (Ndongo et al.). 

 

Crosslinking and SEC-MALS show that full-length TraE forms a high molecular mass 

complex 

 

In our previous work we have shown that the periplasmic domains of VirB8b and TraE form 

concentration-dependent dimers and multimer formation can also be monitored by crosslinking 

(Casu et al., 2016; Paschos, Patey, Sivanesan, Gao, Bayliss, Waksman, O’Callaghan, et al., 

2006). To compare the multimeric state of full-length TraE relative to that of its periplasmic 

domain, we subjected equal amounts of the proteins to cross-linking with varying concentrations 

of the homo-bifunctional cross-linking agent disuccinimidyl suberate (DSS). The periplasmic 

domain primarily forms dimers (Fig. 2a), and low amounts of higher-molecular mass multimers 

are observed at higher protein concentrations (data not shown). In contrast, when the full-length 

protein is incubated with DSS, dimers as well as higher molecular mass multimers successively 

form and the monomeric protein diminishes indicating high crosslinking efficacy (Fig. 2b). This 

result suggests that the quaternary structure of the full-length protein is quite distinct from that 

of the periplasmic portion. To obtain quantitative information, we further characterized TraE by 

SEC-MALS analysis enabling us to calculate the absolute molecular masses of the TraE 

oligomer (207 kDa), of OGNG micelles (41 kDa) (Fig. S1) as well as of the protein-detergent 

complex (248 kDa) (Fig. 2c). According to the molecular mass derived from MALS analysis, 
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TraE may form hexamers or heptamers and we next obtained direct insights into the structure 

of these complexes. 

 

Electron microscopy and SAXS analysis suggest that TraE forms hexamers 

 

To obtain independent evidence for the quaternary structure of TraE we analyzed purified 

detergent-solubilized TraE by negative stain electron microscopy. We observe uniform ring-

like particles of ~130Å diameter and the particles apparently have similar orientations (Fig. 3a). 

Particles were manually picked, extracted, and 2D image analysis was performed. 

Approximately half of the class averages show featureless rings with varying pore sizes (Fig. 

S2). The remaining class averages contain regions of density within the rings and we observe 

six regions of density (Figs. 3b and 3c). These results suggest that TraE forms a hexameric 

complex, which is consistent with the MALS data. In parallel, detergent-solubilized TraE 

complexes were characterized by small angle X-ray scattering (SAXS) using inline size 

exclusion chromatography to ensure the homogeneity of the analyzed sample (Fig. 4a). The 

molecular weight estimated from the Porod volume (MW = Vp/1.6) and the volume of 

correlation are in the range of 200-225 kDa, which is in accord with the molecular weight 

calculated by SEC-MALS. The Rg of TraE in solution is 44 Å and the normalized pairwise 

distance distribution of the curve P(R) (Fig. 4b) shows a maximum distance (Dmax) of 137 Å. In 

order to interpret the SAXS results at the molecular level, an ab initio model was calculated and 

we were able to fit the theoretical scattering profile for a rigid body model with the experimental 

SAXS data (Fig. 4c) with a χ2 value of 1.16. Based on the results of cross-linking, MALS and 

EM analyses we assumed that TraE forms hexamers and this symmetry was applied to 

reconstruct an ab initio protein structure shown in Fig. 4d and Fig. 4e, respectively. 

Interestingly, the SAXS-based model suggests that a pore exists at the centre of the hexameric 

complex. This result is consistent with observations made by EM and it has interesting 

implications for the functional interpretation of these data. 
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TraE and TraD interact and form a high molecular mass complex 

 

Previous data suggest that VirB6 and VirB8 interact at or close to the translocation pore, but no 

direct biochemical evidence was available for this notion. To address this question, we 

overexpressed N-terminally His-tagged TraD (His6-TraD) and we also co-expressed His6-TraD 

and non-tagged TraE in E. coli, the proteins were extracted from the membrane with detergents 

and purified by IMAC and SEC. After co-expression and detergent extraction, TraE co-eluted 

with His6-TraD from the IMAC column (data not shown), suggesting that these proteins interact 

and analysis by SEC shows that they form a complex of approximately 200 kDa (Fig. 5a). To 

assess whether His6-TraD and the His6-TraD-TraE complex form multimers similar to TraE, we 

subjected the proteins to cross-linking with varying concentrations of DSS. We observed that 

similar to TraE alone (Fig. 2b), His6-TraD (Fig. 5b) as well as His6-TraD-TraE form higher 

molecular mass complexes in the presence of DSS (Fig. 5c and 5d). These results show that 

TraD and TraE interact and form multimers, but analysis by SDS-PAGE and western blotting 

did not enable us to identify distinct high molecular mass complexes that can be assigned to 

distinct TraD or TraD-TraE complexes. 

 

Electron microscopy confirms that TraD and TraE form a high molecular mass complex 

 

To obtain additional insights into the structure of the TraD-TraE complex, we conducted 

negative staining electron microscopy analyses revealing that these proteins form a complex of 

smaller dimensions as compared to the TraE complex (Fig. 6 and Fig. S3). This result is 

consistent with the analysis by SEC and the overall asymmetrical shape of this complex (53Å x 

103Å) comprising a core body with an elongated extension is quite distinct from the symmetrical 

hexamer of 130Å diameter formed by TraE alone (Fig. 3a). To corroborate the presence of TraD 

and TraE in the complex we conducted immuno-EM analysis with TraE-specific antisera, His6-

specific beads and gold bead-labelled secondary antibodies and negative-staining EM confirms 

the presence of both proteins in the complex (Fig. S4).  
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Discussion 

 

The results presented here provide insights into the structures of integral inner membrane T4SS 

components for the first time. Until now, VirB8-like proteins were primarily considered as 

assembly factors and this notion was based on the fact that they interact with many other T4SS 

components, mostly in a relatively transient fashion. Biochemical work showing these 

interactions was performed primarily with the purified periplasmic domains of the protein (Casu 

et al., 2016; Fercher et al., 2016; Paschos, Patey, Sivanesan, Gao, Bayliss, Waksman, 

O’Callaghan, et al., 2006; Villamil Giraldo et al., 2012; Yuan, Carle, Gao, Sivanesan, Aly, 

Höppner, et al., 2005), but interactions of full-length VirB8 homologs were also shown using 

the bacterial and the yeast two-hybrid systems (Andrieux, Bourg, Pirone, O'Callaghan, & Patey, 

2011; Bourg et al., 2009; A. Das & Y.-H. Xie, 2000; Patey et al., 2006b; Sivanesan & Baron, 

2011a). The fact that the quaternary structure of full-length TraE is very different from that of 

the periplasmic portion underlines a critical role of the N-terminal transmembrane helix and of 

the cytoplasmic domain for protein assembly and function. The role of these parts of the protein 

attracted relatively little attention until now, but studies with the bacterial two-hybrid system 

showed that they contribute to dimerization (Andrieux et al., 2011; Bourg et al., 2009; Patey et 

al., 2006b). The fact that purified full-length TraE assembles into a hexamer with a possible 

pore at the center was unexpected and suggests that the protein also plays a structural role in the 

T4SS. This notion is consistent with previous observations suggesting that the protein binds the 

translocated DNA substrate in Agrobacterium (E. Cascales & P.J. Christie, 2004).  

 

The exact localization of VirB8-like proteins in T4SS complexes is currently unknown, but the 

SAXS model proposed here enables us to dock the protein into the available structures obtained 

by X-ray crystallography and electron microscopy (Chandran et al., 2009; Fronzes, Schafer, et 

al., 2009; Low et al., 2014a). The dimensions of the SAXS model, combined with knowledge 

on the localization of TraE at the inner membrane, enable docking into the T4SS structure to the 

top of the “arch” observed in the structure of the plasmid R388 T4SS3-10 (Fig. S5) (Low et al., 

2014a). Considering the available data on VirB8/TraE protein interactions with VirB4 and 

VirB6 homologs this localization would be biologically significant and it is consistent with the 

previously observed VirB8-VirB6-VirB4 co-fractionation (Yuan, Carle, Gao, Sivanesan, Aly, 
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Höppner, et al., 2005). The hexameric TraE structure may localize on top of VirB4-like proteins 

that were shown to be present in two copies of hexamers (Fig. S5a) (Low et al., 2014a). The 

observation of VirB8 hexamers and the docking of two copies on top of VirB4 complexes is 

also consistent with the experimentally determined stoichiometry of approximately 12.6 VirB8 

molecules in the T4SS subcomplex from plasmid R388 T4SS3-10 (Low et al., 2014a). Previous 

work in the Agrobacterium system showed crosslinking of VirB8 to translocated DNA 

substrates, which suggested that VirB8 and VirB6 form a functional subcomplex that possibly 

constitutes the pore of the T4SS (E. Cascales & P.J. Christie, 2004). We here present direct 

evidence for a complex between VirB8- and VirB6-like proteins supporting the notion that they 

act together in substrate translocation. The TraE multimer is strikingly similar to the higher 

molecular mass complex observed in the case of TraM, its homolog from the plasmid R64 

conjugation system, and complexes of similar dimensions were also observed in the case of 

homolog DotI from the Legionella pneumophila type IV secretion system (Kuroda et al., 2015). 

The SAXS and EM results presented here demonstrate that this protein forms a hexamer with a 

central pore and this discovery has important implications for the mechanism of type IV 

secretion. In addition, docking of the TraE structure into the centre of the structure of a T3SS 

(Schraidt & Marlovits, 2011) shows that the hexamer would fit the dimensions of these 

macromolecular transporters in a similar fashion, even if T3SSs are not evolutionary related and 

do not contain VirB8 homologs (Fig. S5b). 

 

Based on the available data we propose a model for the assembly of VirB8/TraE-like proteins 

at the inner membrane of Gram-negative bacteria (Fig. S6). VirB8-like proteins integrate into 

the inner membrane following the standard protein insertion pathway, followed by dimerization. 

The available X-ray structures of VirB8 from Brucella (Terradot et al., 2005a), Agrobacterium 

(Bailey et al., 2006a) and TraE from pKM101 (Casu et al., 2016) show alternative modes of 

dimerization. These may reflect alternative conformational states of the protein that assembles 

into a hexamer, possibly exposing different interfaces for interactions with other T4SS 

components, e.g. with the pilus components VirB2 and VirB5 and this process may be 

coordinated via its interaction with VirB4 (Yuan, Carle, Gao, Sivanesan, Aly, Höppner, et al., 

2005). The interactions with structural components such as VirB10 (A. Das & Y.-H. Xie, 2000; 

Sivanesan et al., 2010) may link VirB8 complexes to the central substrate translocation pore that 
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may be formed by VirB6 (E. Cascales & P.J. Christie, 2004; Villamil Giraldo et al., 2012). The 

TraD-TraE complex characterized here with biochemical methods and by EM substantiates the 

notion that these proteins interact, but it is smaller than the TraE hexamer alone. Therefore, the 

TraD-TraE complex likely represents an intermediate state for the assembly of these proteins at 

the T4SS core. In future, higher-resolution structural studies of VirB8/TraE and of its complexes 

with VirB6 homologs and with other proteins, e.g. by X-ray crystallography or cryo-electron 

microscopy, are required to test this model and to establish the role of the versatile VirB8-like 

proteins and of their complexes with VirB6 in T4SS assembly and function. 

 

 

Experimental Procedures 

 

Strains, plasmids and DNA manipulation 

 

The strains and plasmids used are described in Table S1. Escherichia coli strains XL-1 Blue or 

DH5α were used as hosts for cloning and BL21(DE3)star for VirB8b, CagV, TraD, TraE and 

TraD-TraE protein overproduction. Qiagen Miniprep kits (Qiagen, UK) were used to isolate 

plasmid DNA. Standard techniques were employed for the cloning, transformation, preparation 

and restriction analysis of plasmid DNA from E. coli (Yanisch-Perron, Viera, & Messing, 1985). 

 

Small scale membrane protein expression and solubilization tests 

 

For protein overproduction, E. coli strain BL21star (λDE3) carrying expression plasmids was 

grown under aerobic conditions at 37°C in LB to exponential phase (OD600 of 0.4–0.8). For 

VirB8b, CagV and TraE, expression was induced by the addition of 0, 0.1, 0.5 and 1 mM IPTG 

(isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside), temperatures at 18, 25, 30 and 37°C and cultures left 

shaking for 1 hour to 16 hours at 220 rpm. Cells were collected by centrifugation at 13,300 rpm 

for 10 min at 4°C. Bacterial pellets were suspended in lysis buffer (50 mM HEPES, pH 8.0, 25 

% sucrose) containing 5 mM MgCl2, 1 % Triton X-100, 1 mg/ml lysozyme and one tablet of 

mini-complete protease inhibitor cocktail (Roche) and kept 1 hour on ice. To separate soluble 

and insoluble fractions, centrifugation at 13,300 rpm for 30 min at 4°C was done and the 
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supernatant was used for isolation of the membranes. Proteins in cell lysates were detected by 

western blotting with an anti-His-tag antiserum (1:5,000 dilution: AM1010a; Abgent). 

Following ultracentrifugation at 250,000 g for 1 hour at 4°C, total membranes were collected 

and solubilized for 1.5 hour at 4°C in 50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4, 300 mM NaCl, 

40 mM imidazole and 1% (w/v) of detergents (decyl maltoside (DM), dodecyl maltoside 

(DDM), lauryl maltose neopentyl glycol (LMNG), decyl maltose neopentyl glycol (DMNG), 

octyl glucose neopentyl glycol (OGNG), 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-

propanesulfonate (CHAPS)) with minicomplete protease inhibitor cocktail. This material was 

then centrifuged for 45 min at 34,500 g and detergent-solubilized proteins in the supernatant 

were detected by western blotting with an anti-His-tag antiserum (1:5,000 dilution). 

 

TraE and TraD-TraE membrane protein expression and purification 

 

E. coli strain BL21star (λDE3) harboring pHTTraE, pHTTraD, pETDuetTraDTraE were grown 

in LB supplemented with 50 µg/ml kanamycin or 100 µg/ml ampicillin only for 

pETDuetTraDTraE. Overnight pre-cultures in LB were used to inoculate 1 L cultures (37°C) 

until they reached an OD600 of 0.4-0.8. Expression was induced by addition of 1 mM IPTG, at 

18°C and cultures were left incubated for 16 h. For purification, bacterial cells were harvested, 

resuspended in binding buffer (50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4, 300 mM NaCl, 40 mM 

imidazole) with minicomplete protease inhibitor cocktail and DNAse I at 100 µg/ml, and lysed 

twice using a One shot cell disrupter (Constant Systems Inc.) at 27 kPsi and 4°C. Debris was 

removed by centrifugation twice at 15,000 rpm for 30 min at 4°C and the supernatant was 

retained. Pursuing ultracentrifugation at 250,000 g for 1 hour at 4°C, total membranes were 

collected and solubilized for 1.5-2 hours at 4°C in 50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4, 300 

mM NaCl, 40 mM imidazole and 1% (w/v) detergent OGNG with minicomplete protease 

inhibitor cocktail. This material was then centrifuged for 45 min at 34,500 g to collect OGNG-

solubilized TraE or DDM-solubilized TraD and TraD-TraE complex for purification over a 

HisTrap Ni-chelate column (GE Healthcare) and eluted using a linear 50 ml gradient of 40-500 

mM imidazole. For SAXS, EM and biochemical analysis, TraE, TraD and TraD-TraE were 

further purified by size exclusion chromatography (Ndongo et al.) using a Superdex 200 column 

(GE Healthcare). TraE and TraD-TraE protein concentrations were determined using molar 
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extinction coefficients at 280 nm of 35,870 M-1.cm-1 (with 6x-His-tag) and of 89,270 M-1.cm-1 

(with 6x-His-tag). 

 

Protein-detergent complex analysis 

 

The TraE-OGNG complex was analyzed by SEC-MALS with the use of an ÄKTAmicro system 

(GE Healthcare) coupled to a Dawn HELEOS II multiple-angle light scattering (MALS) 

detector and an OptiLab T-rEX online refractive index detector (Wyatt Technology). The 

absolute molecular mass was calculated by analyzing the scattering data using Wyatt’s ASTRA 

analysis software package version 6.1.6.5 (Wyatt Technology). Protein samples were separated 

on a Superdex 200 10/300 analytical SEC column (GE Healthcare) with a flow-rate of 0.3 

ml/min. Bovine serum albumin was used for calibration. A 0.1 ml sample of TraE at a 

concentration of 1 mg/ml was injected and eluted in 50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4, 

300 mM NaCl, 40 mM imidazole, 0.15 % OGNG. The molecular masses of TraE and OGNG 

were determined by dual detection method implemented in the conjugated analysis mode of the 

ASTRA analysis software. The refractive index increment of OGNG was calculated using the 

dn/dc determination method developed by Wyatt (Fig. S1). The refractive index increments of 

TraE and OGNG used were 0.185 ml.g-1 and 0.118 ml.g-1, respectively. The extinction 

coefficient of TraE for UV detection at 280 nm was calculated from the amino acid sequence. 

 

Analysis of homo-oligomerization of TraE, homo-oligomerization of TraD and hetero-

oligomerization of TraD-TraE by crosslinking 

 

Chemical crosslinking with disuccinimidyl suberate (DSS, Pierce) was performed as described 

(Yuan, Carle, Gao, Sivanesan, Aly, Hoppner, et al., 2005). The crosslinking product formation 

for homo-oligomerization of TraE was monitored by SDS-PAGE and staining with Coomassie 

blue dye. For homo-oligomerization of TraD and hetero-oligomerization of TraD-TraE, the 

formation of crosslinking products was detected by western blotting with an anti-His-tag 

antiserum (1:5,000 dilution) to detect His6-TraD, and with an anti-TraE antiserum (1:3,000 

dilution), respectively. 
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Negative stain electron microscopy, image analysis and gold labelling 

 

Parlodion-supported and carbon-coated copper grids (SPI Supplies, USA) were negatively 

glow-discharged (Leica Microsystems, Canada) before adsorbing 5 µl of SEC-purified sample 

at 2 ng/µl for 1 min and stained with 5 µl of freshly prepared 1.5% uranyl formate (Electron 

Microscopy Sciences, USA) for 1 min. Samples were imaged at room temperature using a FEI 

Tecnai T12 (Eindhoven, The Netherlands) Transmission Electron Microscope (TEM) equipped 

with a Tungsten  filament and operated at 80 kV. Images were collected at defocus between 2–

4 µm on a FEI Eagle 4k x 4k CCD camera at a magnification of ~67,000 x, with pixel size of 

1.64 Å. For TraE, image processing was performed using the EMAN2 package (Tang et al., 

2007). A total of 1,061 particles were picked manually and extracted with 160 x 160 pixel box 

size. The SPARX software suite was used for particle alignment, K means clustering (reference-

free), and multi-reference alignment (Hohn et al., 2007). No symmetry was applied at any point. 

For analysis of the TraD-TraE complex, image processing and 2D classification was performed 

using the Scipion and XMIPP software. A total of 84,236 particles were picked automatically 

and extracted with 60 x 60 pixel box size. For colloidal-gold labeling of the TraD-TraE complex 

and negative controls (buffer only, bovine serum albumin and ovalbumin), samples were applied 

for 1 min onto a glow-discharged carbon-coated copper grids. Excess liquid was blotted, and 

grids were incubated for 30 min at 4°C on a drop of 5 nm Ni-NTA nanogold beads solution 

(Nanoprobes, USA). Following incubation, grids were washed three times on a drop of ice-cold 

purification buffer containing 30 nM imidazole and two times on a drop of ice-cold H2O. For 

labeling of TraD, samples were stained for 1 min with 1.5% uranyl formate. For dual labeling, 

grids were blocked 15 min with ovalbumin before a 1 hour incubation with anti-TraE rabbit 

antiserum (dilution 1:4000), washed 3 times with PBS-triton and finally blocked a second time 

with ovalbumin before a 30 min incubation with 10 nm protein A-coupled gold beads (1:50 

dilution, Utrecht, The Netherlands). Samples were then negatively stain with 1.5% uranyl 

formate. Samples were imaged using a FEI Tecnai T12 (Eindhoven, The Netherlands) 

Transmission Electron Microscope (TEM) operated at an acceleration voltage of 120 kV. 

Images were collected at defocus between 2–4 µm on a FEI Eagle 4k x 4k CCD camera at a 

range of magnification between ~67,000 x and ~1,000,000 x. 
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Small Angle X-ray Scattering data collection and analysis 

 

An inline SEC-SAXS configuration was used for data collection (Table S2). Protein samples 

were separated on a Superdex 200 analytical SEC column (GE Healthcare) with a flow-rate of 

0.3 ml/min. Sample of 0.5 ml of TraE at a concentration of 1 mg/ml was injected and eluted in 

50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4, 300 mM NaCl, 40 mM imidazole, 0.15 % OGNG. 

Scattering data were measured at the beam line G1 of the Biological Small-Angle X-Ray 

Solution Scattering (BioSAXS) source at the Macromolecular Diffraction at the Cornell High 

Energy Synchrotron Source (MacCHESS, Ithaca, USA). Data were collected on a dual Pilatus 

100K-S SAXS/WAXS detector at a wavelength of 1.245 Å, covering a scattering vector range 

(q = 4πsinθ/λ) from 0.008 to 0.8 Å-1. Data were analyzed, integrated and averaged with RAW 

software package version 1.0.1 (Nielsen et al., 2009). Buffer blanks were averaged and 

subtracted from the data. A linear Guinier fit plot was calculated using the RAW software. 

Guinier analysis and radius of gyration (Rg) estimation were performed in Primus and 

confirmed by automatic analysis using AutoRG (Konarev, Volkov, Sokolova, Koch, & Svergun, 

2003). The largest dimension of the molecule, Dmax, and the Porod volume were calculated using 

GNOM (Svergun, 1992). The pair distribution function P(R) and forward scattering I(0) were 

computed with AutoGNOM (Petoukhov, Konarev, Kikhney, & Svergun, 2007) and compared 

with those determined in Primusqt (Konarev et al., 2003). GASBOR (Svergun, Petoukhov, & 

Koch, 2001) was used to reconstruct an ab initio protein structure by a chain-like ensemble of 

dummy residues and a P6 symmetry was applied. Structural figures were prepared using 

PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.3r1, Schrödinger, LLC) and 

UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004). To fit the SAXS envelope with X-ray and EM structures, 

MultiFit add-on from UCSF Chimera was used (Lasker, Topf, Sali, & Wolfson, 2009) and 

finally a manual orientation of the X-ray structure was done. Data have been deposited in the 

Small Angle Scattering Biological Databank (www.sasbdb.org, SASDB#75) 

 

 

Data sharing plan 

On request, all the original data will be made available after publication. 
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Figures and figure legends 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4.1. Overexpression and detergent solubilization of VirB8-like full length proteins. (a) 

Western blot analysis with a His-tag-specific antiserum to test the overexpression of VirB8-like 

proteins using the indicated concentrations of the expression inducer IPTG: Brucella (VirB8b; 

30°C, 6 h), Helicobacter (CagV; 30°C, 6 h) and pKM101 (TraE; 18°C, 16 h). (b) Western blot 

analysis with a His-tag-specific antiserum to test the solubilization of TraE in several detergents 

(decyl maltoside (DM), dodecyl maltoside (DDM), decyl maltose neopentyl glycol (DMNG), 

lauryl maltose neopentyl glycol (LMNG), octyl glucose neopentyl glycol (OGNG), 3-[(3-

cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate (CHAPS)). Arrows indicate optimal 

conditions.  
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Fig. 4.2. Analysis of the oligomerization state of TraE. SDS-PAGE analysis of the purified 

periplasmic domain of TraE at 1 mg/ml (a) and of purified full-length TraE at 1 mg/ml (b) in 

the absence (0 mM) and in the presence of increasing concentrations of the cross-linking agent 

DSS (0.2 mM to 2 mM). Proteins in the gels were stained with Coomassie blue dye and arrows 

indicate higher-molecular-weight complexes formed after cross-linking. (c) Elution profile of 

the TraE oligomer is shown with the molecular weight estimated by MALS. The molar masses 

corresponding to the total complex, the TraE oligomer and the modifier (detergent micelle) 

throughout the elution peaks are shown. 
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Fig. 4.3. EM analysis of the TraE structure. (a) A typical negative stain micrograph of the 

TraE complex showing uniform particles of ~130 Å; scale bar 500 Å. (b) Representative 2D 

class averages following alignment, reference-free clustering, and multi-reference alignment of 

1061 particles. Numbers of particles used for generating each average are shown in upper left 

corner of panels; scale bar 50 Å. (c) Projections of TraE structures after a low-pass filter at 15 

Å and the approximate dimensions are illustrated; scale bar 50 Å.  
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Fig. 4.4. SEC-SAXS analysis of TraE. (a) SEC profile of TraE sample used for the inline 

SAXS experiment. (b) Normalized pair distribution functions P(R) calculated automatically 

with AutoGNOM. (c) Fit of the theoretical scattering profile for the rigid body model (grey plot) 

with the experimental SAXS data (black line). (d) Top view, (e) side view and (f) down view of 

the average molecular envelope calculated for TraE (SASDB#75). The approximate envelope 

dimensions are illustrated. 
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Fig. 4.5 Size exclusion chromatography and cross-linking analysis of TraD and of the 

TraD-TraE complex. (a) SEC profile of the TraD-TraE complex showing an apparent 

molecular mass of 200 kDa. SDS-PAGE and western-blot analysis of the SEC peak fraction 

with TraE-specific antiserum and with His-tag-specific antiserum to detect N-terminally His-

tagged TraD (His6-TraD). (b) Purified His6-TraD was incubated with varying concentrations of 

DSS and crosslinking products were detected after SDS-PAGE and western blotting with His-

tag-specific antiserum; (c) purified His6-TraD-TraE complex was incubated with varying 

concentrations of DSS and crosslinking products were detected after SDS-PAGE and western 

blotting with antiserum specific for His6-TraD; (d) purified His6-Tra-TraE complex was 

incubated with varying concentrations of DSS and crosslinking products were detected after 

SDS-PAGE and western blotting with TraE-specific antiserum. Arrows indicate higher-

molecular-weight complexes formed after cross-linking. 
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Fig. 4.6. EM analysis of the TraD-TraE structure. (a) A typical negative stain micrograph of 
the TraD-TraE complex showing uniform particles with dimensions of ~60 Å and ~100 Å, 
respectively; scale bar 500 Å. (b) Representative 2D class averages following alignment, 
reference-free clustering, and multi-reference alignment of 84,236 particles. Numbers of 
particles used for generating each average are shown in bottom left corner of panels and the 
approximate dimensions are illustrated; scale bar 30 Å. 
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Chapitre 5 : Discussion et conclusion 

 

Le but général de cette thèse était d’explorer et de comprendre des questions non- 

résolues au sujet des bases moléculaires des T4SSs en utilisant une approche expérimentale 

pluridisciplinaire intégrant de la biologie structurale, de la biochimie et de la biologie chimique. 

Pour cela, ma recherche a été focalisée sur un des composants essentiels du cœur central des 

T4SSs, les protéines VirB8, et plus précisément sur la protéine TraE qui est un homologue des 

protéines VirB8 provenant du plasmide pKM101. Au cours des chapitres précédents, nos études 

ont fourni des indications précieuses sur plusieurs fronts, notamment au sujet de la structure, de 

la fonction et de l’inhibition de TraE, mais aussi au sujet de la caractérisation structurale de la 

forme entière de TraE et de TraE en complexe avec TraD, une protéine homologue de VirB6 

provenant du pKM101. Dans ce dernier chapitre, dans la perspective d’évoquer une vue 

d’ensemble, les différents éléments de ma thèse sont passés en revue et les questions en suspens 

sont abordées.  

 

5.1 Caractérisation structurale de la forme périplasmique de TraE 

Les protéines de type VirB8 sont des composants essentiels des T4SSs et dans la 

littérature, l’hypothèse principale au sujet de la fonction de ces protéines est qu’elles effectuent 

une série d’interactions protéine-protéine transitoires contribuant à l’assemblage du T4SS 

(Berger & Christie, 1994b; Bourg et al., 2009; A. Das & Y. H. Xie, 2000; Fercher et al., 2016; 

Kumar & Das, 2001a; Paschos, Patey, Sivanesan, Gao, Bayliss, Waksman, O'Callaghan, et al., 

2006; Sharifahmadian, Nlend, et al., 2017; Sivanesan & Baron, 2011b; Villamil Giraldo et al., 

2012; Yuan, Carle, Gao, Sivanesan, Aly, Hoppner, et al., 2005). Bien que les identités de 

séquence entre les homologues des protéines VirB8 soient comprises entre 20 et 40%, le 

repliement protéique global, comprenant cinq hélices alphas d’un côté de la protéine et quatre 

feuillets bétas du côté opposé, est bien conservé et la détermination structurale de TraE a 

confirmé cela (Fig. 37) (Bailey et al., 2006b; Gillespie, Phan, Scheib, Subramanian, Edwards, 
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Lehman, Piitulainen, Rahman, et al., 2015; Terradot et al., 2005b). Dans certains cas, en raison 

de la forte divergence de leur séquence primaire, les homologues de VirB8 n’ont été trouvés que 

lors de leurs analyses structurales, ceci suggérant une forte sélection du point de vue de 

l’évolution pour conserver la topologie générale de la protéine avec une spécificité fonctionnelle 

émergeant à une date ultérieure (Goessweiner-Mohr et al., 2013; Kuroda et al., 2015; Porter et 

al., 2012). Ces données sont cohérentes avec l’hypothèse initiale selon laquelle VirB8 est un 

facteur d’assemblage basé sur sa similitude avec un facteur de transfert nucléaire (NTF-2) 

(Terradot et al., 2005b). Des approches par cristallographie aux rayons X et par RMN ont montré 

que les protéines de type VirB8 les plus étudiées, provenant d’A. tumefaciens et de B. suis, 

forment des dimères (Bailey et al., 2006b; Sharifahmadian, Arya, et al., 2017; Terradot et al., 

2005b) (Fig. 33, p52). Cependant, des homologues des protéines VirB8 provenant des bactéries 

à Gram-positifs telles que la protéine TcpC, provenant de Clostridium, et la protéine TraM, 

provenant d’Enterococcus, ont cristallisé en tant que trimères, suggérant une plasticité 

structurale significative en ce qui concerne la multimérisation des protéines de type VirB8 (Fig. 

34, p52-53) (Goessweiner-Mohr et al., 2013; Porter et al., 2012). Alors que TraE a cristallisé 

elle aussi sous forme de dimère, il a été montré que la disposition spatiale des deux sous-unités 

était clairement distincte de celle obtenue pour ses homologues les plus proches VirB8 

provenant d’Agrobacterium tumefaciens et VirB8 provenant de Brucella suis (Fig. 5, Chapitre 

2, p96). La signification biologique du site de dimérisation a été vérifiée par l’analyse, in vitro 

et in vivo, de plusieurs constructions de variants des résidus E97, Q105, K168 et Y214, 

impliqués au niveau de liaisons hydrogènes retrouvées dans cette interface, suggérant que des 

orientations spatiales différentes sont biologiquement significatives même dans le cas 

d’homologues de VirB8 étroitement apparentés (Fig. 7, Chapitre 2, p97) (Paschos, Patey, 

Sivanesan, Gao, Bayliss, Waksman, O'Callaghan, et al., 2006; Sharifahmadian, Arya, et al., 

2017; Sivanesan & Baron, 2011b). 
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Figure 36.  Représentation en ruban de la structure obtenue par cristallographie aux rayons 

X, du domaine périplasmique de la protéine TraE provenant du pKM101 (PDB code : 5I97). En 

rose sont représentées les hélices alphas et en vert sont montrés les feuillets bêtas. 
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5.2 Les protéines de type VirB8 participent à l’assemblage des 

T4SSs 

Le fait que le repliement des protéines VirB8 soit si hautement conservé souligne 

l’importance de cette famille de protéines en tant que facteur d’assemblage. Plusieurs études ont 

montré que VirB8 effectue de multiples interactions, notamment avec les protéines VirB6 et 

VirB10 faisant elles aussi partie du cœur central des T4SSs, mais jusqu’à présent, seules des 

données limitées étaient disponibles au sujet des bases moléculaires de ces interactions (A. Das 

& Y. H. Xie, 2000; Kumar et al., 2000b; Paschos, Patey, Sivanesan, Gao, Bayliss, Waksman, 

O'Callaghan, et al., 2006; Sharifahmadian, Nlend, et al., 2017; Sivanesan & Baron, 2011b; 

Villamil Giraldo et al., 2012; Yuan, Carle, Gao, Sivanesan, Aly, Hoppner, et al., 2005). 

Considérant la petite taille du domaine périplasmique, environ 18 kDa, il est probable que les 

interactions avec les protéines VirB8 soient transitoires, ce qui est cohérent avec la force des 

interactions précédemment mesurée dans la gamme des hauts nanomolaires jusqu’aux 

micromolaires (Sivanesan & Baron, 2011b; Villamil Giraldo et al., 2012). Néanmoins, la 

spécificité est importante en ce qui concerne l’ordre de l’assemblage des T4SSs et une étude sur 

les protéines de type VirB8, provenant des espèces Bartonella et Rickettsia, a suggéré que les 

barrières structurales ainsi que l’expression différentielle empêchent les interactions non 

productives entre plusieurs paralogues de VirB8 dans ces organismes (Gillespie, Phan, Scheib, 

Subramanian, Edwards, Lehman, Piitulainen, Rahman, et al., 2015). Alors que les interactions 

non productives ne sont pas pertinentes dans le cas des protéines VirB8 provenant de différentes 

bactéries, le haut degré d’interactions entre les homologues de VirB8 provenant 

d’Agrobacterium, de Brucella, du pKM101 et d’H. pylori observé par des expériences de BTH, 

de réticulation et de SPR était inattendu notamment du fait du faible pourcentage d’identité de 

séquence, 14%, pour CagV, l’homologue provenant d’H. pylori (Fig. 1A, 2 et 3, Chapitre 2, 

p92-94). En plus de la formation d’homomultimère et d’hétéromultimère entre les différents 

homologues de VirB8, nous avons observé, par des expériences de BTH, une liaison hétérologue 

avec les protéines de type VirB10, provenant d’A. tumefaciens et B. suis, indiquant un haut degré 

de plasticité au niveau des interactions de VirB8 relevant du repliement protéique conservé 

(Fig. 1B, Chapitre 2, p92). Dans le futur, il sera intéressant de tester les interactions avec des 

homologues de VirB8 provenant de bactéries à Gram-positifs, telles que TcpC ou TraM, pour 
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déterminer si la plasticité des interactions s’étend aux homologues formant des trimères. La 

liaison entre les protéines de type VirB8 dans le test BTH n’implique pas nécessairement une 

complémentation fonctionnelle dans le contexte biologique naturel dans lequel d’autres 

interactions protéine-protéine supplémentaires sont susceptibles d’être importantes. Par 

exemple, malgré le fait que TraJ, provenant du plasmide pSB201, partage 50% d’identité de 

séquence et se lie à VirB8 provenant de Brucella dans le test BTH, la complémentation avec la 

protéine complète n’était pas possible (Bourg et al., 2009; G. Patey, Z. Qi, G. Bourg, C. Baron, 

& D. O'Callaghan, 2006a). De même, il a été montré que VirB8 provenant de B. suis, ne 

complémente pas un variant d’une souche délétée du gène virB8 provenant d’A. tumefaciens 

(résultats non publiés). Le domaine périplasmique de TraJ peut complémenter dans une moindre 

mesure lorsqu’il est fusionné au domaine N-terminal de VirB8 provenant de B. suis, mais 

l’expression de TraJ ou d’une protéine de fusion TraJ-VirB8 provenant de B. suis a inhibé la 

virulence. Ceci est probablement dû à une forte liaison avec VirB8 provenant de B. suis, ce qui 

suggère que les formes dimériques ainsi que les formes monomériques libres sont 

fonctionnellement importantes. 

 

5.3 Développement et optimisation d’inhibiteurs ciblant les 

protéines VirB8 

Le rôle biologique du creux hydrophobe, situé entre le feuillet bêta et les hélices alphas 

présentes au niveau de l’interface de dimérisation, a fait l’objet de débats et il a été supposé qu’il 

pourrait s’agir d’un site d’interaction protéine-protéine (Terradot et al., 2005b). Actuellement, 

il n’y a aucune évidence pour cette notion, mais il a été découvert par la suite que ce creux 

hydrophobe est le site de liaison pour des petites molécules organiques inhibant la dimérisation 

de VirB8 provenant de B. suis (Paschos et al., 2011; Smith et al., 2012). Au départ, ce résultat 

était contre-intuitif car l’interface de dimérisation est du côté opposé au site de liaison (Fig. 38). 

Cependant, la substitution des acides aminés impliqués au niveau du site de liaison de ces 

inhibiteurs a réduit à la fois la force d’inhibition mais aussi la dimérisation, suggérant que les 

changements conformationnels au niveau de ce creux hydrophobe peuvent affecter la 

dimérisation. Une analyse, réalisée par RMN, a montré des changements conformationnels 
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significatifs entre l’état monomérique et dimérique qui sont compatibles avec cette notion 

(Sharifahmadian, Arya, et al., 2017). Dans le chapitre 2 de cette thèse, nous avons tout d’abord 

sondé TraE avec les petites molécules inhibant VirB8 provenant de B. suis ainsi que des dérivés 

de la molécule B8I-2, étant la molécule inhibant le plus fortement VirB8 provenant de B. suis, 

qui ont été synthétisés pour améliorer la force d’interaction au niveau des résidus retrouvés dans 

le creux hydrophobe (Fig. 39) (Smith et al., 2012). En utilisant des expériences in vitro 

d’extinction de fluorescence intrinsèque, il a été montré que les inhibiteurs de VirB8 provenant 

de B. suis et les composés nouvellement synthétisés se liaient à TraE avec des affinités dans la 

gamme du micromolaire malgré les différences apparentes au niveau du creux de liaison 

hydrophobe dans les deux protéines (Table 2, Chapitre 2, p85). De plus, l’arrimage moléculaire 

in silico a suggéré que presque toutes les petites molécules se lient dans un creux hydrophobe 

équivalent à celui déjà identifié chez VirB8 provenant de B. suis (Fig. 8C, Chapitre 2, p99). Il 

est intéressant de noter que la molécule BAR-072 apparait être la plus liante, avec une valeur de 

KD de 2,7 micromolaires et l’arrimage moléculaire a prédit que cette molécule lierait quatre 

acides aminés alors que la molécule B8I-2 n’en lierait que trois ce qui pourrait expliquer la 

différence au niveau des valeurs de KD (Figure. 8A et B, Chapitre 2, p99). Également, la 

molécule BAR-072 a un effet significatif sur la fonction du T4SS provenant du pKM101 

conduisant à une réduction de dix fois du transfert du pKM101 entre les bactéries (Fig. 11, 

Chapitre 2, p. 102). En outre, la molécule UM-024, qui était faiblement active contre VirB8 

provenant de B. suis, a inhibé significativement la conjugaison du pKM101, tandis que 

l’inhibiteur de VirB8 provenant de B. suis le plus puissant, B8I-2, n’a pas eu d’effet sur la 

conjugaison du pKM101, suggérant que des différences dans les sites de liaison de l’inhibiteur 

pourraient être exploitées dans le futur pour la conception de molécules spécifiques. Le faible 

degré de corrélation entre les valeurs de KD et les effets sur le transfert du pKM101, sauf pour 

la molécule BAR-072, suggère la présence d’un site de liaison supplémentaire ou des variations 

dans la capacité des molécules à traverser l’enveloppe cellulaire. Néanmoins, l’atténuation 

observée de la conjugaison plasmidique suggère pour la première fois que l’inhibition du 

transfert plasmidique est possible en ciblant un composant spécifique d’un système de sécrétion. 

Nos résultats évoquent également que le creux hydrophobe ciblé par les inhibiteurs de VirB8 

provenant de B. suis peut convenir comme cible pour les inhibiteurs de TraE, ouvrant vers un 
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nouveau paradigme lorsque l’on travaille sur la découverte d’inhibiteurs ciblant les protéines de 

type VirB8 dans une grande variété de pathogènes. 

 

 

Figure 37. Représentation en ruban de la structure, obtenue par cristallographie aux rayons 

X, du domaine périplasmique de la protéine VirB8 provenant de B. suis formant un dimère (PDB 

code : 4AKY). Les résidus clés pour l’inhibition de VirB8 provenant de B. suis par B8I-1/2 sont 

représentés en rouges (E115 et K182) et les résidus ayant une moindre importance sont en jaunes 

(R114, Y229 et L151). Le site de dimérisation avec son résidu critique, la M102, est indiqué en 

vert. L’hélice alpha reliant le site de liaison à l’inhibiteur et le site de dimérisation est marquée 

en bleu. Image adaptée de (Smith et al., 2012). 
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Figure 38.  Structures chimiques de la petite molécule organique B8I-2, étant la molécule 

inhibant le plus fortement VirB8 provenant de B. suis, encerclée par des analogues de cette 

molécule dénommés BAR-068 à BAR-074. Les dérivés BAR ont été synthétisés en ajoutant des 

fonctions chimiques du type alcool et/ou halogènes, aux positions X et Y représentées sur la 

formule de la petite molécule organique B8I-2, pour essayer à la fois d’améliorer la force 

d’inhibition de ces molécules mais aussi leurs solubilités. 

 

 Dans le chapitre numéro 3 de cette thèse, pour remédier à l’augmentation croissante de 

la résistance aux antimicrobiens, une stratégie basée sur l’étude structurale de TraE pour 

identifier des inhibiteurs de la conjugaison bactérienne médiée par les T4SSs a été développée. 

Une approche par DSF a tout d’abord été utilisée pour cribler une banque composée de plusieurs 

centaines de fragments. Cette approche a comme avantage majeur de pouvoir être réalisée dans 

la plupart des laboratoires de biologie moléculaire du fait qu’elle utilise un instrument de RT-

PCR couramment disponible et ne nécessite pas d’équipement spécialisé pour le criblage à haut 
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débit. En utilisant cette approche, nous avons confirmé que le creux hydrophobe précédemment 

identifié dans le chapitre 2 est en effet une cible prometteuse lorsque l’on veut créer des 

inhibiteurs de la conjugaison bactérienne. De plus, malgré des efforts répétés au sein de l’équipe 

du Docteur Christian Baron, il n’a été possible d’obtenir qu’une seule structure 

cristallographique d’un complexe entre VirB8 provenant de B. suis et une molécule inhibitrice 

appelée B8I-1 (Fig. 35, Chapitre 1, p.56) (Sharifahmadian, Arya, et al., 2017; Smith et al., 2012). 

Toutes les autres données de liaison des molécules les plus biologiquement actives, notamment 

la molécule B8I-2 et ses dérivés, avec VirB8 provenant de B. suis et TraE ont été obtenues par 

arrimage moléculaire, une approche in silico qui apparait être de plus en plus fiable de nos jours, 

mais qui ne peut remplacer les informations obtenues par des techniques de biologie structurale. 

Pour cette raison, il a été très important de confirmer par cristallographie aux rayons X que des 

fragments identifiés par DSF, plus précisément les fragments 4H10 et 1E6, peuvent se lier au 

creux hydrophobe précédemment identifié. À notre grande surprise, il a été démontré que le 

fragment 1E6 se lie également à un site alternatif se trouvant proche de l’interface de 

dimérisation retrouvée dans la structure cristallographique de TraE (Fig. 2B, Chapitre 3, p. 121). 

La découverte de ce nouveau site de liaison peut ouvrir des possibilités supplémentaires lorsque 

l’on veut créer des petites molécules organiques inhibant les fonctions des protéines de type 

VirB8. Puisque nous avons prouvé que les fragments 4H10 et 1E6 se lient de manière adjacente 

au niveau du creux de surface hydrophobe, il a été conçu une série de petites molécules 

organiques qui représentent essentiellement une fusion de ces deux fragments (Fig. D, E et F, 

Chapitre 3, p. 121). De manière intéressante, nous avons montré que les molécules 105055 et 

239852, nouvellement conçues, se lient aux deux sites de liaisons qui ont été identifiés suite au 

criblage de fragments (Fig. 3, Chapitre 3, p. 123). En outre, il est important de noter que ces 

deux petites molécules organiques inhibent à la fois la dimérisation de TraE de manière in vitro 

mais aussi affectent, in vivo, le transfert du plasmide de conjugaison le pKM101 (Fig. 4, 

Chapitre 3, p. 124). Le niveau d’inhibition est relativement modeste mais il est augmenté en 

combinant les deux molécules et en y ajoutant également l’inhibiteur BAR-072 précédemment 

identifié. Ce travail constitue une étape clé pour la conception de nouveaux inhibiteurs de la 

conjugaison plus puissants, basés sur les nouvelles entités chimiques que nous avons identifiées. 

De plus, nos données démontrent l’existence de deux sites de liaison sur TraE pouvant être 

exploités dans le futur pour créer des médicaments. Il sera également intéressant d’évaluer si 
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ces deux sites peuvent être retrouvés lors d’une approche basée sur l’étude structurale d’autres 

protéines de type VirB8, par exemple provenant de B. suis ou de la bactérie pathogène de 

l’humain H. pylori, par l’intermédiaire d’un criblage de fragments, pour identifier des 

inhibiteurs de leurs fonctions respectives. La stratégie validée dans ce chapitre est applicable 

aux protéines de type VirB8 provenant de T4SS de bactéries pathogènes pour lesquelles des 

informations structurales et fonctionnelles sont disponibles (Bailey et al., 2006b; Gillespie, 

Phan, Scheib, Subramanian, Edwards, Lehman, Piitulainen, Rahman, et al., 2015; Goessweiner-

Mohr et al., 2013; Terradot et al., 2005b). Non seulement, l’application n’est pas limitée aux 

composants des T4SSs et cette approche pourrait être plus largement appliquée à tout autre 

composant des systèmes de conjugaison ou facteurs de virulence pour lesquels des informations 

structurales à haute résolution sont disponibles.  La disponibilité d’une cible définie et 

d’informations structurales sont deux caractéristiques cruciales lors de la conception de 

médicaments basée sur la structure visant à améliorer les résultats identifiés par le criblage. En 

l’absence de telles informations, il sera probablement plus difficile de faire progresser le 

développement d’inhibiteurs et des futurs médicaments. C’était le cas pour les inhibiteurs du 

T3SS où il a fallu de nombreuses années pour identifier à la fois les cibles ainsi que les sites de 

liaisons des inhibiteurs (D. Wang et al., 2011; Zambelloni et al., 2015). Pour finir, la stratégie 

présentée dans ce chapitre peut être appliquée à une grande variété de facteurs de virulence et a 

le potentiel de contribuer au développement de médicaments qui réduisent le transfert de gènes 

de résistance aux antibiotiques et la virulence bactérienne.  

 

5.4 Caractérisation structurale de la forme entière de TraE 

Dans le chapitre numéro 4 de cette thèse, pour pallier au peu d’information disponible 

sur les composants du T4SS liés à la membrane interne des bactéries, une caractérisation 

structurale de la forme entière de TraE et de TraE en complexe avec TraD, une protéine 

homologue de VirB6 provenant du pKM101, a été présentée. Jusqu’à présent, comme déjà 

discuté dans la partie 5.1 de ce chapitre, les protéines de type VirB8 étaient généralement 

considérées comme des facteurs d’assemblage et cette notion était basée sur le fait qu’elles 

interagissaient avec de nombreux autres composants des T4SSs, la plupart du temps de manière 
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relativement transitoire. Des travaux biochimiques montrant ces interactions ont été réalisés 

principalement avec les domaines purifiés, dans leurs formes périplasmiques, et aussi, dans leurs 

formes entières, par des études de BTH ou de double hybride chez la levure (Andrieux et al., 

2011; A. Das & Y. H. Xie, 2000; Fercher et al., 2016; Paschos, Patey, Sivanesan, Gao, Bayliss, 

Waksman, O'Callaghan, et al., 2006; Sivanesan & Baron, 2011b; Villamil Giraldo et al., 2012; 

Yuan, Carle, Gao, Sivanesan, Aly, Hoppner, et al., 2005). Le fait que la structure quaternaire de 

TraE dans sa forme entière soit très différente de celle de la partie périplasmique souligne le 

rôle critique de l’hélice transmembranaire et du domaine cytoplasmique, retrouvés au niveau de 

la partie N-terminale de la protéine, pour à la fois l’assemblage et la fonction de la protéine. 

Jusqu’à présent, le rôle de ces parties de la protéine a attiré relativement peu d’attention et des 

études de BTH ont montré qu’elles contribuent à la dimérisation (Andrieux et al., 2011; Bourg 

et al., 2009; Patey et al., 2006a). Le fait que TraE purifiée dans sa forme entière forme un 

hexamère avec un possible pore au centre était inattendu et suggère que la protéine joue un rôle 

structural dans le T4SS (Fig. 3 et 4, Chapitre 4, p. 152-153). Cette notion est cohérente d’une 

part avec les observations précédemment décrites dans la littérature suggérant que la protéine 

se lie à l’ADN-T chez Agrobacterium et d’autre part par des données préliminaires de 

réticulation, que j’ai obtenu récemment, évoquant une interaction potentielle entre TraE et de 

l’ADN (Figure 40) (E. Cascales & P. J. Christie, 2004b). La localisation exacte des protéines de 

type VirB8 dans le complexe du T4SS est actuellement inconnue. Les dimensions du modèle 

SAXS combinées aux connaissances sur la localisation de TraE au niveau de la membrane 

interne, nous a permis un arrimage de ce modèle dans le T4SS3-10 provenant du plasmide R388 

au sommet de la partie appellée « arch » (Figure S5, Annexe 2, p. xiii) (Low et al., 2014b). 

Considérant les données disponibles sur les interactions des protéines VirB8 avec les 

homologues VirB4 et VirB6, cette localisation serait biologiquement significative et elle est 

cohérente avec le co-fractionnement entre VirB4, VirB6 et VirB8 précédemment observé 

(Yuan, Carle, Gao, Sivanesan, Aly, Hoppner, et al., 2005). Le complexe hexamérique de TraE 

pourrait se localiser au-dessus des protéines de type VirB4 qui se sont avérées être présentes 

dans deux copies d’hexamères (Figure S5A, Annexe 2, p. xiii)  (Low et al., 2014b). Les 

observations des hexamères de VirB8 et l’arrimage de deux copies au-dessus des complexes 

VirB4 est également compatible avec la stœchiométrie déterminée expérimentalement 

d’environ 12,6 molécules de VirB8 dans le T4SS3-10 (Low et al., 2014b). Des travaux antérieurs 
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chez Agrobacterium ont montré une réticulation de VirB8 à de l’ADN-T, ce qui suggère que 

VirB8 et VirB6 forment un sous-complexe fonctionnel qui constitue éventuellement le pore du 

T4SS (E. Cascales & P. J. Christie, 2004b). Dans notre étude, nous avons présenté des preuves 

directes de la formation d’un complexe entre les protéines de type VirB6 et VirB8 soutenant la 

notion qu’elles agissent ensemble dans la translocation du substrat. Le multimère formé par 

TraE est remarquablement similaire au complexe observé dans le cas de TraM, qui est son 

homologue chez le plasmide de conjugaison R64, et des complexes de dimensions similaires 

ont également été observés pour l’homologue DotI du T4BSS provenant de L. pneumophila 

(Kuroda et al., 2015). Les résultats de SAXS et de microscopie électronique ont démontré que 

TraE forme un hexamère avec un pore central et cette découverte a des implications importantes 

pour le mécanisme du T4SS. En outre, l’arrimage de la structure de TraE au centre de la structure 

du T3SS a montré que l’hexamère correspondrait aux mêmes dimensions que ces transporteurs 

macromoléculaires, même si les T3SSs ne sont pas directement liés du point de vue de 

l’évolution avec les T4SSs et qu’ils ne contiennent pas de protéine de type VirB8 (Figure S5B, 

Annexe 2, p. xiii) (Schraidt & Marlovits, 2011). Sur la base des données obtenues, un modèle 

décrivant l’assemblage des protéines VirB8/TraE a été proposé (Figure S6, Annexe 2, p. xiv). 

À propos de ce modèle, les protéines de type VirB8 s’intègreraient tout d’abord au niveau de la 

membrane interne en suivant la voie d’insertion des protéines standards puis subiraient une 

dimérisation. Les structures obtenues par cristallographie aux rayons X de VirB8 provenant de 

B. suis, d’Agrobacterium et de TraE provenant du pKM101 ont montré deux modes alternatifs 

de dimérisation (Bailey et al., 2006b; Terradot et al., 2005b). Ceux-ci pouvant refléter d’autres 

états conformationnels de la protéine qui s’assemble en un hexamère, exposant éventuellement 

différentes interfaces pour effectuer des interactions avec d’autres composants des T4SSs, par 

exemple avec les composants du pilus VirB2 et VirB5 et ce processus sera probablement 

coordonné par l’intermédiaire de son interaction avec VirB4 (Yuan, Carle, Gao, Sivanesan, Aly, 

Hoppner, et al., 2005). De plus, dans la littérature il est décrit que les interactions avec d’autres 

composants structuraux des T4SSs telles que VirB10 pourraient être liées avec les complexes 

formés par les protéines de type VirB8 au niveau du pore de translocation central pouvant être 

formé par les protéines de type VirB6 (E. Cascales & P. J. Christie, 2004b; A. Das & Y. H. Xie, 

2000; Sivanesan et al., 2010; Villamil Giraldo et al., 2012). Dans notre étude, le complexe TraD-

TraE/VirB6-VirB8 a été caractérisé avec des méthodes biochimiques et confirmé par 
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microscopie électronique confirmant la notion que ces protéines interagissent, cependant le 

complexe formé est plus petit que l’hexamère de TraE seul. Par conséquent, il a été évoqué que 

le complexe TraD-TraE représenterait probablement un état intermédiaire concernant 

l’assemblage de ces protéines au niveau du cœur central des T4SSs. Dans le futur, des études 

structurales à haute résolution, réalisées par cristallographie aux rayons X ou cryo-EM, des 

protéines de type VirB8 dans leurs formes entières, des complexes formés avec les protéines de 

type VirB6 et d’autres protéines des T4SSs seront nécessaires pour tester ce modèle et établir le 

rôle exact des protéines de type VirB8 et de leurs complexes formés avec VirB6 au niveau de 

l’assemblage et la fonction des T4SSs. 
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Figure 39. Analyse de la réticulation du complexe formé par TraE en pleine longueur avec 

de l’ADN double brin. (A) His6-TraE et l’ADN double brins, marqué en 5’ à la fluorescéine, 

dans des ratios 1:1 et 2:1, ont été incubés sans ou avec 1% de formaldéhyde et les produits de 

réticulations ont été détectés après gel d’agarose et en suivant la fluorescence émise par la 

fluorescéine. (B) His6-TraE et l’ADN double brins, marqué en 5’ à la fluorescéine, dans un ratio 

1:1, ont été incubés avec différente concentration de formaldéhyde et les produits de 

réticulations ont été détectés après gel d’agarose et en suivant la fluorescence émise par la 

fluorescéine. (C) His6-TraE et l’ADN double brins, marqué en 5’ à la fluorescéine, dans 

différents ratios, ont été incubés avec 1% de formaldéhyde et les produits de réticulations ont 

été détectés après gel d’agarose et en suivant la fluorescence émise par la fluorescéine. Sur la 

partie gauche de ce panel, il est représenté un graphique correspondant au pourcentage de 

l’intensité relative du produit du retard sur gel en fonction de la concentration de TraE.
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Conclusion 
 Le but général de ce projet de thèse était de réaliser une caractérisation biochimique, 

structurale ainsi que d’inhiber le T4SS en nous focalisant sur les protéines de type VirB8 et plus 

particulièrement sur la protéine TraE provenant du pKM101. Ces protéines de type VirB8, étant 

un des composants essentiels du cœur central des T4SSs, continuent d’attirer l’attention sur leur 

capacité à être impliquées dans une série d’interactions protéine-protéine transitoires 

contribuant à l’assemblage du T4SS. Notre étude a été focalisée sur une approche expérimentale 

pluridisciplinaire intégrant de la biologie structurale, de la biochimie et de la biologie chimique 

visant à comprendre les bases moléculaires des T4SSs. Il reste encore beaucoup à explorer, et 

espérons-le, les résultats apportés par notre étude seront pertinents concernant les recherches 

liées aux protéines de type VirB8 et plus généralement au T4SS. 
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Supplementary Figure 1.1. Fragment screening using DSF. (A-F) Effects of 505 fragments 
(5 mM final concentration) on TraE melting temperatures (Tm). Differences of Tm between 
fragments and a DMSO control are shown (ΔTm). Positive shifts higher than 1°C (two times 
higher than the standard deviation of the DMSO control) were considered as indications for 
binding (black dashed line).  
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Figure	1	
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Supplementary Figure 1.2. Chemical formulas of binding fragments.  

 

 

Supplementary Figure 1.3. Docking of small molecules derived from fragments 1E6 and 

Supplementary	Fig.	2		
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4H10. (A) Chemical formulas of small molecules derived from fragments 1E6 and 4H10. (B-
C) Predicted binding of small molecules on TraE after docking with AutoDockVina software.  

 

 

 

Supplementary Figure 1.4. Quantification of the formation of DSS-dependent cross-
linking products of TraE. SDS-PAGE showing the cross-linking products of TraE (indicated 
by arrow) in the absence and in the presence (0 - 1.6 mM) of (A) 239852, (B) 105055, and (C) 
combination of 105055 and 239852.  
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Supplementary Figure 1.5. In vivo characterization of fragments and small molecules 
effects on transfer of the unrelated plasmid RP4. Conjugation assays between plasmid RP4-
carrying donor strain FM433 and plasmid-free recipient WL400 were conducted in the presence 
of 50 µM TraE- binding fragment and small molecules. The numbers of colony-forming units 
compared with a control experiment in the absence of the small molecules are shown; data 
represent averages and S.E. (error bars) of three biological replicate cultures.  
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Supplementary Table 1.1. Library of fragments (https://static-
content.springer.com/esm/art%3A10.1038%2Fs41598-017-14953-
1/MediaObjects/41598_2017_14953_MOESM1_ESM.pdf) 

 

 

 

Supplementary Table 1.2. Data collection and refinement statistics for TraE in complex 
with fragments, 1E6 and 4H10, and small molecules, 105055 and 23985

Supplementary	Table	S2	

Data	Collec4on	 TraE-1E6	complex	 TraE-4H10	complex	 TraE-105055	complex	 TraE-239852	complex	
Wavelength	(Å)	 0.977	 0.977	 0.977	 0.977	

Resolu6on	range	(Å)	 38.77		-	2.55	 41.16		-	2.79	 39.48		-	2.52	 41.65		-	2.619	

Space	group	 C	2	2	21	 C	2	2	21	 C	2	2	21	 C	2	2	21	

Unit	cell	parameters	 		 		 		 		

a	(Å),	b	(Å),	c	(Å),	α	=	β	=	γ	=	90°	111.318,	123.766,	108.076	111.799,	124.116,	109.993	112.911,	125.535,	110.453	 112.39,	124.089,	109.914	

Total	reflec6ons	 151	997	 40	920	 144	542	 138	072	

Unique	reflec6ons	 38	437	 15	838	 26	767	 23	012	

Mul6plicity	 6.1	 2.6	 5.4	 6.0	

Completeness	(%)	 96.39	 81.59	 99.98	 99.42	

Mean	I/sigma(I)	 2.5	 4.09	 5.36	 5.91	

Wilson	B-factor	 41.88	 67.50	 57.14	 44.50	

R-work	 0.2247	 0.2980	 0.2998	 0.2167	

R-free	 0.2806	 0.3569	 0.3562	 0.2740	

Number	of	non-hydrogen	atoms	 4	688	 4	660	 4	621	 4	654	

Macromolecules	 4	569	 4	628	 4	597	 4	493	

Ligands	 16	 10	 14	 14	

Water	 103	 22	 10	 147	

Protein	residues	 559	 567	 563	 557	

RMS	bonds	(Å)	 0.008	 0.006	 0.004	 0.006	

RMS	angles	(°)	 0.78	 0.76	 0.68	 0.95	

Ramachandran	favored	(%)	 94.74	 95.92	 95.14	 97.06	

Ramachandran	allowed	(%)	 5.08	 3.72	 4.68	 2.75	

Ramachandran	outliers	(%)	 0.18	 0.35	 0.18	 0.18	

Clashscore	 3.88	 7.22	 26.75	 12.59	

Average	B-factor	(Å2)	 61.90	 65.80	 75.00	 54.90	

PDB	number	 5WIC	 5WII	 5WIO	 5WIP	
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Table S2.1. Bacterial strains and plasmids. 

Strain	

 

Genotype	or	Description	

 

Source	or	

Reference	

DH5α	 F–	Φ80lacZΔM15	Δ(lacZYA-argF)	U169	recA1	endA1	

hsdR17	(rK–,	mK+)	phoA	supE44	λ–	thi-1	gyrA96	relA1	

	

Invitrogen	

XL-1	Blue	

 

recA1	endA1	gyrA96	thi-1	hsdR17	supE44	relA1	lac	(F´	

proAB	lacIqZΔM15	Tn10	(Tetr))	

Agilent 

Technologies  

BL21(DE3)star	 F–	ompT	hsdSB(rB–,	mB–)	gal	dcm	rne131	(DE3)	 Invitrogen	

Plasmids	   

pHT	

 

kanr	pET24d	derivative	T7	expression	vector	with	N-

terminal	6xHis-tag	and	TEV	protease	cleavage	site	

 

(Smith	et	al.,	

2012) 

pHTVirB8b	 kanr	T7	promoter	vector	for	the	expression	of	6xHis-  
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 tagged	full-length	domain	of	B.	suis	VirB8	 This Work 

pHTTraE	

 

kanr	T7	promoter	vector	for	the	expression	of	6xHis-

tagged	full-length	domain	of	pKM101	TraE	

 

This Work 

pHTCagV	

 

kanr	T7	promoter	vector	for	the	expression	of	6xHis-

tagged	full-length	domain	of	H.	pylori	CagV	

 

This Work 

pHTTraD	

 

kanr	T7	promoter	vector	for	the	expression	of	6xHis-

tagged	TraD	from	pKM101	

 

This Work 

pETDuetTraDTraE	

 

ampr	T7	promoter	vector	for	the	expression	of	

6xHis-tagged	TraD	from	pKM101	expressed	from	

into	the	MCSG1	site	and	full-length	TraE	from	

pKM101	expressed	from	the	MCSG2	site	

 

This Work 
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Table S2.2. SAXS data collection and scattering-derived parameters. 

 
Sample TraE 
Data collection parameters  
Beamline G1 
Beam geometry (µm) 250 x 250 
Wavelength (Å) 1.245 
q range (Å-1) 0.008 - 0.8 
Exposure time per frame (s)a 2 
Temperature (°C) 23 
Structural parameters  
I(0) (from Guinier) (±SE) 0.94E-02 ± 0.28E-04 
Rg (Å) (from Guinier) (±SE) 44.35 ± 0.12 
Dmax (Å) (± 10% [estimated range]) 137 ± 14 
Χ2 (SASREF)  1.16 
Porod volume [from P(r)] (nm3) 360 
Software employed  
Primary data reduction RAW 
Data processing PRIMUS 
Modeling GASBOR 
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Fig. S2.1. Refractive index increment of OGNG. Determination from injected aliquots of 

OGNG at known concentrations, followed by data processing with experimental methods 

developed by Astra 6.1 software (Wyatt technology, USA); (a) raw data and (b) data fit, 

respectively. 
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Fig. S2.2. Negative-stain EM 2D class averages of TraE. 2D class averages resulting from 

multi-reference alignment of 1061 particles. Out of 64 classes, only the 49 classes shown were 

populated with particles. 

 

Fig. S2.3. Negative-stain EM 2D class averages of the TraD-TraE complex. 2D class 

averages resulting from multi-reference alignment of 84,236 particles. 16 classes are 

represented. 
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Fig. S2.4. Negative-stain EM gold bead labeling of the TraD-TraE complex. (a) Typical 

negative stain micrograph of the His6-TraD-TraE complex showing uniform white protein 

particles and black gold beads. His6 tags at the N-terminus of TraD were specifically labeled 

with 5 nm Ni-NTA nanogold beads on the grid, followed by negative staining with 1.5% uranyl 

formate; scale bar 500 Å; inset on the top right corner corresponds to an image collected at 

~1,000,000 x; scale bar 15 Å. (b) Negative controls for non-specific labeling with 5 nm Ni-NTA 

nanogold beads: buffer (top), bovine serum albumin (center) and ovalbumin (bottom); scale bar 

150 Å. (c) Detection of TraE with TraE-specific rabbit antiserum (dilution 1:4000) and 10 nm 

nanogold beads-coupled protein A on the grid, followed by negative staining with 1.5% uranyl 

formate; scale bar 30 Å. Inset of the top right corner, image collected at ~1,000,000 x; scale bar 

10 Å. (d) Double labeling of His6-tags at the N-terminus of TraD with 5 nm Ni-NTA nanogold 

beads and of TraE with TraE-specific antiserum (dilution 1:4000) with 10 nm nanogold beads- 
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coupled protein A on the grid, followed by negative staining with 1.5% uranyl formate; scale 

bar 30 Å.  Inset on the top right corner, image collected at ~1,000,000 x; scale bar 7.5 Å. 

 

 

 

Fig. S2.5. Superposition of the TraE structure on T4SS and T3SS complex structures. (a) 

T4SS3-10-EM structure (EMD#2567, grey) (Low et al., 2014a) superposed with two TraE 

envelopes (SASDB#75, pink and purple). (b) T3SS-EM structure (EMD#1875, yellow) 

(Schraidt & Marlovits, 2011) superposed with one TraE envelope (purple). 
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Fig. S2.6. Model of the assembly of VirB8-like proteins. Monomers pass through the 

cytoplasmic membrane (CM) using the standard secretion pathway. The proteins first form a 

dimer with an open-shape periplasmic domain as seen in the X-ray structure of TraE 

(PDB#5I97) (Casu et al., 2016). The periplasmic domain of TraE then undergoes a 

conformational change leading to a closed conformation as observed in the X-ray structure of 

VirB8b (PDB#4AKZ) (Terradot et al., 2005a) and dimers then multimerize to form an 

hexameric complex (SASDB#75). 

 


