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Résumé 

Le succès des antibiotiques à combattre les bactéries pathogènes a rendu leur utilisation 

excessive et sans control dans plusieurs domaines, surtout dans l’agriculture et l’élevage des 

animaux, ce qui a favorisé l’apparition des gènes de résistance aux antibiotiques. Les bactéries 

résistantes aux antibiotiques représentent actuellement un problème majeur pour la santé 

publique et pour l’économie mondiales. Les bactéries peuvent échanger ou bien acquérir ces 

gènes de résistance par l’intermédiaire d’un système de sécrétion nommé type IV (T4SS). Chez 

les bactéries à Gram-négatif, le T4SS est composé de 12 protéines (VirB1 jusqu’à VirB11, et VirD4) 

qui forment un canal de translocation transmembranaire, une structure filamenteuse 

extracellulaire appelé pilus, et les ATPases.  

 

Nous avons utilisé la microscopie cryo-électronique pour étudier le pilus du T4SS chez le 

pathogène des plantes Agrobacterium tumefaciens (pilus-T) et chez Escherichia coli provenant du 

plasmide conjugatif pKM101 (pilus-N). Les structures à haute résolution obtenues des pili -T et -

N (3.2 Å et 3 Å respectivement) montrent qu’ils sont formés d’un assemblage sous forme 

hélicoïdale du complexe piline/phospholipide en une stœchiométrie de 1:1. Le lumen des pili -T 

et -N contient un acide aminé chargés positivement et la mutation de cet acide aminé chez A. 

tumefaciens (Arg91) entraine une déstabilisation de la protéine et une perte de formation du 

pilus. La tête des phospholipides est exposée au lumen du pilus et nos résultats ont montré un 

effet des phospholipides sur la charge globale de l’intérieur du pilus, ce qui influence 

probablement le fonctionnement du pilus lors du transfert du substrat. 

 

Le pilus est composé de la protéine piline VirB2 qui représente le composant majeure, et de la 

protéine VirB5 qui entrent dans la composition du pilus et qui se localise sur le bout du pilus chez 

A. tumefaciens. Les protéines VirB5 font aussi partie du complexe de la membrane interne des 

T4SS et elles sont essentielles pour la biogenèse et l’élongation du pilus. Nous avons étudié la 
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protéine TraC, un homologue de VirB5 provenant du plasmide IncN pKM101 chez E. coli. Nous 

avons montré que les formes cellulaires et sécrétées de TraC sont des monomères, et nous avons 

détecté TraC dans des vésicules membranaires extracellulaires. En utilisant la microscopie à 

fluorescence à super résolution, nous avons localisé TraC sur le périmètre cellulaire et 

préférentiellement aux pôles. Nous avons également étudié l’effet de TraC purifiée sur l’infection 

des bactériophages et sur la conjugaison, vu sa localisation cellulaire et extracellulaire attachée 

au pilus. Aucun impact de TraC purifiée sur l’infection des bactériophages n'a été constaté, mais 

nous avons détecté une liaison de TraC aux cellules réceptrices et une complémentation partielle 

d'une souche n’exprimant pas TraC, suggérant que la protéine TraC contribue à la conjugaison. 

 

Les études sur les T4SSs sont nécessaires pour comprendre le fonctionnement de ces systèmes 

dans le but de la recherche pour les inhibiteurs, qui vont ainsi limiter la propagation des gènes de 

résistances aux antibiotiques. De plus, le pilus du T4SS représente le site de reconnaissance et 

d’adsorption de plusieurs bactériophages avant d’infecter la cellule, d’où l’importance des études 

structurales sur les pili dans le développement d’une approche alternative pour combattre les 

bactéries pathogènes.  

 

Mots-clés : Plasmides conjugatifs, conjugaison, système de sécrétion de type IV, résistance aux 

antibiotiques, pilus, pKM101, phospholipides, protéines de type VirB2, protéines de type VirB5, 

interaction protéine-protéine. 
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Abstract 

The success of antibiotics in fighting pathogenic bacteria has made their use excessive and 

uncontrolled in many areas, especially in agriculture and animal husbandry, which has favored 

the appearance of antibiotic resistance genes. Antibiotic-resistant bacteria are currently a major 

global public health and an economic problem. Bacteria can exchange or acquire these resistance 

genes through a secretion system called type IV (T4SS). In Gram-negative bacteria, T4SS is 

composed of 12 proteins (VirB1 - VirB11, and VirD4) which form a transmembrane translocation 

channel, an extracellular filamentous structure called pilus, and ATPases. 

 

We used cryo-electron microscopy to study the pilus of T4SS in the plant pathogen Agrobacterium 

tumefaciens (T-pilus) and in Escherichia coli from the conjugative plasmid pKM101 (N-pilus). The 

high-resolution structures obtained for the -T and -N pili (3.2 Å and 3 Å, respectively) show that 

they are formed from a helical assembly of the pilin/phospholipid complex in a 1:1 stoichiometry. 

The lumen of the -T and -N pili contains a positively charged amino acid and the mutation of this 

amino acid in A. tumefaciens (Arg91) leads to a destabilization of the protein and a loss of pilus 

formation. The phospholipid head is exposed to the pilus lumen and our results showed an effect 

of phospholipids on the overall charge of the interior of the pilus, which likely influences pilus 

function during substrate transfer. 

 

The pilus is composed of the VirB2 pilin protein which represents the major component, and of 

the VirB5 protein, which enters into the composition of the pilus and localizes on the tip of the 

pilus in A. tumefaciens. VirB5 proteins are also part of the inner membrane complex of T4SS and 

are essential for the biogenesis and elongation of the pilus. We studied the TraC protein, a VirB5 

homologue from the IncN pKM101 plasmid in E. coli. We showed that the cellular and secreted 

forms of TraC are monomers, and we detected TraC in extracellular membrane vesicles. Using 

super-resolution fluorescence microscopy, we localized TraC to the cell perimeter and 

preferentially to the poles. We also investigated the effect of purified TraC on bacteriophage 
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infection and conjugation, given its cellular and extracellular localization attached to the pilus. No 

impact of purified TraC on bacteriophage infection was found, but we detected binding of TraC 

to recipient cells and a partial complementation of a traC deletion strain, suggesting that TraC 

protein contributes to the conjugation. 

 

Studies on T4SSs are necessary to understand the functioning of these systems in order to search 

for inhibitors, which will thus limit the spread of antibiotic resistance genes. In addition, the pilus 

of T4SS represents the site of recognition and adsorption of several bacteriophages before 

infecting the cell, hence the importance of structural studies on pili in the development of an 

alternative approach to combat pathogenic bacteria. 

 

Keywords: Conjugative plasmids, conjugation, type IV secretion system, antibiotic resistance, 

pilus, pKM101, phospholipids, VirB2-like proteins, VirB5-like proteins, protein-protein interaction. 
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Chapitre 1 – Introduction 

 

1.1 La résistance aux antibiotiques 

 

La découverte des antibiotiques dans les années 1940, représente une avancée médicale majeure 

qui a transformé la médecine. Les antibiotiques ont montré une efficacité remarquable contre les 

infections bactériennes, sauvant des millions de vies chaque année. La plupart de ces molécules 

antimicrobiennes sont produites naturellement par des micro-organismes, notamment des 

champignons et des bactéries (i.e. pénicilline, streptomycine), ou bien de leurs dérivés (exemple: 

ampicilline, méticilline), et peu sont entièrement synthétiques (i.e. les sulfamides et les 

fluoroquinolones) (1). Aujourd’hui, l’abondance des antibiotiques a rendu leur utilisation très 

répandue et souvent sans contrôle, surtout dans l’agriculture et l’élevage des animaux. La 

majorité  des antibiotiques vendus aux États-Unis (70%) sont pour usage sur les animaux (2). Alors 

qu’il y a près de 20 familles d’antibiotiques (3), leur utilisation inappropriée a favorisé une 

sélection des bactéries de plus en plus résistantes aux différentes classes d’antibiotiques existants 

(Fig. 1) (4).  

Les gènes de résistances aux antibiotiques existent depuis des centaines de millions d’années (i.e. 

les enzymes b-lactamases)  grâce aux mécanismes d’évolutions naturelles des bactéries en 

présence de nombreuses substances toxiques dans leurs milieux de vie (5), bien avant la 

découverte du premier antibiotique. Généralement, ces gènes de résistance codent pour des 

protéines permettant :  1- d’empêcher l’entrée des molécules antimicrobiennes dans la bactérie, 

2- de favoriser leur exportation en dehors de la cellule, 3- leur destruction ou bien 4- leur 

modification , ainsi que 5- la modification de leurs cibles (6).  
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Figure 1. –  L’émergence de la résistance aux antibiotiques. 

Représentation graphique du pourcentage d'isolats cliniques résistants aux antibiotiques et le 
nombre des antibiotiques approuvés, entre les années 1980 et 2010. MRSA, Staphylococcus 
aureus résistantes à la méthicilline. VRE, Enterococcus résistantes à la vancomycine. FQRP, 
Pseudomonas aeruginosa résistantes aux fluoroquinolones. Figure adaptée de (7). 

 

 

L’utilisation excessive des antibiotiques par l’homme a créé une forte pression sélective sur les 

bactéries, ce qui a accéléré le processus du développement de la résistance aux différente 

molécules antimicrobiens. La consommation mondiale d’antibiotiques a augmenté de 36% entre 

les années 2000 et 2010 (8). Effectivement, 30% des isolats des bactéries pathogènes en 2019 

étaient résistantes aux fluoroquinolones et aux céphalosporines de troisième génération (9), et 

actuellement, les infections causées par des bactéries résistantes aux antibiotiques constituent 

une menace majeure pour la santé publique mondiale (2). En Europe, les pathogènes résistantes 

ont été à l’origine de plus de 280,000 décès en 2019, et à l’échelle mondiale, le nombre des 

victimes a été estimé à 5 millions (9). Ce nombre pourrait augmenter à 10 millions par an vers 

2050, avec un coût annuel de 100,000 milliards de dollars (Fig. 2) (2, 10). 

La lutte contre la résistance aux antibiotiques est l'un des plus grands défis confrontant les soins 

de santé mondiaux. Selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), plusieurs mesures sont 

nécessaires pour maintenir l’efficacité des antibiotiques, telles que la réglementation renforcée 

de l’utilisation des antibiotiques, l’amélioration de l’hygiène chez le publique et dans les milieux 
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hospitaliers pour limiter la propagation des infections, ainsi que l’investissement à grande échelle 

pour la recherche des nouveaux antimicrobiens (Fig. 2) (2).  

 

 

Figure 2. –  Estimation du nombre de décès par la résistance aux antimicrobiens. 

Représentation schématique du nombre de décès par la résistance aux antimicrobiens (AMR) en 
2016, avec une estimation de ce nombre en 2050 si la situation ne change pas. Le nombre de 
décès par les principales maladies en 2016 est aussi indiqué. Figure adaptée de (2).  

 

Les bactéries ont développé plusieurs stratégies convenables pour contourner les nombreux 

facteurs qu’elles subissent dans leurs environnements. Par exemple, elles pourraient acquérir la 

résistance aux antibiotiques par des mutations chromosomiques qui altèrent les cibles directes 

des antibiotiques, ou bien via la réception des gènes de résistance de l’extérieur. Cette dernière 

pourrait avoir lieu par : 1- une transformation par absorption de l’ADN extracellulaire, 2- une 

transduction par des bactériophages, ou bien 3- une conjugaison par transfert direct des 

matériels génétiques à partir d’une autre bactérie (11). La conjugaison permet aux bactéries 
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d’avoir des échanges efficaces des matériels génétiques souvent bénéfiques à leur survie.  Ce 

phénomène joue un rôle important dans la dissémination des gènes de résistances et dans 

l’apparition des « superbugs » ; les bactéries résistantes à tous les antibiotiques disponibles (12) 

(13). 

Un blocage de la conjugaison entre les bactéries permettrait de réduire la vitesse de propagation 

des gènes de résistance et de prolonger par la suite la durée de vie des antibiotiques. De plus, 

cette approche qui ne touche pas aux fonctions vitales intrinsèques de la bactérie permet d’éviter 

le développement encore une fois de la résistance (14). Au niveau moléculaire, la conjugaison 

chez les bactéries est assurée par un système de sécrétion appelé de type IV (T4SS). En plus de la 

conjugaison, certaines bactéries utilisent les T4SSs pour injecter des protéines effectrices dans 

leurs milieux hôtes ou bien directement dans les cellules cibles (15). Étudier les T4SSs est 

indispensable afin de mieux comprendre le mécanisme d’action de ces systèmes au cours de la 

propagation des gènes des résistances aux antibiotiques. 

1.2 Les systèmes de sécrétion de type IV (T4SSs) 

 

La pathogénicité de la plupart des bactéries, ainsi que d’autres fonctions qui maintiennent leur 

adaptation à un milieu hôte, sont assurées par l’intermédiaire des systèmes de sécrétion (16). Les 

substrats sécrétés, qui peuvent être de l’ADN ou bien des protéines et des molécules effectrices, 

se trouvent exposés à la surface cellulaire, libérés dans le milieu extracellulaire ou bien injectés 

directement dans les cellules cibles (17). 

Les T4SSs sont parmi les systèmes de sécrétion qui se trouvent chez les bactéries à Gram-négatif 

et les bactéries à Gram-positif (18). Ils traversent la membrane interne et externe et ils sont 

uniques par leur pouvoir de sécréter à la fois de l’ADN et des protéines effectrices. Certaines 

bactéries pathogènes utilisent les T4SSs comme : Legionella pneumophila (la légionellose), 

Coxiella burnetti (la fièvre Q), Helicobacter pylori (ulcère de l’estomac) et Agrobacterium 

tumefaciens (responsable de la formation des tumeurs chez les plantes), mais le rôle le plus 

répandu des T4SSs reste le transfert de l’ADN entre les bactéries, et surtout la dissémination des 
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gènes de résistance aux antibiotiques (19-22). De plus, certains T4SSs peuvent servir à capter et 

absorber de l’ADN du milieu extracellulaire ce qui contribue à l’évolution génomique (23).  

Selon la nomenclature chez Agrobacterium tumefaciens, les T4SSs les plus simples sont 

généralement composés de 12 protéines, nommées VirB1 à VirB11 et VirD4 (VirB/D4) (18). Les 

sections suivantes discutent en détailles les fonctions, la composition et l’architecture des T4SSs 

pour mettre en contexte les projets de recherche présentés dans cette thèse qui visent à 

améliorer la connaissance sur les T4SSs. 

1.2.1 Classification des T4SSs 

Les T4SSs sont structurellement et fonctionnellement très variés. Ils ont évolué à travers le temps 

et les différentes populations bactériennes, pour leurs permettre à s’adapter à diverses 

situations. Pour cela, il existe plusieurs classifications qui regroupent les T4SSs selon leurs 

phylogénie, leurs complexité ou bien leurs fonction (19). 

1.2.1.1 Classification type IVA et IVB 

Les T4SSs se divisent en deux sous-groupes, nommés types A (T4ASSs) et types B (T4BSSs), selon 

la complexité et la similarité de leurs compositions.  

Le type A représenté par le T4SS VirB/D4 d’A. tumefaciens, une bactérie pathogène des plantes, 

est considéré comme la forme la plus simple. Ce type regroupe aussi les T4SSs des plasmides 

conjugatifs pKM101, R388 et RP4 (24). Généralement, les T4ASSs sont composés de 12 sous-

unités, VirB1-VirB11 et VirD4, qui forment le canal de transfert et le pilus sur la surface de la 

cellule, et une relaxosome responsable de la préparation et du recrutement des substrats (Fig. 3). 

En plus des orthologues de ces 12 sous-unité, le T4SS du plasmide conjugatif F et le T4SS Cag 

(Cytotoxin-associated genes) d’H. pylori possèdent plusieurs sous-unités supplémentaires pour 

leur propre fonctionnement (25).  

Les T4SSs type B (T4BSSs) sont plus complexes et ils nécessitent beaucoup plus des protéines pour 

leur assemblage. Ils sont représentés par le T4SS Dot/Icm (Defective for organelle trafficking / 

Intracellular multiplication) de Legionella pneumophila, et sont présents chez plusieurs autres 

bactéries pathogènes comme Coxiella  burnetii et Rickettsiella grylli (26). Les T4BSS sont 
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composés d’environ 25 protéines qui présentent très peu de similarité de séquence avec les 12 

protéines des T4ASSs, et ils sont utilisés pour la sécrétion de plus de 300 protéines effectrices 

responsables pour la survie des plusieurs pathogènes dans les cellules eucaryotes (27). Les 

plasmides conjugatifs R64 et ColIb-P9 sont considérés parmi les T4BSS qui assurent le transfert 

des matériels génétiques dans les cellules hôtes (Fig. 3) (28) 

 

 

 

Figure 3. –  Représentation schématique des T4ASS et T4BSS. 

Illustration de la vue latérale du T4ASS chez A. tumefaciens (à gauche) et du T4BSS chez L. 
pneumophila (à droite). Les deux modèles sont basés sur structures obtenues par crystallographie 
et cryo-EM. M = la membrane de la cellule cible, OM = la membrane externe ; P = le périplasme ; 
IM = la membrane interne ; C = le cytosol. Figure adaptée de (29). 
 

 

1.2.1.2 Classification fonctionnelle 

Les T4SSs ont été étudié depuis la découverte de la conjugaison chez les E. coli il y 70 ans (30). 

Depuis, les T4SSs ont été trouvés responsables de trois fonctions chez les bactéries : 1- le transfert 

de l’ADN entre les bactéries par conjugaison, 2- l’absorption ou bien la libération de l’ADN dans 
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le milieu extracellulaire et 3- la sécrétion des nucléoprotéines et des protéines effectrices dans 

les cellules cibles (Fig. 4) (31). 

La conjugaison représente la fonction la plus répandue des T4SSs, durant laquelle des matériels 

génétiques seront transférés dans un sens unique d’une bactérie donneuse à une autre receveuse 

après un contact direct (32). Ce phénomène est assuré par des plasmides conjugatifs ou bien des 

éléments integratifs et conjugatifs (ICE, integrative and conjugative elements), et les matériels 

génétiques transférés sont souvent bénéfiques pour la survie des bactéries receveuses, comme 

les gènes de résistance aux antibiotiques (33, 34). Celles-ci inclus les plasmides conjugatifs qui 

assurent leur propre transfert en codant pour les différents composants du T4SS, d’autres 

éléments génétiques extrachromosomiques ou bien de l’ADN chromosomique. En outre, le 

plasmide pTi chez A. tumefaciens, et les plasmides conjugatifs F, pKM101, R388 et RP4, se 

trouvent dans cette catégorie (35-37).  

L’échange de l’ADN avec le milieu extracellulaire par l’intermédiaire des T4SSs existe aussi sans le 

besoin d’un contact direct. Ce phénomène de libération ou bien d’absorption de l’ADN se trouve 

chez plusieurs bactéries pathogènes, comme chez Neisseria gonorrhoeae (libération) et le T4SS 

ComB chez H. pylori (absorption) (38) (39). 

 

La virulence de plusieurs bactéries est directement reliée à la présence des T4SSs qui permettent 

la sécrétion des protéines effectrices souvent directement dans le cytoplasme des cellules 

procaryotes et eucaryotes. La bactérie pathogène des plantes Xanthomonas citri et la pathogène 

de l’homme Stenotrophomonas maltophilia injectent des protéines toxiques dans le cytoplasme 

des bactéries cibles concurrentes provoquant leur mort (40, 41). Les protéines effectrices souvent 

perturbent les processus physiologiques de la cellule hôte, permettant la colonisation et la 

propagation des bactéries pathogènes. Chez l’homme, plusieurs maladies sont reliées à des 

protéines effectrices sécrétés par les T4SSs, comme : la coqueluche (Bordetella pertussis), la 

brucellose (Brucella spp.), la légionellose (L. pneumophila) la coxiellose (C. burnetii) et l’ulcère et 

le cancer de l’estomac (H. pylori) (19, 28, 42). 
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Figure 4. –  Les diverses fonctions des T4SSs.  

Représentation schématique des diverses fonctions du T4SS telles que (I) la translocation de l'ADN 
vers une cellule bactérienne receveuse (la conjugaison), (II) l’injection des protéines effectrices 
dans une cellule bactérienne voisine (destruction bactérienne), (III) l’importation/exportation 
d'ADN dans le milieu extracellulaire, et (IV) la translocation d'ADN ou des protéines effectrices 
dans une cellule eucaryote cible. Figure adaptée de (29). 

 

 

1.2.1.3 Classification par incompatibilité des plasmides 

L'incompatibilité plasmidique se définit par l'incapacité de deux plasmides à coexister de manière 

stable pendant un certain nombre de générations dans la même lignée cellulaire bactérienne. La 

raison la plus fréquente pour deux plasmides étant incompatibles, c'est qu'ils partagent un ou 

plusieurs éléments responsables de leur propre réplication, ou bien à cause d’une perturbation 

du contrôle sur le nombre de leurs copies dans la cellule (43). Les plasmides incompatibles sont 

placés dans le même groupe et il existe des systèmes de classification bien établis pour certains 

hôtes où les tests d'incompatibilité ont été effectuée. Du point de vue historique, la conjugaison 

était la fonction principale des T4SSs, et donc un classement de ces systèmes de sécrétion a été 

proposé selon l’incompatibilité des plasmides conjugatifs. Les T4SSs d’un même groupe 

d’incompatibilité partagent certaines caractéristiques, notamment la morphologie du pilus qui 

représentait la seule structure visible des T4SSs par microscopie électronique (35, 44). Dans ce 

classement on trouve les T4SSs de type F, P et I (Fig. 5). 
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Les T4SSs de type F se distinguent par un pilus long (jusqu’à 20 µm), flexible et rétractable, et ils 

transfèrent principalement de l’ADN. Les groupes d’incompatibilités IncF, IncH, IncT et la famille 

SXT/R391 des éléments intégratifs et conjugatifs (ICE) (autrefois considérés d’être des plasmides 

de groupe IncJ (45))  sont parmi les T4SSs de type F, et l’exemple le plus étudié parmi ce groupe 

est celui du plasmide conjugatif F chez E. coli (46-48). 

Par contre, les T4SSs de type P possèdent un pilus plus court (< 1 µm) et rigide, peu efficace pour 

la conjugaison en milieu liquide. Ils incluent les plasmides conjugatifs IncP, IncN et IncW. Les 

plasmides Ti (chez A. tumefaciens), IncN pKM101 et IncW R388 (chez E. coli) représentent les 

exemples les mieux étudiés de ce groupe (35).  

Les T4SSs de type I sont représentés par le plasmide IncIl R64 et ils expriment les deux types de 

pilus du groupe F et P. Ils sont efficaces en milieu liquide et solide et ils sécrètent plusieurs 

facteurs de virulence (49). 

Dans cette thèse nous étudions le T4SS chez A. tumefaciens et E. coli, et donc le reste de 

l’introduction décrit les T4SSs chez les bactéries à Gram-négatif. 
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Figure 5. –  La conservation des gènes codants pour les T4SSs de type P, F et I. 

 
Le système VirB/VirD4 chez A. tumefaciens est considéré le système de référence. La fonction 
enzymatique et la localisation de chaque sous unité sont indiquées au-dessus de chaque gène. 
Les gènes liés aux système VirB/VirD4 sont codés par couleur. Pour le type F, les gènes codant 
pour le pilus F et sa rétraction sont colorés en gris sombre, et ceux responsables pour la 
stabilisation de la jonction durant la conjugaison ou bien pour l’exclusion de surface sont colorés 
en gris clair. Les lettres en majuscules sont des gènes tra, les lettres en minuscules sont des gènes 
trb. Les gènes uniques aux systèmes de type I codant pour les protéines de la membrane interne 
sont en beige, et les gènes codant pour des sous-unités qui interagissent fonctionnellement avec 
la protéine de couplage DotL T4CP sont en violet clair. 
IMC = le complexe de la membrane interne ; OMC = le complexe de la membrane externe ; PG = 
peptidoglycane. Figure adaptée de (18)  
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1.2.2 Composition et architecture des T4SSs 

 

Les T4SSs sont des larges complexes protéiques qui traversent la membrane des bactéries à Gram-

négatif et à Gram-positif. La nomenclature de ses composants est assez diversifiée selon les 

souches bactériennes et les plasmides codant pour ce système (50). Le T4SS VirB/VirD4 chez A. 

tumefaciens est l’un des plus étudiés, et il est considéré le modèle représentant tous les T4SSs 

(51). Chez les bactéries à Gram-négatif les T4SSs sont constitués de 12 protéines qui représentent 

quatre parties principales : 1- la protéine de couplage VirD4 ou bien T4CP (type IV coupling 

protein), 2- le complexe de la membrane interne IMC (inner membrane complex), composé des 

protéines VirB3, VirB4, VirB6, VirB8 et VirB11, 3- le complexe de la membrane externe OMC (outer 

membrane complex) composé des protéines VirB7, VirB9 et VirB10, 4- le pilus sur la surface de la 

cellule formé principalement de la protéine piline VirB2 et un composant mineur, la protéine 

VirB5, localisée sur le bout du pilus (52). IMC et OMC sont reliés par une structure en forme de 

tige de composition inconnue, et ils forment le canal transmembranaire responsable du transfert 

des substrats (53). L’hydrolase VirB1 facilite l’assemblage du T4SS dans la membrane par son 

activité de dégradation de la couche de peptidoglycanes (Fig. 6) (54). 

1.2.2.1 Les ATPases 

Les T4SSs possèdent trois ATPases : VirB4, VirB11 et VirD4, qui fournissent l’énergie nécessaire 

pour l’assemblage et le fonctionnement du T4SS. 

          -VirB4 : est l’ATPase la plus conservée et elle est essentielle pour la fonction du T4SS et la 

formation du pilus (55). Généralement, VirB4 est localisée dans la membrane interne avec 

plusieurs domaines transmembranaires (polytopique), mais elle existe aussi sous forme soluble, 

comme la protéine VirB4/TrwK du plasmide R388 (56-58). VirB4 interagit avec plusieurs 

composants du T4SS, comme VirB3, VirB8, VirB10, VirB11, VirD4 et aussi avec des substrats (59). 

L’état oligomérique de VirB4 n’est pas bien défini, et des formes monomériques, dimériques et 

héxamériques ont déjà été observés (58, 60, 61). La résolution de la structure par microscopie 
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électronique du complexe purifié regroupant les dix protéines VirB du T4SS, VirB3 à VirB10 (VirB3-

10), provenant du plasmide R388, a donné plus de détails concernant la position et 

l’oligomérisation de VirB4 dans le T4SS (Fig. 6) (53). Cette structure, qui représente la partie 

transmembranaire entière du T4SS, montre l’assemblage de VirB4 en trimères de dimères qui 

forment deux tonneaux, chacun contenant six copies de VirB4 (12 copies en totale). La structure 

du complexe VirB3-10 montre aussi que le coté N-terminal de VirB4 se trouve dans la membrane 

interne et que son coté C-terminal est positionné dans le cytoplasme (53). La structure in vivo du 

T4SS pour les plasmides conjugatifs F et pKM101 a été récemment résolue par cryo-tomographie 

électronique. La structure montre la présence de six dimères de VirB4 en forme d’un anneau situé 

dans la partie cytoplasmique de l’IMC (Fig. 7) (62, 63).   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6. –  Architecture et composition du T4ASS.           

(A) Représentation schématique du T4ASS montrant l'emplacement de chaque VirB/VirD4 sous 
unité. Les flèches représentent les interactions dynamiques de la protéine VirB11 durant la 
conjugaison. (B) Reconstruction de la structure du complexe VirB3-10 T4SS du plasmide R388 par 
microscopie électronique en coloration négative (EMD-2557), montrant le OMC (en vert) le IMC 
(en bleu) et la tige (en gris). OM, la membrane externe ; IM, la membrane externe ; OMCC, le 
noyau du complexe de la membrane externe ; IMC, le complexe de la membrane interne ; U-tier, 
la partie supérieure ; M-tier, la partie moyenne ; L-tier, la partie inférieure. Figure adaptée de (64) 
(A) et (36) (B). 

 

A B 
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          -VirB11 : est une ATPase essentielle pour la formation du T4SS et le transfert des substrats 

(65). Elle se localise dans le cytoplasme en association avec la membrane interne et interagit avec 

les deux autres ATPases VirB4 et VirD4 (66). Son activité d’hydrolyse d’ATP augmente à la suite 

de l’interaction avec les phospholipides (66). La structure cristallographique de plusieurs 

homologues de VirB11 (Caga d’H. pylori et VirB11 de B. suis) montre qu’elle forme un hexamère 

et que le dynamique de son assemblage est régulé par son activité d’hydrolyse de l’ATP (67, 68). 

          -VirD4 : se trouve dans presque tous les T4SSs, et l’existence des gènes codants pour des 

homologues des VirD4 dans un génome donné pourrait être un indice de la présence des T4SSs 

(69). VirD4 est considérée la protéine de couplage du T4SS, ou bien T4CP (Type IV Coupling 

Protein) vue son rôle dans le recrutement des substrats vers le T4SS (70, 71). En générale, T4CP 

est localisée dans la membrane interne et possède un domaine transmembranaire du coté N-

terminal, essentiel pour la stabilité de son activité (72), et un domaine cytoplasmique du coté C-

terminal responsable de la reconnaissance et la liaison avec les substrats en plus de l’activité 

d’hydrolyse d’ATP pour fournir l’énergie nécessaire pour le transfert des substrats à travers le 

T4SS (72-74). VirD4 n’est pas nécessaire pour la formation du pilus, et la structure de TrwB du 

plasmide R388, la protéine la plus étudiée parmi les homologues de VirD4, montre qu’elle forme 

un hexamère (75, 76). Récemment, la structure du complexe VirB3-10 + VirD4 du plasmide R388 a 

été résolue par microscopie électronique. Contrairement à VirB11, la structure de VirD4 n’a pas 

montré un hexamère, mais plutôt deux dimères qui se localisent entre les deux tonneaux formés 

par VirB4 (77). Néanmoins, VirD4 peut former des hexamères seulement en présence de l’ADN, 

et donc la différence dans l’état d’oligomérisation observée peut être expliqué par l’absence de 

l’ADN du complexe purifié (77, 78). 

1.2.2.2 Le complexe de la membrane interne (IMC) 

En plus des ATPases VirB4, VirB11 et VirD4, l’IMC est formé des protéines VirB3, VirB6 et VirB8 

(55). La structure du complexe purifié VirB3-10 du plasmide R388 révèle une forme d’arche 

constitué de 12 copies de VirB3, VirB4, VirB5, VirB8, et 24 copies de VirB6. VirB10, qui est un 
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composant majeur du complexe de la membrane externe, entre aussi dans la composition de 

l’IMC par son extrémité N-terminale en 14 copies (79, 80). L’arche se localise en dessus des deux 

tonneaux formés par des hexamères de VirB4 (Fig. 6) (53). 

          -VirB3 : est une des protéines les moins étudiées parmi les composants du T4SS. VirB3 se 

localise dans la membrane interne avec deux extrémités cytoplasmiques, et elle joue un rôle dans 

la stabilisation de VirB4, VirB6, VirB7 et VirB8 (81, 82). VirB3 interagit avec VirB5, et contribue à 

l’insertion de VirB4 dans la membrane interne (53, 83).  

          -VirB6 : est composée de 5 ou plus domaines transmembranaires traversant la membrane 

interne, et une boucle périplasmique qui interagit avec l’ADN transféré et possiblement avec 

VirB8 (84). Son extrémité N-terminale se situe dans le périplasme alors que son extrémité C-

terminale se trouve dans le cytoplasme favorisant une interaction avec VirB6. Cette interaction 

est essentielle pour le transfert des substrats à travers le T4SS et pour le recrutement de VirB2 et 

VirB5 durant l’assemblage du pilus (85-87). VirB6 stabilise VirB5 et affecte l’état multimérique de 

VirB7 et VirB9 (81, 88). 

          -VirB8 est une protéine transmembranaire nécessaire pour l’activité du T4SS. Elle est 

composée d’un domaine transmembranaire, une courte extrémité N-terminale cytoplasmique et 

une longue extrémité périplasmique (89-91). L’interaction de VirB8 avec la majorité des autres 

composants du T4SS (VirB1, VirB4, VirB5, VirB6, VirB9, VirB10 et VirB11) indique son rôle essentiel 

dans l’assemblage du T4SS au niveau de la membrane interne (84, 89, 91-96). Les structures du 

domaine périplasmique de plusieurs protéines de la famille de VirB8 montrent que ce domaine 

conserve la même structure formée de plusieurs feuillets beta et 5 hélices alpha (97-101). VirB8 

généralement forme un dimère, et le site de dimérisation représente la cible pour plusieurs 

molécules inhibitrices (102-104). Une étude récente a montré que TraE du plasmide conjugatif 

pKM101 (homologue de VirB8) forme un hexamère lorsqu’elle est exprimée sous sa forme entière 

(105), et que la structure in vivo du T4SS pour le plasmides pKM101 identifie une densité sous 

forme d’un collier dans la partie périplasmque de l’IMC convenable à un hexamère de TraE (Fig. 

7) (62). Cette différence dans l’état d’oligomérisation entre la forme entière de TraE et son 
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domaine périplasmique seul indique l’importance du domaine transmembranaire et 

cytoplasmique dans l’assemblage et la fonction de TraE (105). 

1.2.2.3 Le complexe de la membrane externe (OMC) 

Appelé aussi le complexe central, l’OMC est composé de 14 copies des protéines VirB7, VirB9 et 

VirB10, qui forment deux annaux superposés : la couche externe O (outer) et la couche interne I 

(intern). La couche externe O est composée de l’extrémité C – terminale de VirB10 et de VirB9, et 

de la petite protéine VirB7 qui se situe sur la surface externe de VirB9 (Fig. 8). VirB10 possède 

deux hélices dans son extrémité C-terminale qui se projettent vers l’extérieure de la couche O. 

Les deux hélices, appelées aussi des antennes AP (antennae projection), provenant de 14 copies 

de VirB10 forme un canal hélicoïdale associé à la membrane externe. La couche interne I est 

formée par l’extrémité N-terminale de VirB9 entourée par le domaine N-terminal allongé de 

VirB10 qui s’étend jusqu’à la membrane interne (Fig. 8) (80, 106, 107). Récemment, la structure 

de l’OMC de la souche Xanthomonas citri, a été résolue à 3.3 Å par microscopie cryo-électronique, 

et elle montre la présence de plusieurs régions de liaison (linkers) dans la structure de VirB10 et 

VirB9 qui relient les différents domaines de chaque protéine et possiblement jouent un rôle dans 

la flexibilité et le mouvement d’une façon indépendante des couches I et O (108). 
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Figure 7. –  La structure in vivo des T4SSs des plasmides pKM101 et F. 

(A et B) Une comparaison de la structure résolue par tomographie cryo-électronique (Cryo-ET) 
des T4SSs codés par les plasmides pKM101 (T4SSpKM101) et F (T4SSF), montrant la présence d’un 
trimère de dimère (hexamère) des homologues de VirB4 dans la partie cytoplasmique du 
complexe de la membrane interne (IMC). (Ci) Vue rapprochée de la structure de l’IMC du 
T4SSpKM101 montrant ses différentes parties : la tige (en bleu), le collier (en jaune), les bosses 
(en gris) et les six copies de l’homologue de VirB4 (TraB) en rose et violet. (ii) La structure 
cristallographique de la partie périplasmique de l’homologue de VirB8 codé par le plasmide 
pKM101 (TraE – numéro d’accès PDB : 5I97) positionnée dans les six lobes du collier. (iii) La 
structure cristallographique du domaine C-terminal (CTD) de l’homologue de VirB4 chez 
Thermoanaerobacter pseudethanolicus (numéro d’accès PDB : 4AG5) positionnée dans l’un de six 
« bras » de l’hexamère de TraB. Figure adaptée de (62). 
 



 17 

 
 
 

        -VirB7 est une petite lipoprotéine localisée dans la membrane externe. Son extrémité N-

terminal subit une lipidation après le clivage de sa signal peptide (109). Cette lipidation est 

essentielle pour le ciblage de l’OMC vers la membrane externe et pour la stabilité de T4SS (107, 

110). Le coté N-terminal de VirB7 se trouve inséré dans la membrane externe et le reste de la 

protéine est périplasmique et interagit avec VirB9 (111, 112). Chez A. tumefaciens, VirB7 a été 

détectée aussi à l’extérieure de la cellule, associée au pilus (113). 

         -VirB9 possède deux domaines (N-terminal et C-terminal) et elle se localise dans le 

périplasme où elle joue un rôle dans la sélection des substrats et la biogenèse du pilus (114, 115). 

VirB9 interagit avec VirB7 et VirB10 et forme la gaine extérieure du complexe de la membrane 

externe qui est stabilisé par la lipoprotéine VirB7 (116). 

         -VirB10 est la seule protéine parmi les composants du T4SS qui traverse la membrane interne 

et externe. Elle se localise au niveau de la partie intérieure de l’OMC et s’étend jusqu’à la 

membrane interne formant l’anneau inférieur de l’IMC (106). Cette protéine bitopique se 

compose d’une courte région cytoplasmique à son extrémité N-terminale, un domaine 

transmembranaire inséré dans la membrane interne, une région périplasmique flexible et riche 

en proline et un domaine globulaire à l’extrémité C-teminale qui s’insère dans la membrane 

externe par une double hélice formant une projection sous forme d’une antenne (Fig. 8) (79, 106). 

Chez A. tumefaciens, la région riche en proline joue un rôle dans la sécrétion des substrats et dans 

la biogenèse du pilus (79). VirB10 relie les différentes parties du T4SS en interagissant avec VirB9 

et VirB7 dans l’OMC ainsi qu’avec plusieurs autres protéines dans l’IMC et les ATPases du T4SS à 

travers son domaine transmembranaire N-terminal (95, 115). VirB10 n’interagit pas avec le 

substrat durant le transfert mais elle subit un changement de conformation suite à l’interaction 

avec les ATPases, probablement permettant la formation d’une connexion entre l’IMC et l’OMC 

durant l’assemblage du T4SS (117). 
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Figure 8. –  La structure de l’OMC du plasmide pKM101  

(A) Une comparaison de la structure par microscopie cryo-électronique du complexe de la 
membrane externe (OMC) du T4SS codé par le plasmide pKM101, avec (couleur orange - EMD-
2232) et sans (couleur verte - EMD-2233) la partie N-terminale de la protéine TraF. (B) 
Représentation en ruban de la structure cristallographique de la couche externe (O-layer) de 
l’OMC, montrant un complexe tétradécamérique composé par le domaine C-Terminal de TraF (en 
vert), le domaine C-Terminal de TraO (en cyan) et la protéine TraN (en magenta). Figure adaptée 
de (36) (A) et (106) (B). 
 
 

1.2.2.4 La protéine VirB1 

VirB1 est une protéine non essentielle pour la sécrétion des substrats, mais elle est importante 

pour l’assemblage efficace du T4SS (118). Cette protéine est une transglycosylase lytique qui 

dégrade les couches de peptidoglycanes facilitant ainsi l’incorporation du T4SS dans la membrane 

(119). Le domaine C-terminal de VirB1 est clivé dans le périplasme pour être ensuite secrété à 

l’extérieur de la cellule où il joue un rôle essentiel dans la biogenèse du pilus chez A. tumefaciens 

(54, 118). VirB1 interagit avec VirB8, VirB9 et VirB11, et la délétion de son domaine N-terminal ou 

bien C-terminal, chez A. tumefaciens, réduit d’une façon significative la pathogénicité (96, 120). 

 

A B 
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1.2.2.5 Les protéines du pilus 

Le pilus représente la partie extracellulaire du T4SS et il est constitué par l’assemblage des milliers 

de copies de VirB2 qui forment une structure filamenteuse sur la surface de la cellule. La protéine 

VirB5 est aussi un composant du pilus, mais beaucoup moins abondant que VirB2, et elle a été 

localisée sur le bout du pilus (Fig. 6) (121).  

Cette thèse est axée sur l’étude du pilus du T4SS et de la protéine VirB5. La composition, la 

biogenèse et la structure du pilus des T4SSs ainsi que les protéines VirB5 feront l’objet d’une 

description détaillée dans les prochaines sections. 

1.2.3 Mécanisme d’assemblage des T4SSs 

L’ensemble des diverses études faites sur les T4SSs ont contribué à l’élaboration des hypothèses 

sur le mécanisme d’assemblage des T4SSs, notamment les études sur les interactions entre les 

composants du T4SS, la localisation cellulaire des plusieurs protéines du T4SSs par microscopie à 

fluorescence, et la résolution des structures de l’OMC et du complexe VirB3-10 par microscopie 

électronique (37, 53, 80, 106, 107, 122). Malgré toutes les données disponibles, un modèle de la 

biogenèse et de l’assemblage des T4SSs n’est toujours pas bien défini. Plusieurs protéines du T4SS 

ont été localisées sur le pôle de la cellule, et cela est dans certain cas dépendant (VirB6, VirB7, 

VirB9 et VirB10) ou bien indépendant (VirB3, VirB8 et les trois ATPases) des autres sous unités du 

T4SS (91, 122). La localisation polaire ne reflète pas nécessairement le lieu d’assemblage du T4SS. 

En effet, une étude a même montré une localisation hélicoïdale du T4SS autour de la cellule (37). 

La purification et la résolution de la structure de l’OMC par cristallographie à rayons-X montre 

qu’il peut se former d’une façon spontanée et indépendamment de l’IMC, suggérant que son 

assemblage durant la biogenèse du T4SS précède celui de l’IMC (107). L’activité transglycosylase 

de VirB1 est nécessaire en premier temps pour dégrader la couche de peptidoglycane, facilitant 

ainsi tout assemblage du complexe (119). De plus, l’insertion de l’OMC dans la membrane externe 

par les doubles hélices de VirB10, dépend de la lipidation de VirB7 (107). Les extrémités N-

terminales des 14 copies de VirB10 qui s’étendent jusqu’à la membrane interne par leurs 

domaines transmembranaires, représentent probablement le site de nucléation de l’IMC (Fig. 6 

et 9) (35).  
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L’ATPase VirB4 peut s’associer à l’OMC sans la présence des protéines de l’IMC, et cette 

interaction est probablement nécessaire pour le recrutement de VirB8 (93, 123). Cependant, 

VirB4 nécessite l’intervention de VirB3 pour son assemblage sous une forme stœchiométrique de 

12 copies dans l’IMC. Ainsi, VirB4 peut représenter la sous unité initiale pour la formation de 

l’IMC, surtout qu’elle interagit avec VirB6 et VirB8 dans l’IMC (53). Alors que la purification de 

l’OMC a montré que la protéine VirB8 est co-exprimée avec VirB7, VirB9 et VirB10, la structure 

finale montre un assemblage de VirB7, VirB9 et VirB10 en 14 copies sans la présence de VirB8, 

suggérant ainsi que VirB8 n’interagit pas d’une façon stable avec les autres composants de l’OMC 

(Fig. 8) (107). 

 

Bien que la résolution obtenue de la structure du complexe purifié VirB3-10 ne permet pas la 

localisation des protéines de l’IMC (VirB3-VirB4-VirB5-VirB6 et VirB8), la structure montre une 

forme de tige reliant l’IMC à l’OMC et qui peut être formée par la protéine VirB5 (Fig. 6) (53). 

Pendant la biogenèse et l’assemblage du pilus, VirB4 et VirB11 jouent un rôle dans l’extraction de 

la lipoprotéine VirB2 de la membrane interne pour qu’elle s’associe ensuite à VirB5 probablement 

au niveau de la tige (voire la section : Le pilus des T4SSs ) (124) (35). Tous les T4SSs de conjugaison 

chez les bactéries à Gram-négatif produisent un pilus sur leur surface qui peut s’étendre jusqu’à 

20 µm (125). Le pilus pourrait favoriser le contact entre la cellule donneuse et la cellule receveuse 

durant la conjugaison, mais il peut aussi servir comme un canal pour le transfert de l’ADN en 

absence de contact directe entre les cellules (126). Cependant, plusieurs mutants qui n’expriment 

pas le pilus, ont montré que le T4SS reste fonctionnel sans cette structure extracellulaire, et 

l’assemblage du pilus dépend de tous les composants du T4SS, à l’exception de VirD4 (114, 127). 

Cela montre que le T4SS peut fonctionner comme une machine pour l’assemblage du pilus, et un 

système pour le transfert du substrat.  

Récemment, le T4SS des plasmides conjugatifs F et pKM101 chez E. coli, ainsi que le T4SS Cag chez 

H. pylori, ont étaient visualisés in vivo par la cryo-tomographie électronique (62, 63, 128). Cette 

technique permet d’étudier les structures cellulaires dans leur état natif et de capturer les étapes 

d’assemblage des complexes cellulaires (129). Les résultats montrent que les T4ASSs in vivo 

adaptent une architecture générale assez similaire qui ressemble bien à la structure du T4SS in 
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vitro (le complexe VirB3-10 purifié), surtout dans la partie OMC et par la présence de la tige qui 

relie l’OMC à l’IMC (Fig. 7) (53).  

L’OMC du T4SS codé par le plasmide F (T4SSF) représente une symétrie de 13 copies, et il se relie 

avec l’IMC par un canal central visible dans la structure. Par contre, l’OMC  du T4SS provenant du 

plasmide pKM101 (T4SSpKM101) a une symétrie de 14 copies et la tige centrale reliant l’OMC à l’IMC 

est dépourvue d’un canal (62). L’IMC du T4SSpKM101 et du T4SSF est très symétrique et il se 

compose de six dimères de VirB4 sous forme d’un anneau bien visible, au contraire des deux 

tonneaux présents à la base du T4SS in vitro  (VirB3-10) et qui peuvent représenter un état 

transitoire de l’assemblage de l’IMC (Fig. 6 et 7)  (62). Le coté périplasmique de l’IMC du T4SSpKM101 

présente une densité sous forme d’un collier central qui ressemble bien à la densité d’un 

hexamère de TraE récemment résolue (105). D’autres densités périplasmiques sont visibles et 

peuvent indiquer la présence de VirB6 qui possède un large domaine périplasmique, ainsi que la 

protéine VirB5 et le domaine périplasmique de VirB10 qui probablement entrent tous dans la 

composition de la tige centrale (53, 87).  

Les structures des T4SSs in vivo de plusieurs mutants montrent que VirD4 n’entre pas dans la 

composition de l’IMC comme ce qu’il a été montré dans une structure du complexe VirB3-10 + 

VirD4 purifé (77), et que l’ATPase VirB11 de pKM101 semble jouer un rôle dans la régulation de 

la conformation de l’IMC et de la tige qui relie l’IMC avec l’OMC. En effet, la structure in vivo d’un 

mutant du T4SS pKM101 n’exprimant pas l’ATPase VirB11 montre que la tige centrale est plus longue 

(62), suggérant qu’une liaison de VirB11 avec VirB4, provoque un changement structural dans la 

tige centrale pour préparer le passage des substrats. Une autre étude montre aussi que VirB11 

induit le passage du T4SS de l’état de la biogenèse du pilus à l’état de transfert du substrat (Fig. 

9) (130). 
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Figure 9. –  Modèle du mécanisme de l’assemblage du T4ASS 

Modèle de travail illustrant les contributions des ATPases VirB4 aux premiers stades de 
l’assemblage du T4SS, et du transfert du substrat vers la cellule cible. (Étape I) L'OMCC s'assemble 
en une sous-structure intrinsèquement stable indépendamment des contributions des ATPases 
T4SS. (Étape II) VirB4 est recruté à l'OMCC par des contacts avec les domaines N-terminal 
cytoplasmique et transmembranaire de VirB10. VirB4 s'assemble en un hexamère de dimères à 
la face cytoplasmique de la membrane interne (IM), où il recrute et stabilise d’autres constituants 
du complexe de la membrane interne (IMC) et de la tige. (Étape III) VirB4 sert de site d'amarrage 
pour l’ATPase VirB11. VirB11 régule ensuite les transitions structurelles nécessaires à l'activation 
du canal. (Étape IV) La protéine de couplage VirD4 (T4CP) s'oligomérise et hydrolyse l’ATP en 
réponse à la liaison aux substrats. Le complexe VirD4-substrat s’engage et active le canal du 
transfert du T4SS. Les trois ATPases: VirB4, VirB11 et VirD4 coordonnent le traitement et la 
livraison des substrats à travers le lumen de l’hexamère de VirB4 et dans le canal de translocation. 
Les éclairs rouges indiquent des signaux qui activent le T4SS pour le transfert. Figure adaptée de 
(62). 
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1.2.4 Mécanisme de transfert des substrats 

1.2.4.1 Le transfert durant la conjugaison 

Durant la conjugaison, de l’ADN simple brin couplé à une protéine appelée la relaxase est 

transféré à travers le T4SS vers une cellule receveuse (32). Le recrutement du substrat commence 

par l’association d’un complexe de protéines de transfert et de réplication de l’ADN, appelé le 

relaxosome, qui se lie à une séquence spécifique de l’ADN, l’origine de transfert (oriT), pour 

ensuite couper l’ADN de transfert (ADN-T) via la relaxase au niveau de la séquence nic (nicking 

site) (Fig. 10). Une fois l’ADN coupé, la relaxase reste attachée à l’ADN-T par son extrémité 5’ (34).  

Récemment, la structure de la relaxase TraI du plasmide F en liaison avec une séquence de l’ADN 

du site nic, était résolue par cryo-microsopie électronique (Fig. 10) (131). La structure montre que 

l’ADN se lie longitudinalement à travers toute la structure de TraI qui est composée de trois 

domaines : 1- un domaine trans-estérase N-terminal qui catalyse le coupage de l’ADN, 2- un 

domaine hélicase vestigiale qui représente un site de liaison à l’ADN-T, et 3- un domaine hélicase 

actif qui sert à dérouler l’ADN dans le sens 5’ à 3’ (131, 132). Pas inclus dans la structure résolue, 

TraI contient un quatrième domaine à son extrémité C-terminale qui probablement joue un rôle 

dans le recrutement du relaxosome (132). La relaxase, attachée à l’ADN-T, sera ensuite liée à la 

protéine du couplage VirD4 par l’intermédiaire d’un ou de deux signaux de transfert présents 

souvent à l’extrémité C-terminale de la relaxase, pour être ensuite acheminée vers le T4SS (18).  

Le mécanisme de recrutement et de translocation du substrat à travers le T4SS n’est pas bien 

défini, cependant un modèle de translocation était proposé à partir des résultats obtenus par 

précipitation de l’ADN de transfert (TrIP, Transfer DNA immunoprecipitation) (Fig. 11) (133). Cette 

méthode permet de détecter l’interaction entre l’ADN-T et les protéines VirB du T4SS par « cross-

linking ». 
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Figure 10. –  Mécanisme de sécrétion du substrat à travers le T4SS du plasmide F. 

(A) Mécanisme de sécrétion du complexe relaxase-ADN(simple brin - sb) durant la conjugaison par le 
T4SS de type F. Le relaxosome est composé de la relaxase et de plusieurs protéines accessoires. 
La sécrétion commence par la formation d'un complexe T4SS-relaxosome (étape I), qui reste 
dormant jusqu'à ce qu'il soit stimulé par le contact du pilus avec une cellule réceptrice. Lors de la 
stimulation (représentée par un éclair), les ATPases seront activées, qui à leur tour activent le 
relaxosome entraînant la formation d'une bulle d'ADN simple brin (étape II). Une deuxième 
relaxase peut ensuite se lier sur la bulle d'ADNsb via ses domaines d'hélicase (étape III). 
Simultanément, la première relaxase clive l’origine de transfert (OriT) au site de clivage (nic), et 
s'attache de manière covalente au phosphate-5’de l’ADN de transfert (étape IV). Enfin, la relaxase 
liée à l'ADNsb sera transportée, tandis que la deuxième relaxase continue à dérouler l'ADN et à 
pomper l'ADNsb résultant à travers le système du T4SS. Pendant que l'ADNsb est transféré dans 
la cellule receveuse, le brin complémentaire restant dans la cellule donneuse subit une réplication 
via PolIII. La relaxase doit être présente dans la cellule réceptrice pour catalyser la 
recircularisation de l'ADN une fois qu'une copie du plasmide entier a été transférée. (B) 
Représentation en ruban de la structure par cryo-EM de l’ADNsb attaché à la relaxase de type F 
(TraI-ADNsb) montrant les trois domaines de la relaxase: la transestérase, l’hélicase active et 
l’hélicase résiduelle. L’ADN double brin est modélisé pour montrer le lieu de séparation des brins 
pendant le déroulement médié par TraI. Figure adaptée de (19) (A) et (131) (B). 
 

 

A 

B 
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Les résultats montrent que l’ADN-T interagit d’abord avec VirD4, d’une façon indépendante des 

autres protéines du T4SS. Ensuite, l’ADN-T entre en contact avec l’ATPase VirB11 avant qu’il soit 

transféré à VirB6 et VirB8 dans la membrane cytoplasmique sous contribution des trois ATPases. 

Le passage de l’ADN-T de VirD4 à VirB11 nécessite la présence de VirB7, sans que l’ADN 

interagisse directement avec VirB7 qui se situe dans l’OMC. Le substrat est ensuite transféré à 

VirB9 et VirB2 d’une façon dépendante des protéines de l’IMC, VirB3 et VirB5, et la protéine 

VirB10 de l’OMC. Bien que VirB10 est exposée à l’intérieure de l’OMC, aucun contact entre l’ADN-

T et VirB10 n’est détecté (133). VirB2 est le composant majeur du pilus et son interaction avec 

l’ADN-T était inattendu. En effet, le site d’interaction entre VirB2 et l’ADN-T peut être à l’intérieur 

du pilus, et dans ce cas ce dernier devrait s’assembler à l’intérieure de l’OMC (133). Le lieu de la 

biogenèse du pilus reste inconnu, mais les études structurales sur les T4SSs (in vitro et in vivo) 

montrent une forme de tige à l’intérieure du T4SS qui relie l’IMC à l’OMC et qui peut représenter 

le site de nucléation du pilus (53, 62). Le passage du substrat à travers l’OMC n’est pas encore 

bien défini, mais plusieurs études suggèrent que le transfert du complexe relaxase + ADN-T est 

assuré par l’intermédiaire du pilus (126, 134). Le diamètre de l’intérieur du pilus (2.8 nm pour le 

pilus F) peut supporter de l’ADN simple brin, mais il n’est pas suffisament large pour laisser passer 

des protéines repliées comme la relaxase (135). Cependant, il a été montré que la relaxase sera 

dépliée après son contact avec VirD4, et elle se replie de nouveau dès son passage à l’intérieur 

de la cellule receveuse où elle catalyse la recircularisation de l’ADN-T (136). 
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Figure 11. –  La voie de translocation de l’ADN-T par le T4SS chez A. tumefaciens. 

Représentation schématique de la voie de translocation de l'ADN-T dans à travers le T4SS chez A. 
tumefaciens, tel que déterminé par le test d'immunoprécipitation d'ADN de transfert (ADN-T). La 
voie du substrat est indiquée par des flèches rouges. L'ADN-T interagit directement avec VirD4, 
VirB11, VirB6, VirB8 et enfin avec VirB9–VirB2. D’autres composants du T4SS influencent aussi sur 
le transfert du substrat à différents étapes (indiqué par les flèches noires). Figure adaptée de (59). 

 

 

1.2.4.2 Le transfert des protéines effectrices 

Dans le cas de transfert des protéines effectrices, les substrats seront recrutés d’une façon 

similaire à la relaxase, par l’intermédiaire d’un signale de translocation TS (transfert signal). Le TS 

se localise généralement à l’extrémité C-terminale et il se compose de plusieurs résidus chargés 

positivement comme dans le cas des protéines effectrices VirE2 et VirF chez A. tumefaciens (137, 

138). Cependant, il existe une grande variété des TS parmi les différentes protéines effectrices 

secrétées par les T4SSs. Chez L. pneumophila Dot/Icm T4SS, le TS de plusieurs substrats est 

composé de résidus polaires et chargés négativement (139, 140). Certains substrats possèdent 

un peptide signal dans leurs séquences qui peut servir pour la translocation vers le périplasme 
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avant d’être sécrété par le T4SS, comme la protéine VirJ chez Brucella spp. qui a été montrée 

d’interagir avec VirB5 et VirB8 dans le périplasme (141, 142). En effet, le périplasme peut 

représenter un réservoir pour les protéines effectrices avant qu’elles soient sécrétées d’une façon 

sélective. Élucider le mécanisme de transfert des substrats par les T4SSs sera d’une grande 

importance, et des études supplémentaires sont nécessaires pour compléter le schéma de 

translocation des substrats à travers les T4SSs. 

 

1.3 Le pilus des T4SSs 

 

Tous les systèmes conjugatifs chez les bactéries à Gram-négatif présentent un pilus dans leurs 

parties extracellulaires. Le pilus est une structure filamenteuse extracellulaire qui peut atteindre 

jusqu’à 20 µm de longueur. Le rôle du pilus durant la conjugaison n’est toujours pas bien défini. 

Certaines études proposent que l’ADN passe à travers le pilus durant la conjugaison, en montrant 

que le transfert d’ADN peut se réaliser entre deux cellules éloignées (126, 134, 143), tandis que 

d’autres études présentent des mutants de T4SS dépourvues du pilus et qui sont toujours 

fonctionnelles durant la conjugaison (114, 127). En effet, le rôle principal du pilus est 

probablement de favoriser le contact entre les cellules pour faciliter la conjugaison. Le pilus F 

s’étend et se rétracte d’une façon aléatoire et cela permet de rapprocher les cellules éloignées 

(48, 125, 144), tandis que les pili de type P, qui sont plus fragiles et rigides, se relâchent dans le 

milieu et contribuent à la formation du biofilm et des agrégats cellulaires, favorisant ainsi le 

contact entre les cellules (145-147). De plus, le pilus représente le site d’adhésion de certains 

bactériophages avant d’injecter leur ADN ou bien ARN dans la cellule (148). 

La biogenèse et l’assemblage du pilus nécessite l’ensemble des gènes responsables de la 

formation du T4SS, à l’exception de la protéine de couplage VirD4 (125). Le pilus est composé 

principalement de la protéine VirB2, qui représente la sous unité majeure (le piline), et la protéine 

VirB5 qui se localise sur le bout du pilus chez A. tumefaciens (121). VirB5 est nécessaire pour 

l’incorporation de VirB2 dans le pilus et il joue un rôle dans son élongation (76, 149). Vue sa 
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position sur l’extrémité du pilus, VirB5 est aussi souvent considérée comme une adhésine qui 

représente le premier point de contact avec la cellule cible (121). 

1.3.1 La biogenèse du pilus des T4SSs 

 

Les pili de type F et P sont parmi les pili les mieux étudiés. Leurs protéines pilines représentent 

une similarité d’environ 50% dans leurs séquences et possèdent un long signal peptidique (~50 

a.a.) (150). La protéine TraA, codée par le plasmide F, est une petite protéine (~13 kDa) exprimée 

sous forme d’une pro-piline (Fig. 12). Après son insertion dans la membrane intérieure par un 

mécanisme dépendant de la force proton-motrice, TraA sera orientée et stabilisée par 

l’intermédiaire de la protéine TraQ. Ensuite, pour obtenir la piline mature TraA (~7 kDa), le signal 

peptidique sera clivé par l’enzyme leader peptidase I LepB, suivie d’une acétylation de son 

extrémité N-terminale par la protéine TraX (151-153). Alors que le rôle de l’acétylation de TraA 

n’est pas clair, cette modification n’est pas essentielle pour la formation du pilus (154). Les 

protéines pilines des pili de type P (exemple: TrbC du plasmide RP4 et VirB2 du plasmide Ti) 

subient une étape de cyclisation, au lieu de l’acétylation, qui relie les deux extrémités N- et C-

terminales de la protéine pour former une piline mature cyclique (155, 156). Le clivage du signal 

peptidique de VirB2 peut se réaliser dans la souche E. coli, mais le mécanisme de cyclisation est 

spécifique à la souche A. tumefaciens (156). TrbC subit un double clivage à son extrémité C-

terminale par la protéine TraF (codé par le plasmide RP4) avant d’être transformée en protéine 

cyclique (157). Après les processus de maturation, les pilines se trouvent stockées dans la 

membrane interne prêtes pour s’assembler dans le pilus à la suite d’un signal inconnu.  
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Figure 12. –  Mécanisme de la maturation de la piline TraA. 

Illustration du mécanisme de maturation de TraA dans la membrane interne et de l'assemblage 
du complexe TraA-phospholipide dans le pilus F. TraA pro-piline est transportée vers la 
membrane interne par une force motrice à proton (PMF) facilité par TraQ (étape 1). Le signal 
peptide de la pro-piline est clivée par la peptidase LepB (étape 2), suivie de l'acétylation du coté 
N-terminal de la piline TraA par TraX (étape 3). Au cours de la maturation, chaque TraA se lie à un 
phospholipide de la famille des phosphatidylglycérols et le complexe phospholipidique-TraA 
s'assemble sous forme d’un filament hélicoïdal à l'intérieur du T4SS. OM, la membrane externe; 
IM, la membrane interne; PG, peptidoglycane. Figure adaptée de (158). 

 

 

Le début de la nucléation du pilus se commence avec l’extraction des pilines de la membrane. 

L’ATPase VirB4, située dans l’IMC, a été montrée de former des complexes avec VirB2, et elle est 

essentielle pour l’interaction de VirB2 avec le composant mineur du pilus VirB5 (93). En effet, 

VirB4 et VirB11 catalysent l’extraction de VirB2  à partir de la membrane pour permettre ensuite 

la livraison de VirB2 au site de nucléation du pilus (124).  

La résolution par cryo-tomographie électronique de la structure in vivo du T4SS pour les plasmides 

conjugatifs F et pKM101 a contribué à la compréhension du mécanisme de la biogenèse du pilus 
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conjugatif. Les résultats montrent la présence de plusieurs structures membranaires différentes 

codées par les plasmides F ou bien pKM101 (62, 63). Pour le plasmide F, parmi les structures 

identifiées il y a le complexe transmembranaire entier du T4SS, attaché ou non à un pilus 

extracellulaire. Les résultats montrent pour la première fois que le pilus attaché au T4SS se trouve 

lié seulement à la membrane externe et ne s’étend pas vers le périplasme (Fig. 13) (63).  

Deux autres structures ont été aussi identifiées. La première représente une forme simple du 

T4SS qui ne possède pas une densité près de la membrane interne ni dans le périplasme, mais 

seulement une tige qui traverse le périplasme et une densité sous forme d’une coiffe près de la 

membrane externe, à laquelle se relie le pilus. La deuxième structure représente le pilus sur la 

surface attaché à une petite densité dans la membrane externe sans aucune densité 

périplasmique ni près de la membrane interne (Fig. 13) (63). La présence de ces différentes 

structures indique clairement que le pilus s’assemble dans la membrane externe et non pas dans 

la membrane interne ou bien le périplasme. La structure du T4SS du mutant DtraA est similaire à 

la structure du T4SS complet, mais sans la présence du pilus, indiquant que le canal central n’est 

pas formé par des sous unités de la piline TraA. De plus, le diamètre du canal central (3.5 nm) 

observé dans le T4SS entier n’est pas assez large pour supporter le pilus (8.5 nm de diamètre) à 

l’intérieur. En revanche il est convenable pour le passage d’un protofilament de TraA après son 

extraction de la membrane interne, pour ensuite s’assembler sous forme hélicoïdale à la surface 

de la cellule en formant le pilus mature (63).  

La comparaison de la structure obtenue du TASSF in vivo, sans et avec le pilus attaché, indique un 

changement de conformation dans le canal central, qui s’allonge vers l’OMC et deviens plus large 

à l’intérieur, probablement pour s’adapter à l’assemblage du pilus (Fig. 13) (63). Récemment, la 

structure de l’OMC (TraV, TraK et TraB) purifié du T4SSF a été résolue par microscopie cryo-

électronique, et les résultats montrent une haute flexibilité observée dans diverses régions de 

l’OMC suggérant ainsi un certain dynamisme convenable pour l’assemblage et l’émergence du 

pilus (159). 

Après son assemblage, le pilus se rétracte vers l’intérieure de la cellule par : 1- une 

dépolymérisation des sous unités de TraA, 2- une délocalisation potentiellement favoriser par un 
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mécanisme nécessitant un démontage du T4SS, ou bien 3- une translocation active de la 

membrane externe. Ces différents mécanismes pourraient expliquer l’observation des différentes 

structures à la base du pilus dans la structure in vivo du T4SSF (Fig. 13) (63, 125). 

Les pili du plasmide pKM101 sont très rares et fragiles, et ils sont donc difficiles à détecter et à 

visualiser à la surface de la cellule. Les résultats récents sur la structure in vivo du T4SS du 

plasmide pKM101 (T4SSpKM101) montrent aussi des pili attachés à une structure dans la membrane 

qui représente l’OMC avec une tige dans le périplasme, ou bien des pili sans une structure 

distincte à leurs bases (62). Ces résultats sont conformes avec celles obtenus du plasmide F qui 

représentent probablement une translocation du pilus sur la surface cellulaire avant d’être 

relâché dans le milieu extracellulaire. Cependant, la tige centrale observée dans la partie 

périplasmique du T4SSpKM101, ne possède pas un canal visible à l’intérieur comme celui trouvé 

dans la structure du T4SSF, et donc il reste difficile de postuler un mécanisme de biogenèse du 

pilus pKM101 (62). 

 

1.3.2 La structure du pilus conjugatif 

 

La présence des structures filamenteuses non-flagellaires sur la surface des bactéries a été 

détecté par microscopie électronique depuis les années 1950 (160). Plus tard, les études ont 

montré la base génétique et le rôle de ces structures extracellulaires, appelés pili. Les pili de type 

F sont les plus étudiés parmi les pili conjugatifs et généralement ils sont faciles à détecter sur la 

surface cellulaire vu qu’ils sont longs et assez nombreux. En effet, certains plasmides de type F 

présentent jusqu’à 20 pili par bactérie (125). En revanche, les pili de type P sont rares et fragiles, 

et ils se détachent facilement de la cellule, ce qui rend leur étude plus difficile (161). 
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Figure 13. –  Modèle de la biogenèse du pilus F. 

La voie d'assemblage du T4SS de type F axée sur les données structurales. Étape I: les sous-unités 
Tra s'assemblent initialement sous la forme d'un canal transmembranaire dormant (F1). Étape II : 
le pilus s’assemble et s’ajoute sur le canal pour former un complexe F2-Canal/pilus permettant 
l’extension et la rétraction du pilus F en mode « recherche de partenaire ». Étape III : les pili F 
sont alternativement déposés sur des complexes distincts, donnant les structures F3-Tige/Pilus 
ou F4-OM/Pilus, qui favorisent l'agrégation non spécifique et la formation de biofilms. Étape IV : 
le contact avec la cellule receveuse (représenté par l’éclair) déclenche la rétraction du pilus et le 
recrutement de TraD et du substrat pour activer le mode de transfert d'ADN. Étape V : une fois le 
transfert d’ADN terminé, la cellule donneuse et receveuse se désengagent et le canal de transfert 
revient à l’état F1. Les pourcentages relatifs de chaque complexe visualisé par Cryo-ET sur des 
mini-cellules sont présentés. Figure adaptée de (63). 
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Récemment, les structures de trois pili de type F (provenant des plasmides pED208, pOX38 et 

pKpQIL) ont été résolues par microscopie cryo-électronique (135, 162). La meilleure résolution a 

été obtenue avec le pilus du plasmide pED208 (3.6 Å) (Fig. 14). La structure montre un filament 

hélicoïdal de diamètre de 87 Å et un lumen de 28 Å. Ce filament se compose des milliers de sous 

unités de TraA assemblées en cinq proto-filaments. En plus de la protéine piline, la structure 

révèle la présence du phospholipide phosphatidylglycérole (PG) dans une stœchiométrie de 1:1 

avec TraA. La structure atomique de TraA montre qu’elle est composée de trois hélices (a1, a2 

et a3) avec une boucle entre les hélices a2 et a3. Les extrémités N- et C-terminales sont exposées 

à la surface du pilus et la boucle se trouve positionnée vers le lumen. Les sous-unités de TraA 

s’interagissent entre elles, et avec les deux chaines acyles des PG, principalement par des liaisons 

hydrophobes. D’autre part, la tête de PG est exposée au lumen, où elle contribue au changement 

de la charge globale de l’intérieur du pilus. Par conséquent, le lumen qui est chargé positivement 

par la présence de l’arginine dans la boucle de TraA, devient chargé négativement par la présence 

de la tête du PG. Cet environnement négatif pourrait faciliter le transfert de l’ADN à travers le 

pilus durant la conjugaison (Fig.14) (135, 162).  

1.3.3 Les bactériophages spécifiques au pilus conjugatif 

 

Les bactériophages, ou bien les phages, sont des virus qui infectent les bactéries. Pour certains 

phages, le pilus conjugatif représente le point de reconnaissance et du premier contact avant 

l’adhésion à la surface cellulaire pour injecter leurs génomes dans le cytoplasme de la bactérie 

(147). Ainsi, les bactériophages peuvent représenter un outil efficace et spécifique contre la 

propagation des gènes de résistance aux antibiotiques. L’activité bactéricide des phages contre 

les pathogènes a été montrée bien avant la découverte des antibiotiques, cependant l’efficacité 

des antibiotiques et leur production à l’échelle industrielle a mis en pause l’utilisation des phages 

comme un antimicrobiens. Avec l’émergence des bactéries multi-résistantes aux antibiotiques, 

l’intérêt aux phages dans la médecine est de nouveau considéré. Certains phages s’adhèrent aux 

côtés du pilus, tandis que d’autres s’attachent sur le bout (Fig. 15). En se rétractant, le pilus F 

rapproche les phages vers la surface cellulaire, facilitant ainsi le processus d’infection (125).  
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Figure 14. –  Architecture du pilus F. 

(A) Représentation en surface du modèle de la structure du pilus F. À gauche : une vue latérale 
du pilus montrant les cinq brins hélicoïdaux colorés individuellement. À droite : chaque brin est 
constitué de 12,8 sous-unités de TraA-phospholipide par tour hélicoïdal. (B) (a) Représentation 
en ruban de la structure par cryo-EM du pilus F codé par le plasmide pED208 (code PDB: 5LEG). 
(b) La structure de la sous-unité du pilus F composée du complexe TraA-phosphatidylglycérole 
(PG). (c) Le potentiel électrostatique du lumen du pilus F en absence (à gauche) ou en présence 
(à droite) de phosphatidylglycérole. La couleur bleue représente une charge positive, tandis que 
la couleur rouge représente une charge négative. d) Une vue rapprochée du lumen du pilus 
montrant la tête du PG pointant vers le centre du canal. Figure adaptée de (158)(A) et (15)(B). 

 

 

 

La spécificité de plusieurs phages envers le pilus conjugatif, contribue à l’amélioration des 

connaissances sur les pili du T4SS. Par exemple dans une étude, des phages R17 (qui s’attachent 

aux côtés du pilus F) couplés à un marqueur fluorescent ont permis la visualisation de l’extension 

et de la rétraction du pilus F par microscopie à fluorescence. Les résultats indiquent que la vitesse 

de l’extension est de 40 nm/s, donc 2,5 fois plus rapide que celle de la rétraction qui a été calculée 

à 16 nm/s (48). Récemment, le mécanisme d’adhésion du phage MS2 au pilus F a été aussi étudié 

par microscopie à fluorescence en utilisant une méthode de marquage des phages (Fig. 15) (163). 

Les résultats obtenus suggèrent un mécanisme de défense déployé par la cellule hôte contre 

B A 
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l’infection viral et qui consiste à induire le détachement et la libération des pili dans le milieu 

extracellulaire. Le mécanisme de l’infection des phages n’est pas bien défini, mais un T4SS 

fonctionnel est essentiel pour l’injection de l’ADN ou bien de l’ARN viral dans le cytoplasme. En 

effet, les phages MS2 peuvent s’attacher au pilus produit par un mutant de T4SSF qui n’exprime 

pas la protéine TraD/VirD4, mais le processus d’infection ne sera pas complété, indiquant un rôle 

de TraD dans le transfert de l’ARN simple brin viral vers la cellule (163).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15. –  Adhésion des phages MS2 au pilus F. 

(A) Panneau supérieur : Vue en coupe d'un tomogramme montrant l’adsorption des phages MS2 
au pilus F sur la surface d’E. coli in situ. La barre d'échelle indique 500 Å. Panneau inférieur : un 
modèle en 3D basé sur l’analyse des données obtenues par les tomogrammes collectés. MS2 sont 
de couleur bleue. Le pilus F est de couleur orange. Les membranes externe et interne d'E. coli 
sont marquées par deux courbes vertes. La barre d'échelle indique 500 Å. (B) Représentation 
schématique montrant le mécanisme du détachement du pilus F provoqué par l’infection à des 
phages à ARNsb . La fusion de la protéine formant la couche externe du phage MS2 à la protéine 
fluorescente sfGFP, permet la visualisation du pilus F. Figure adaptée de (164)-(A) et (15)-(B). 

 

 

 

B 

A 
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La structure du pilus F a montré la présence d’une arginine exposée dans le lumen (Arg39). Le 

remplacement de cette arginine par alanine n’affecte pas l’assemblage du pilus ou bien le 

transfert de l’ADN durant la conjugaison, ni l’infection par le phage filamenteux f1 qui s’attache 

ou bout du pilus F (135). Cependant, la substitution de l’Arg39 par un acide glutamique, empêche 

l’infection par f1 sans affecté la formation du pilus et la conjugaison. Les résultats suggèrent que 

la présence de l’acide glutamique augmente l’électronégativité du lumen du pilus empêchant 

l’ADN viral d’y passer à travers pour accéder à la cellule (135). 

 

La base structurale de l’adhésion du phage MS2 au pilus F a été révélée récemment par 

microscopie cryo-électronique (164). MS2 s’attache aux extrémités N- et C-terminales de 4 

pilines, par des interactions électrostatiques avec la région b de sa protéine de maturation Mat. 

De plus, l’étude a démontré que les extrémités N- et C-terminales du piline TraA dans le pilus sont 

orientées vers la surface cellulaire (164). 

 

1.4 Les protéines VirB5 

 

Les protéines VirB5 sont présentes dans la majorité des T4SSs (à l’exception de Bordetella 

pertussis). Elles sont constituées généralement de ~220 acides aminés et possèdent un peptide 

signal pour leur translocation vers le périplasme (165). VirB5 a été détectée dans la membrane 

interne, le périplasme, exposée à la surface cellulaire, ainsi qu’attachée au pilus. Les analyses 

biochimiques sur des complexes extracellulaires purifiés ont montré que le pilus du T4SS est 

composé principalement de la piline VirB2, avec VirB5 représentant le composant mineur du pilus 

(166, 167). Plus tard, VirB5 a été localisée sur le bout du pilus par immunodétection et 

microscopie électronique (Fig. 16) (121). TraC du plasmide pKM101, une homologue de VirB5, se 

trouve aussi secrétée sous forme soluble dans le milieu extracellulaire, d’une façon indépendante 

du T4SS (166). TraC se distingue des autres protéines VirB5 par un phénomène appelé 

« complémentation extracellulaire », ce qui signifie que la délétion de TraC pourrait être restaurer 
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par la présence d’une autre souche « helper » qui exprime un T4SS entier à partir d’un plasmide 

non transmissible (166, 168). Le mécanisme de la complémentation extracellulaire n’est pas bien 

défini mais la localisation de TraC exposée à la surface cellulaire laisse suggérer un transfert de 

TraC de la souche « helper » vers la souche DtraC à la suite d’une fusion de la membrane 

extérieure des deux souches (167). Ce type d’échange des matériels de la membrane externe a 

été observé chez les myxobactéries où il contribue à la réparation de certaines fonctions 

cellulaires, comme la motilité (169). 

 

 

Figure 16. –  Détection de VirB5 au pilus et à la surface cellulaire. 

Immuno-détection de VirB5 et visualisation par microscopie électronique. VirB5 est détectée par 
un antisérum primaire spécifique à VirB5, et un anticorps secondaire couplé à des billes d’or de 
10 nm. Les flèches blanches pointent vers des billes d'or qui indiquent la localisation de VirB5 sur 
la surface cellulaire d’A. tumefaciens ; les pointes de flèches montrent les pili T ; l’astérisque 
indique un flagelle et les flèches noires montrent la détection des billes d'or sur les pointes du 
pilus T. La barre d’échelle = 100 nm. Figure adaptée de (121). 
 
 

 

VirB5 est essentielle pour l’incorporation de VirB2 dans le pilus et elle joue un rôle important dans 

l’élongation du pilus (93). Cependant, VirB5 ne semble pas être essentielle pour le 

fonctionnement du T4SS. En effet, le taux du transfert du plasmide pKM101 durant la conjugaison 
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en milieu solide est réduit d’une façon importante dans le cas d’une délétion de TraC, mais sans 

être complètement abolie. Aucun transfert n’est détecté en milieu liquide en absence de TraC. 

Ces résultats indiquent un rôle de TraC dans l’élaboration du pilus qui facilite le contact entre les 

cellules éloignées en milieu liquide durant la conjugaison, ce qui n’est pas nécessaire en milieu 

solide où la culture est plus dense (167, 168).    

 

Vu sa localisation sur le bout du pilus, VirB5 a toujours été considérée comme une adhésine 

responsable de la reconnaissance et de l’adhésion à la cellule receveuse. La protéine CagL, 

homologue de VirB5 chez H. pylori, a été détectée aussi sur la surface du pilus. En effect, elle est 

impliquée dans le contact d’H. pylori avec les cellules épithéliales gastriques par une liaison avec 

l’intégrine a5b1. La liaison entre CagL et l’intégrine a5b1 déclenche ensuite la translocation de 

l’oncoprotéine CagA vers la cellule hôte (170). Chez le plasmide F, cinq protéines sont impliquées 

dans la formation de la pointe du pilus (TraE, -C, -G, -K et -L), mais il n’existe pas d’indices 

montrant une association de ces protéines au pilus F (171). Plus d’études sur les protéines VirB5 

seront nécessaires pour confirmer leurs rôles dans l’étape de la reconnaissance et l’adhésion à la 

cellule receveuse.  

La structure cristallographique de TraC soluble, montre qu’elle est formée de trois longues hélices 

a et un appendice flexible qui regroupe quatre petites hélices a (Fig. 17) (165). L’état 

oligomérique de TraC soluble a été étudié par chromatographie d’exclusion stérique et par 

équilibre de sédimentation, et les résultats indiquent que TraC purifiée est un monomère (165). 

Chez A. tumefaciens, l’extraction des protéines VirB de la membrane montrent que VirB5 et VirB2 

s’associent dans un complexe de ~140 kDa (93). La formation de ce complexe dépend de la 

présence de VirB4, nécessaire pour la stabilisation de VirB8 et VirB6 qui stabilisent VirB5 pour 

former le complexe avec VirB2 (93).   
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Figure 17. –  Représentation en ruban de la structure cristallographique de TraC 

Les trois longues hélices alpha (a1, a2 et a3) et les quatre courtes hélices alpha (aa, ab, ac et 
ad) sont indiquées. Figure réalisée à partir de la PDB : 1R8I (165). 

 

 

1.5 Le T4SS chez Agrobacterium tumefaciens 

 

A. tumefaciens a été utilisée comme un modèle d’étude pour la réalisation d’une partie des 

expériences durant ce doctorat, et donc un aperçu sur le fonctionnement du T4SS chez A. 

tumefaciens est discuté dans cette partie de la thèse. 

A. tumefaciens est une bactérie pathogène à Gram-négatif responsable de la maladie de la galle 

du collet (crown gall disease) chez une vaste variété des plantes, et qui se manifeste par la 

formation d’une tumeur visible sur la plante. La virulence chez A. tumefaciens est causée par le 

plasmide Ti (~200 kb) qui regroupe les gènes responsables du transfert de l’ADN oncogène (ADN-

T) et des protéines effectrices vers le cytoplasme des cellules de la plante. Ti effectue aussi le 

transfert du plasmide conjugatif IncQ, ainsi que le contrôle de la production et l’utilisation des 

dérivés des acide aminés et des sucres phosphates, appelés des opines (172).  
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Le transfert de l’ADN-T est assuré par le T4SS VirB/D4 qui sera induit à la suite d’une cascade des 

signaux déclenchés par une plante blessée. Le site de blessure chez les plantes est caractérisé par 

un pH acide et par la présence des composés phénoliques spécifiques et des monosaccharides, 

ainsi qu’un taux faible du phosphate (173-175). Deux protéines codées par le plasmide Ti, VirA et 

VirG, assurent la régulation des gènes de virulence (vir) responsables du transfert de l’ADN-T aux 

cellules de la plante (Fig. 18) (176). VirA deviens sensible aux composés phénoliques libérés par 

la plante bléssée, comme l’acétosyringone (AS), après un changement de conformation à la suite 

d’une liaison avec ChvE par son domaine périplasmique, en présence de sucre et en pH acide. Les 

composés phénoliques induisent l’autophosphorylation de VirA par son histidine (His474) pour 

ensuite transférer un groupement phosphate à l’acide aspartique (Asp52) de la protéine VirG. 

VirG phosphorylée se lie ensuite à un site spécifique au niveau du promoteur des gènes vir pour 

activer leur expression et déclencher le mécanisme du transfert de l’ADN-T par le T4SS (177-181). 

Après son intégration dans le génome de la plante par une recombinaison non homologue, l’ADN-

T va coder pour deux groupes de protéines : 1- des enzymes qui stimulent la synthèse des 

hormones régulatrices de la croissance chez la plante provoquant la formation des tumeurs à la 

suite de divisions cellulaires incontrôlées, 2- des enzymes qui stimulent la synthèse des opines 

(174). Les plantes sont incapables de métaboliser les opines et donc elles les libèrent dans le 

milieu extracellulaire. Cependant, le plasmide Ti regroupe des gènes responsables pour le 

transport et la dégradation des opines dans le cytoplasme d’A. tumefaciens pour les utiliser 

comme une source de carbone et d’énergie. La formation d’une tumeur qui assure la prolifération 

des cellules de la plante et l’environnement riche en opines représentent donc un milieu idéal 

pour la croissance et la propagation d’A. tumefaciens (172).  

Le mécanisme d’injection de l’ADN-T dans les cellules des plantes par A. tumefaciens, a 

révolutionné l’agriculture et le secteur de la biotechnologie. Les scientifiques ont remplacé les 

gènes oncogènes dans l’ADN-T et les gènes codantes pour les opines, par des gènes d’intérêt afin 

de les introduire dans les cellules des plantes. Cette technique présente plusieurs avantages et 

peut être utilisée dans plusieurs applications concernant la modification des génomes des 

plantes. A. tumefaciens est aussi capable de transférer l’ADN-T chez les levures et les 

champignons, ainsi que dans la lignée mammifère Hela in vitro, et donc l’«Agro-
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transformation» est devenu un outil très efficace de manipulation génétique chez plusieurs 

organismes (182, 183). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18. –  Représentation schématique de la régulation du T4SS chez A. tumefaciens. 

L’activation de la transcription des gènes de virulence (vir) responsables de la formation et le 
fonctionnement du T4SS. VirA contient un domaine périplasmique (en bleu), un domaine 
« linker » (en orange), un domaine kinase (en jaune) et un domaine receveur (en vert). La liaison 
de ChvE à un sucre provenant du site de blessure de la plante, suivie de l’interaction de ce 
complexe au domaine périplasmique de VirA en pH acide, induit l’autophosphorylation et la 
sensibilisation de VirA aux composées phénoliques sécrétés par la plante. VirG ensuite sera 
phosphorylée ce qui déclenche la transcription des gènes vir. Figure adaptée de (184). 
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1.6 Inhibition des systèmes de sécrétion de type IV 

 

La conjugaison bactérienne contribue d’une façon importante à l’amplification du problème de 

l’adaptation des bactéries aux antibiotiques disponibles, et donc elle peut être considérer comme 

une approche alternative et une cible pour limiter la propagation des gènes de résistance aux 

antibiotiques. Plusieurs molécules d’origine végétale ont montré un effet inhibiteur sur le 

transfert des plasmides conjugatifs de plusieurs groupes d’incompatibilités, sans perturber la 

croissance des bactéries à Gram-négatif, comme la plombagine (de la plante Plumbago), la 

rottlerine et le « composé rouge » (de la plante Mallotus philippensis) (Fig. 19) (185, 186). Le 

mécanisme d’inhibition par ces composés n‘est pas encore bien défini, et plus d’études sont 

nécessaires pour déterminer leur efficacité in vivo et pour l’optimisation de ces molécules pour 

qu’elles soient efficaces contre la majorité des plasmides conjugatifs.  

L’avancement dans les études biochimiques et structurales sur les T4SSs et ces composants a 

contribué à la conception des molécules inhibitrices ciblant ce système de sécrétion. Notre 

laboratoire travaille depuis des années sur le développement des molécules inhibitrices contre 

les T4SSs, et il a réussi, en utilisant l’approche de criblage à haut débit, à identifier des molécules 

dérivées du salicylidène acylhydrazide qui empêchent la dimérisation de VirB8 de la souche 

Brucella abortus. Parmi les molécules séléctionnées, une molécule a réduit d’une façon 

significative le taux de survie de Brucella dans les macrophages (Fig. 19) (102). Ces molécules 

empêchent aussi la dimérisation de la protéine TraE du plasmide pKM101, homologue de VirB8, 

et inhibent le transfert du plasmide pKM101 par conjugaison (103).  Récemment, notre 

laboratoire a identifié aussi d’autres petites molécules qui inhibent l’activité de l’ATPase Caga 

d’H. pylori, homologue de VirB11, y inclus une molécule qui dissocie l’hexamère de Caga in vitro 

et inhibe la production de l’interleukine-8 après l’interaction d’H. pylori avec des cellules 

cancéreuses de l’estomac (187). 

D’autres approches qui n’utilisent pas des molécules chimiques ont été testées dans le but 

d’inhiber la conjugaison. Le pilus conjugatif représente le premier point de contact de certains 

phages, comme le phage filamenteux M13 qui se lie au pilus F par l’intermédiaire de sa protéine 
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g3p. Les résultats montrent que l’ajout du domaine N-terminal soluble de la protéine purifiée g3p 

en faible concentration inhibe d’une façon très significative la conjugaison en milieu liquide (188). 

L’étude du mécanisme de l’adhésion des phages au pilus conjugatifs peut contribuer dans la 

conception des approches inhibitrices de la conjugaison spécifiques aux bactéries résistantes aux 

antibiotiques. 

Le criblage phénotypique a été utilisé dans une étude récente pour identifier des molécules 

inhibitrices pour les T4SSs (189). Parmi les molécules testées, deux petites molécules synthétisées 

ont inhibé l’activité du T4SS chez H. pylori et ont affecté la conjugaison par le plasmide pKM101 

et R1-16 chez E. coli. Ces molecules ont aussi atténué le transfert de l’ADN-T par le T4SS chez A. 

tumefaciens. Le criblage phénotypique représente une approche importante et rapide pour 

l’identification des molécules potentielles. Il est indispensable de déterminer le mécanisme 

d’inhibition pour améliorer l’efficacité des inhibiteurs et éviter tout effet indésirable sur les 

cellules mammifères. 
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Tableau 1. –  Exemples des molécules inhibitrices des T4SSs. 

Tableau adapté de (14). 
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1.7 Objectifs de la thèse 

 

Les T4SSs représentent l’outil de virulence chez plusieurs bactéries pathogènes, en plus de leur 

contribution majeure dans les échanges génétiques et la dissémination des gènes de résistance 

aux antibiotiques. Le développement des inhibiteurs contre les T4SSs est considéré une approche 

antimicrobienne qui cible spécifiquement les pathogènes et qui peut limiter la propagation des 

gènes de résistances aux antibiotiques. Dans cette thèse, l’objectif est de mieux comprendre le 

mécanisme de transfert du substrat à travers les T4SSs. Pour cela nous avons choisi d’étudier le 

pilus, qui représente la partie extracellulaire du T4SS et qui favorise la translocation du substrat 

et le contact à la cellule cible. Récemment, la structure du pilus de trois plasmides de type F était 

résolue par cryo-microscopie électronique, et les résultats ont montré la présence du 

phospholipide dans le pilus à une stœchiométrie de 1 :1 avec la protéine piline TraA. Les contacts 

entre le phospholipide et les sous unités de TraA ont été montrés importants pour l’assemblage 

du pilus, et les auteurs suggèrent un rôle du phospholipide dans la charge totale du lumen du 

pilus qui peut affecter le transfert de l’ADN à l’intérieur du pilus durant la conjugaison ou bien 

l’infection par des phages. 

Dans le premier chapitre, nous voulons savoir si les pili des T4SSs adaptent la même architecture 

générale, et si les phospholipides entrent dans la composition d’autres types de pili. 

Contrairement aux pili F, les pili des plasmides Ti et pKM101 sont fragiles et ils ne sont pas 

rétractables. Ainsi, nous avons résolus la structure du pilus du plasmide Ti chez A. tumefaciens, et 

le pilus du plasmide IncN pKM101 chez E. coli, par cryo-microscopie électronique. Les structures 

des pili Ti et pKM101 montrent la présence d’un phospholipide, et nous avons analysé l’identité 

du phospholipide dans le pilus Ti par spectrométrie de masse. Nous avons ensuite étudié l’effet 

de mutation de certaines acides aminés dans la séquence de la protéine VirB2, sur la stabilité de 

la protéine, sur l’assemblage du pilus Ti et sur le taux de la virulence chez A. tumefaciens.  

La protéine VirB5 est un composant mineur du pilus et elle se localise sur le bout du pilus Ti chez 

A. tumefaciens. VirB5 entre aussi dans la composition de l’IMC où elle représente probablement 

le site de nucléation du plius. Dans le deuxième chapitre, nous étudierons un homologue de VirB5, 
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la protéine TraC du plasmide pKM101, qui a été détectée dans la membrane, le périplasme, la 

surface de la cellule, et sécrétée sous forme soluble dans le milieu extracellulaire. Les études 

précédentes faites sur la forme soluble de TraC purifiée du périplasme, suggèrent que TraC est 

un monomère. Cependant, nous n’avons pas des données sur la forme membranaire et sécrétée 

de TraC. Nous avons donc purifié et caractérisé les trois formes de TraC (soluble périplasmique, 

membranaire et secrétée) et nous avons ensuite étudié l’effet de TraC purifiée sur le taux de la 

conjugaison et sur l’infection par des phages spécifiques au plasmide pKM101. Notre hypothèse 

est que TraC représente le site d’adhésion des phages vu sa localisation extracellulaire. Enfin, 

nous avons visualisé TraC dans la cellule et durant la conjugaison par microscopie à fluorescence 

à haute résolution, pour voir s’il y a un changement de localisation de TraC durant la conjugaison 

et qui peut représenter le site de l’assemblage et de nucléation du pilus à la suite d’un signal 

déclenché par la présence de la cellule receveuse.  
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1.8 Justification de la méthodologie 

 

     -Biologie moléculaire 

 

           -Isolation et purification des pili 

La formation des pili dépend de la présence des autres sous unités du T4SS. Il est donc impossible 

d’obtenir des pili in vitro à partir d’un assemblage spontané de leur composant majeur, le piline 

VirB2. Pour cela, il faut isoler les pili directement de la surface cellulaire, en utilisant une méthode 

très connue pour extraire les complexes extracellulaires, comme les flagelles, et qui consiste à 

faire passer les bactéries à travers une aiguille pour « raser » la surface cellulaire. Les pili des 

plasmides Ti et pKM101 sont connus d’être fragile et ils nécessitent un milieu de culture solide. 

Le nombre des pili Ti et pKM101 par cellule est relativement faible, et pour obtenir une quantité 

suffisante des pili pour les études structurales il faut un nombre élevé des bactéries. Les pilis ont 

été donc isolés à partir des bactéries provenant de 80 plaques de diamètre 15 mm. Pour purifier 

les pili des autres structures, comme les flagelles et les vésicules membranaires, un gradient de 

sucrose est appliqué, ce qui permet la séparation selon la taille des particules, sans endommager 

leurs structures natives. 

 

           -Préparation des vésicules membranaires (OMV) 

Les vésicules membranaires (VM) sont des particules sphériques secrétées par les bactéries dans 

le milieu extracellulaire et mesurant généralement entre 50 et 250 nm. Elles contiennent de 

nombreuses protéines membranaires, cytoplasmiques et périplasmiques, ainsi que de l'ADN et 

de l'ARN. Pour étudier les VM, il faut les séparer des autres particules qui se trouvent à 

l’extérieure de la cellule, comme les flagelles, les pili et les protéines solubles, ainsi que des débris 

cellulaires provenant des bactéries lysées durant la culture cellulaire. Pour réaliser nos études sur 

les VM, nous avons utilisé une souche mutante qui ne produise pas des flagelles ni des pili.                
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La croissance bactérienne est arrêtée avant que la culture n’entre dans la phase stationnaire, car 

cela augmentera considérablement les contaminations par les débris cellulaires provenant des 

cellules mortes. Pour éliminer les bactéries et les débris cellulaires, la culture a été centrifugée 

deux fois à 10 000g pendant 20 min, et le surnageant obtenu a été passé à travers d’un filtre à 

220 nm. Ce processus permet d’éliminer d’une façon considérable les contaminants et de 

conserver les VM. Ensuite, les VM sont collectées par une ultracentrifugation à 100 000g pendant 

1 heure, avant d’être analysées par immunobuvardage et visualisées par microscopie 

électronique et fluorescente. 

 

           -Infection des plantes 

L’infection des plantes par A. tumefaciens se traduit par la formation de tumeur, qui nécessite un 

T4SS fonctionnel. Pour tester l’effet de changement des résidus de VirB2 sur la fonctionnalité du 

T4SS, nous avons réalisé des tests d’infection sur la plante Kalanchoë daigremontiana en utilisant 

des souches exprimant VirB2 sauvage ou bien VirB2 modifiée. La présence de tumeur et sa taille 

représentent un moyen pour évaluer l’impact des mutations de VirB2 sur le taux de transfert de 

l’ADN-T vers les cellules de la plante. 

 

           -Infection par les phages Ike et PRDI 

Les bactériophages Ike et PRDI reconnaissent et infectent les bactéries exprimant certains 

groupes des plasmides conjugatifs, comme le plasmide IncN pKM101. L’infection dépend de la 

présence du pilus du T4SS sur la surface cellulaire. Nous avons donc utilisé Ike et PRDI pour étudier 

la fonctionnalité de la protéine TraC, le composant mineur du pilus, à la suite des modifications 

de sa séquence (l’ajout de certains étiquettes). 

 

           -Étude de la formation des complexes par crosslinking 



 49 

Les interactions entre les protéines sont souvent faibles et transitoires, et parfois stables. 

L’utilisation d’un agent de crosslinking permet la stabilisation des interactions par la formation 

des liaisons covalentes ou bien ioniques. Cette technique permet aussi d’avoir une idée sur la 

proximité des sous unités, qui vont se lier s’ils se trouvent à une distance égale ou bien inférieure 

à la taille de l’agent de crosslinking. Nous avons utilisé le disuccinimidyl suberate (DSS) qui 

possède des esters N-hydroxysuccinimide (NHS) réagissant avec les amines primaires de la chaine 

latérale des lysines ou bien de l’extrémité N-terminale de chaque protéine. DSS peut traverser la 

membrane cellulaire et la distance entre ces deux extrémités -NHS du DSS est 11.4 Å. 

 

           -Chromatographie d’exclusion stérique 

La présence des contaminants à la suite de la purification d’une protéine par des méthodes 

d’affinité (utilisant une étiquette spécifique), représente un problème pour les études qui 

dépendent de la pureté de l’échantillon. La chromatographie d’exclusion stérique permet la 

séparation des protéines, ou bien des complexes, selon leurs poids moléculaires, ainsi elle 

représente l’étape ultime à la suite de la purification par affinité. Nous avons appliqué cette 

méthode pour obtenir la protéine TraC pure. 

 

      -Biologie structurale 

 

           -Microscopie électronique à transmission 

Pour contrôler la pureté et la qualité des échantillons des pili purifiés, ainsi que pour confirmer la 

sécrétion des vésicules membranaires, nous avons utilisé la microscopie électronique à 

transmission en coloration négative. L’échantillon a été déposé sur une grille puis coloré avec 

l’uranyle acétate. Cette technique représente un moyen efficace et rapide pour visualiser 

directement les structures présentes dans un échantillon. Cependant, la résolution représente un 
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facteur limitant pour cette technique, et la préparation de l’échantillon peut affecter l’état native 

des complexes.  

Pour obtenir une structure à haute résolution des pili, nous avons utilisé la microscopie cryo-

électronique à transmission. Cette technique permet de conserver l’état natif de l’échantillon 

dans une couche de glace, sans le besoin de la coloration négative, ce qui augmente 

considérablement la résolution finale.  

 

           -Microscopie à fluorescence à super-résolution 

Pour localiser la protéine TraC dans la cellule, nous avons utilisé la microscopie à fluorescence à 

super-résolution. Cette méthode nous permet de visualiser la protéine dans la cellule à un 

résolution optimale de ~100 nm, et d’étudier l’effet de certaines conditions sur sa localisation in 

vivo. Deux approches ont été utilisés pour confirmer la localisation de TraC : 1-TraC a été 

fusionnée avec la protéine fluorescente mCherry, et sa localisation cellulaire a été déterminée 

par le signal émis de mCherry, 2- par immuno- marquage de TraCFlag par un anticorps primaire 

anti-Flag et un anticorps secondaire marqué avec la molécule fluorescente Alexa fluor 594. Le but 

d’utiliser deux approches est pour éliminer toute possibilité d’une mauvaise localisation de la 

protéine à la suite des étapes de préparation de l’échantillon avant la visualisation sous le 

microscope.  
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Chapitre 2 – Article 1 

 

Cet article a été soumis au journal « Structure » en juin 2022 (Amro J., Black C., Jemouai Z., Rooney 

N., Daneault C., Zeytuni N., Ruiz M., Huy Bui K. and Baron C. (2022) Cryo-EM structure of the 

Agrobacterium tumefaciens T-pilus reveals the importance of positive charges in the lumen).  

Pour ce papier je suis premier auteur, j’ai réalisé les expériences permettant d’obtenir des 

échantillons des pili convenables pour la microscopie cryo-électronique et les analyses 

lipidomiques. Plus précisément, j’ai réalisé l’extraction et la purification des pili, l’analyse des 

échantillons des pili par la coloration à l’argent des SDS-PAGE (silver staining) et par 

immunobuvardage (western blot), ainsi que la visualisation des pili par la microscopie 

électronique en coloration négative. J’ai également participé à l’analyse des résultats obtenus et 

à l’écriture des révisions du manuscrit. Zakaria Jemouai a déterminé les conditions idéales pour 

la réalisation des expériences de microscopie cryo-électronique et a collecté les données brutes 

sur le Titan Krios. Nathan Rooney a réalisé les expériences pour construire et étudier les mutants 

de VirB2. Caroline Daneault et le Dr. Mathieu Ruiz ont conduit les expériences de l’analyse 

lipidomique des pili T et N et de la membrane d’A. tumefaciens. Corbin Black et le Dr. Khan Huy 

Bui ont analysé les données obtenues par la microscopie cryo-électronique et réalisé la structure 

3D des pili T et N. La Dre. Natalie Zeytuni a participé à l’analyse des résultats obtenus. Le Dr. 

Christian Baron a discuté et conçu les expériences et écrit le manuscrit avec la contribution de 

tous les auteurs. 
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Abstract  

 

Agrobacterium tumefaciens is a natural genetic engineer that transfers DNA into plants and this is 

the most frequently applied process for the generation of genetically modified plants. DNA transfer 

is mediated by a type IV secretion system localized in the cell envelope and extracellular T-pili. 

We here report the cryo-electron microscopic structures of the T-pilus at 3.2Å resolution and that 

of the related plasmid pKM101-determined N-pilus at 3Å resolution. Both pili contain a main pilus 

protein (VirB2 in A. tumefaciens and TraM in pKM101) and phospholipids arranged in a 5-start 

helical assembly. They contain positively charged amino acids in the pilus lumen and the lipids are 

positively charged in the T-pilus (phosphatidylcholine) conferring overall positive charge to the 

lumen. Mutagenesis of the lumen-exposed Arg91 residue in VirB2 resulted in protein 

destabilization and loss of pilus formation. Our results reveal that different phospholipids can be 

incorporated into type IV secretion system pili and that the charge of the lumen is of functional 

importance. 
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Introduction 

 

The process of DNA transfer from bacteria into other organisms by conjugation is of fundamental 

and applied scientific importance. Conjugative transfer of DNA is extensively applied in 

biotechnology for the creation of genetically modified plants using Agrobacterium tumefaciens and 

for the transient expression of proteins for vaccine production (1-3). Simultaneously, bacterial 

DNA conjugation has significant health implications as plasmid transfer is a major factor 

contributing to the spread of antibiotic resistance genes (4, 5). Conjugation is mediated by type IV 

secretion systems (T4SS) that comprise 12 proteins (VirB1 to VirB11 and VirD4) in the 

archetypical model from A. tumefaciens (6-8). The T4SS assembles in the bacterial cell envelope 

and forms a transmembrane complex and surface-exposed pili in Gram-negative bacteria (9-11). 

This translocation machinery is highly adaptable to different substrates and it has the capacity to 

translocate DNA as well as protein substrates across the cell envelope, e.g., single-stranded DNA 

molecule linked to VirD2 as well as VirE2 in the case of A. tumefaciens. The T4SS-determined 

pilus from A. tumefaciens (T-pilus) comprises the main component VirB2 along its entire length 

and the minor component VirB5 that localizes at the pilus tip (12-14). This primary organization 

is shared by many T4SS such as the conjugative pili from the IncN plasmid pKM101 (major 

component TraM, minor component TraC) and even the distantly related T4SS from the human 

pathogen Helicobacter pylori, which carries a tip-localized VirB5 homolog (CagL) (15-17). In 

contrast, T4SS-determined pili from more distantly related conjugation systems such as plasmids 

RP4 and F are not known to contain minor components at the pilus tips, but their overall structure 

is conserved and their main components are homologs of VirB2 (18-20). Although bacterial 

conjugation has been known for more than 70 years, we are still uncertain whether the T4SS’s 

substrates (single-stranded DNA and proteins) are actually translocated through the elongated pilus 

(18, 21-23). Alternatively, this extracellular structure may mediate donor-recipient cell interaction, 

e.g., via VirB5-homologous tip proteins, followed by pilus retraction, cell fusion and DNA transfer 

(24, 25).  

VirB2 homologs are relatively small proteins comprising 100 to 140 amino acids that often 

contain long signal peptides. Following their enzymatic processing, the mature 60 to 80 amino 

acids long pilins are predicted to remain anchored to the inner membrane by two transmembrane 
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helices (20, 26). The biochemistry of the main pilus components VirB2 from A. tumefaciens and 

of its homolog TrbC from the RP4 plasmid has been well characterized and previous data suggested 

that both undergo specific processing reactions leading to the formation of cyclic peptides (20, 27). 

However, the cryo-electron microscopy (cryo-EM) analyses of the F-like pilus from the pED208 

plasmid and the IncFIIK pilus from the pKpQIL plasmid structures that were previously 

determined at 3.6Å and 3.9Å, respectively, do not provide any evidence for cyclic peptides (28, 

29). Interestingly, their structural analysis revealed the presence of phosphatidylglycerol lipids that 

were present in a 1:1 stoichiometry in relation to the VirB2-homologous pilin TraA in F-pili. 

Amino acids from TraA that are exposed to the pilus lumen are overall positively charged, but the 

presence of phosphatidylglycerol reverses the electrostatic potential to create a negatively charged 

environment (28, 29). The discovery of these phospholipids may impact pilus function since 

negatively charged DNA may be transferred through the lumen of the pilus during the conjugation 

process.  

Here, we present the cryo-EM analysis of the A. tumefaciens T-pilus and the pKM101 N-

pilus at 3.2 and 3Å resolution. Analysis of these structures did not provide evidence for the presence 

of cyclic peptides, and instead, the T-pilus may contain a novel protein modification at a Cys 

residue. Intriguingly, we showed that the T-pilus contains the positively charged lipid 

phosphatidylcholine conferring an overall positive charge to its lumen, whereas the N-pilus 

contains phosphatidylglycerol. This finding has implications for the passage of substrates across 

the T-pilus and mutagenesis of positively charged Arg91 of VirB2 demonstrates that its charge is 

of functional importance. 
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Material and Methods 

 

Bacterial strains and culture conditions 

 

A. tumefaciens strain C58 was cultivated on AB minimal medium in the presence of 200 µM of the 

plant metabolite acetosyringone for virulence gene induction (13, 30) at 20ºC. E. coli strain BL21 

carrying pKM101 plasmid was cultivated on LB agar with 100 µg/ml ampicillin for plasmid 

maintenance at 37ºC (12, 14). For large-scale purification, bacteria were cultivated on up to 80 agar 

plates of 15 cm diameter. 

 

Tumor formation by A. tumefaciens 

 

The wild-type strain C58 and its virB2 deletion variant CB1002 (31) complemented with plasmids 

expressing VirB2 or mutant derivatives were applied to wounded leaves of the plant Kalanchoë 

diagremontiana, followed by scoring of tumor formation 2-3 weeks after infection (13). 

 

Site-directed mutagenesis. 

 

The gene encoding VirB2 was mutagenized using QuikChange mutagenesis to change amino acid 

91 from Arg to Ala, Glu and Lys and the mutant proteins were expressed in strain CB1002 from 

plasmid pTrc200 as described (31).  

 

Expression of VirB proteins and identification of pilins 
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The levels of VirB proteins (VirB2, VirB5 and VirB8) were analyzed after the separation of 

samples by SDS-PAGE on 15% Tricine gels (32) and western blotting with specific antibodies as 

described (13, 14, 33). VirB2 and TraM were identified by silver staining of SDS gels, excised 

from the gel, followed by proteomics analysis (proteolytic digestion followed by LC-MS/MS) in 

the institutional service facility at the Institut de recherche en immunologie et cancérologie (IRIC) 

at Université de Montréal.  

 

Isolation of pili 

 

The cells were gently scraped off agar plates into 10 mM Na phosphate buffer (pH 5.3) and 

collected by centrifugation at 15,000xg. Pili were released from the cells by passing the bacterial 

suspension through a hypodermic needle (25 gauge) five times. Next, the cells were removed by 

centrifugation at 15,000×g, and the supernatant was subjected to centrifugation at 150,000xg to 

collect the pili fraction. Crude pili (contaminated with bacterial debris and membrane vesicles) 

were resuspended in 10 mM Tris buffer (pH 7.5, 100 mM NaCl) and 0.5% sodium deoxycholate 

and further fractionated by velocity sedimentation in a 20-70% linear sucrose gradient at 

150,000xg. Fractions containing pili were identified by SDS-PAGE and Western blotting with 

VirB2- and VirB5-specific antibodies and silver staining, pooled, diluted, and concentrated by 

centrifugation at 150,000xg to remove the sucrose. Pili were then resuspended in 100 µl of 10 mM 

Tris buffer (pH 7.5, 100 mM NaCl) followed by visualization by electron microscopy.  

 

Electron microscopy 

 

For screening of sample quality, 300 mesh copper grids with standard pure carbon film (5 

nm) were negatively glow-discharged, and samples were spotted onto the grids and side blotted 

using Whatman filter paper, followed by staining with 0.75% uranyl formate solution, side blotting 

and drying at room temperature. The samples were imaged using an FEI Tecnai T12 120 kV TEM 
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(equipped with Gatan 2K AMT and FEI Eagle 4K cameras) in the Université de Montréal EM 

facility.  

Cryo-EM grid preparation was performed using a Vitrobot Mark IV at 4°C and 100% 

humidity to blot and plunge freeze grids in liquid ethane. For the T-pili, 3 µL of the sample was 

repeatedly applied and manually blotted three times onto 300 mesh R1.2/R1.3 C-flat Holey carbon 

grids (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) using the multiple blotting technique 

prior to the Vitrobot step to increase the concentration of pili (34). For the N-pili, the same method 

as for the T-pili was used, except that C-flat grids were modified to further increase pilus 

concentration by sputtering 2 nm gold nanoparticles on one side and adding graphene oxide on the 

other side. The sample was applied on the gold-coated side of the grids before blotting. 

Data from vitrified grids were collected by the FEI Titan Krios 300 kV Cryo-STEM 

equipped with Gatan GIF BioQuantum LS and Gatan K3 Direct Detection camera at the Facility 

for Electron Microscopy (FEMR) at McGill University. The data were acquired using SerialEM 

(35) using beam shift with a pattern of 4 holes per movement and 4 movies per hole at 81,000 times 

magnification and a pixel size of 1.09 Å. The defocus ranged between 0.5 µm to 3.0 µm and movies 

consisted of 40 frames with a total of 40 e/ Å2. A total of 4,224 and 3,744 movies were collected 

for T-pili and N-pili, respectively. 

 

Single particle electron microscopy data analysis. 

 

Data were processed using CryoSPARC (36). After importing raw movies, patch motion 

correction, and estimating the contrast transfer function (CTF), particles were manually picked 

from a subset of the data, extracted and classified for template-based autopicking. Best 

representative classes were used as templates for filament tracer with a separation distance of 14Å 

for both T-pili and N-pili. After particle extraction, 2D classification and selection of best classes, 

123,100 particles for T-pili and 26,932 particles for N-pili at 256 x 256 box size were selected. 

Initial volumes without symmetry imposed were constructed using a cylinder as a reference. Using 

these initial volumes, the helical rise and twist were determined to be 13.832Å and 32.579 degrees 

for T-pili and 13.839Å and 32.578 degrees for N-pili with 5-start helices configuration. After 
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iterative helical refinement, local and global CTF refinement and symmetry expansion (615,500 

particles for T-pili, 134,660 particles for N-pili) were conducted, leading to maps that were refined 

at 3.2 Å and 3Å for the T- and N-pili, respectively. Initial models were generated automatically 

using map_to_model job Phenix function (37), then manually fixed in COOT (38) and real space 

refined using Phenix (37). The pilus assembly was symmetrized using ChimeraX. Visualization 

was done with Chimera and ChimeraX (39, 40). 

For the 3D classification of the T-pili, we first created a mask containing only one lipid and 

four surrounding VirB2 molecules. Then, we created four references: (1) with full lipid density; 

(2) with no lipid density; (3-4) with either one of the lipid’s fatty acid tails using the Volume Eraser 

function of Chimera. For the 3D classification using CryoSPARC, we classified the symmetry 

expanded particles using “input” mode with four initial references within the mask of one 

asymmetric unit above to perform a supervised classification to see whether we can extract the 

heterogeneity of lipids in our data. The distributions of the four classes are 50%, 21%, 12% and 

17%, respectively. This indicates that the initial references did not bias the classification. In 

addition, this distribution is consistent with the heterogeneous nature of the lipid composition 

revealed by the lipidomic analysis. To further remove the initial model bias, we refined each class 

with the reference containing the full lipid density. As the resulting cryo-EM map of each class 

always shows the correct lipid density as indicated in the 3D classification, we conclude that our 

observation of lipid heterogeneity origin is not a result of any input model’s bias. 

 

Pilus inner and outer diameter measurements 

 

We first identified the innermost or outermost residues located on the pili (Arg91 and Gly121 for 

T-pilus, Pro69 and Ser97 for N-pilus, and Asp2 and Thr40 for F-pilus – PDB 5leg). Then, we 

calculated the X and Y coordinate of the center of the pilus by averaging all the X and Y coordinates 

of the CA of the residues for the innermost and outermost residues respectively. The inner and 

outer radii from each residue to the calculated center were calculated and averaged separately. The 

average and standard deviation for the inner radius is 13.22Å ± 0.02 for T-pilus, 12.00Å ± 0.02 for 
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N-pilus and 15.23Å ± 0.07 for T-pilus. The average and standard deviation for the inner radius is 

39.78Å ± 0.02 for T-pilus, 38.81Å ± 0.03 for N-pilus and 43.23Å ± 0.11 for F-pili. 

 

Pilus alignment 

 

We used ChimeraX matchmaker function to align VirB2, TraM and TraA.  

 

Interaction analysis 

 

The interaction analysis between different pilins and between pilins and phospholipid was done by 

PDB sum (41). The interactions between lipid and pilin were visualized with LigPlot+ (42). The 

surface charges of T-pilus, N-pilus and F-pilus were calculated using ChimeraX. 

 

Lipidomics analysis 

 

Lipids from pilus samples and bacterial membrane fractions were processed using the liquid 

chromatography quadrupole time of flight mass spectrometry (LC-QTOF / MS-MS) pipeline at the 

Montreal Heart Institute as previously described (43). Briefly, pilus samples and bacterial 

membrane fractions (in 100 µl) were processed after spiking samples with the following six lipid 

standards: LPC 13:0, PC14:0/14:0, PC 19:0/19:0, PE17:0/17:0, PS12:0/12:0 and PG15:0/15:0. 

Lipids were extracted into a methyl tert-butyl ether (MTBE/methanol/ H20) mixture, followed by 

further extraction with ethyl acetate, drying under vacuum, and solubilization in 

methanol/chloroform by vortexing and sonication. The samples (2µl for pili and 1µl for bacterial 

membrane fractions) were injected into a 1290 Infinity HPLC coupled to a 6550 accurate mass 

QTOF MS system (Agilent) equipped with a dual electrospray ionization (ESI) source (Agilent) 

and analyzed in positive scan mode. Lipids were eluted using a Zorbax Eclipse plus C18 reverse-

phase column (2.1 x 100 mm, particle size 1.8µm, Agilent) over 83 min at 40ºC using a gradient 
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of solvent A (0.2% formic acid and 10 mM ammonium formate in water) and B (0.2% formic acid 

and 5 mM ammonium formate in methanol/acetonitrile/MTBE, 55:35:10 (v/v/v)). MS data 

processing was achieved using Mass Hunter Qualitative Analysis software package (version B.06, 

Agilent). Finally, lipid annotation, including FA side chains, was achieved by alignment with our 

in-house database containing more than 500 lipids which have been previously identified in human 

plasma by MS-MS analysis for which spectra were manually interpreted, similar to Godzien et al. 

(44).  

 

Results 

 

Purification of Agrobacterium T-pili and pKM101 N-pili. 

 

While the F-like pili can be purified from bacteria cultivated in liquid cultures (28, 29), T-pili and 

N-pili can be radially detached from their bacterial cells. Accordingly, therefore both the T-pili and 

N-pili were purified from bacteria grown on semi-solid media. To this effect, A. tumefaciens wild-

type strain C58 was cultivated on minimal medium agar plates in the presence of the plant 

metabolite acetosyringone to induce expression of the virB genes (13, 14). In contrast, the tra genes 

encoding the pKM101 T4SS are constitutively expressed at a low level (15) and for pili isolation, 

we cultivated Escherichia coli strain BL21 carrying the plasmid on LB agar plates. The pili were 

purified by shearing concentrated bacteria samples through hypodermic needles, differential 

centrifugation to separate the cells, ultracentrifugation to enrich the pili and finally, sucrose 

gradient sedimentation (Fig. 1). In the case of A. tumefaciens, the different purification steps were 

monitored by Western blotting with VirB2- and VirB5-specific antisera and silver staining 

revealing increasing purity and mass spectrometry confirmed the presence of VirB2 in the purified 

samples (Fig. 1A and supplementary Fig. 1). Surprisingly, the signal for the tip-localized VirB5 

was lost after the initial purification steps, indicating that the tip protein may be easily broken off 

and/or detached by the addition of sodium desoxycholate required for optimal purification of the 

sample. IncN pili were purified from E. coli using the same procedure, but due to the lower 

expression of these pili, the final sample was not as pure as the T-pili sample. Since we have no 
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specific antisera developed against the main pilus component TraM, the purification was monitored 

by silver staining and the identity of the pilin in the final sample was confirmed by mass 

spectrometry (Fig. 1B and supplementary Fig. 1). The purified pili were next analyzed by negative 

staining and transmission electron microscopy (TEM), showing the presence of ~10 nm diameter 

T-pili (Fig. 1C) as well as ~10 nm diameter N-pili (Fig. 1D).  

 

Cryo-EM analysis reveals that T-pili and N-pili comprise 5-start helical assemblies  

 

The quality of the samples comprising T- and N-pili was next assessed by cryo-EM on a lower 

resolution 100 kV instrument and whereas their concentrations were not high (2-3 pili per hole for 

the T-pilus and 4-5 pili per hole for N-pili), they readily entered the holes of the EM grids 

(supplementary Fig. 2A, B) enabling subsequent data collection on a 300 kV Titan Krios 

instrument. Data were processed using CryoSPARC, which resulted in 3.2 Å and 3Å resolution 

maps for the T- and N-pili, respectively (supplementary Fig. 2C, D, E). The overall dimensions of 

T-pili (outer diameter of 79.6Å, lumen diameter of 26.4Å; Fig. 2A, B) and N-pili (outer diameter 

of 77.6Å, lumen diameter of 24.0Å; Fig. 2F, G) are similar. The major pilus components VirB2 

(Fig. 2C) and TraM (Fig. 2H) are arranged in 5-start helical assemblies and the helical rise and 

helical twist are comparable (13.863Å and 32.579° for T-pilus; 14.708 Å and 30.235° for N-pilus) 

(Fig. 2E, I). Analysis of the VirB2-VirB2 interactions in the T-pilus and TraM-TraM interactions 

in the N-pilus revealed that each pilin subunit forms extensive interactions with six other subunits 

(areas of interaction interface shown in supplementary Fig. 3A, B, C) primarily via hydrophobic 

interactions (supplementary Fig. 3D, E). The four N-terminal amino acids (Q/S/A/G) of VirB2 

(Fig. 2C) are not modeled due to flexibility. In contradiction with the previous proteomics analysis 

of VirB2 (20), both proteins do not form cyclic peptides. Interestingly, we observed an extended 

electron density on amino acid Cys64 of VirB2 (Fig. 2J) that could not be resolved at the current 

resolution and proteomics analysis did not reveal the identity of the modification either. We did 

not observe a comparable extended density on the corresponding amino acid Gln41 of TraM (Fig. 

2K).  
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The A. tumefaciens T-pilus contains phosphatidylcholine lipids 

 

Lipids are present in a one-to-one stoichiometry to the TraA pilin of the F-pilus (28) and we 

observed similar amounts of phospholipids in the T-pilus (Fig. 3A, B) and the N-pilus 

(supplementary Fig. 4A, B). The electron density of the lipid in the N-pilus is similar to 

phosphatidylglycerol in the F-pilus (Fig. 3C, D), but the lipid in the T-pilus has an extended head 

group that could be modeled to fit phosphatidylcholine (Fig. 3C). To identify this lipid, we 

subjected cell membranes and isolated T-pili to lipidomics analysis revealing the predominant 

presence of diacyl- as well as monoacyl-phosphatidylcholine in the membranes and the isolated T-

pili (Table 1). The phospholipids are deeply embedded in the helical assembly (Fig. 3E, F for T-

pilus and supplementary Fig. 4C for N-pilus), and the acyl groups of each molecule interacts with 

five pilins primarily via hydrophobic interactions (Fig. 3F and supplementary Fig. 4C, E, F). In 

addition, the choline head group is exposed to the lumen of the pilus (Fig. 3B), contributing to its 

overall positive charge (see below). 

 The lipidomic analysis revealed that the lipids we succeeded to annotate in the T-pili are 

heterogeneous and composed primarily of monoacyl- and diacyl-phosphatidylcholine (Table 1), 

which does not reflect in our consensus cryo-EM map. To probe the heterogeneity of lipid in T-

pili, we attempted to perform a 3D classification at the lipid-containing pocket (Fig. 4A-C). Since 

unsupervised classification is not sensitive enough to reveal the small difference in lipid structure, 

we performed a supervised classification based on our knowledge from the lipidomic analysis 

(Materials & Methods). The symmetry expanded particles are classified into four input references 

corresponding to diacyl-phosphatidylcholine, no lipid density and monoacyl-phosphatidyl choline-

like densities by deleting either fatty acid tails from the original diacyl-phosphatidylcholine 

density. The 3D classification revealed the heterogeneous nature of the lipids within the lipid 

pocket. While 50% of the particles contain diacyl-phosphatidylcholine density, 21% do not contain 

any lipid and 29% present monoacyl-phosphatidylcholine-like densities (Fig. 4D). In addition, the 

monoacyl-phosphatidyl choline-like densities in class 3 and 4 look larger than expected, indicating 

a more flexible structure when only monoacyl-phosphatidyl choline is present. 
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Comparative analysis of T-, N-, and F-pili  

 

The availability of two novel and distinct structures of T4SS-determined pili enabled a comparative 

analysis with the pED208-encoded F-pilus (28). The overall dimensions of the three pili are similar 

even if the width and the lumen of the F-pilus (external/internal diameter: 86.5Å / 30.5Å) are larger 

than those of the T- (79.6Å / 26.4Å) and N-pilus (77.6Å / 24.0Å) (Fig. 5A). Despite the low primary 

sequence identities (9-19%) between the main components of the three pili, their overall structures 

and fold are very similar (Fig. 5B-D). The matured and processed version of the main components 

in all three pili; VirB2 (74 amino acids), TraM (70 amino acids) and TraA (64 amino acids), are all 

short proteins that comprise two hydrophobic a-helices and a loop region that is exposed to the 

lumen of the pilus that contains positively charged Arg, Lys or His residues (Fig. 5B). VirB2 and 

TraM are more structurally similar than TraA (Fig. 5C). Despite their structural similarity, the 

pilins contain differently charged phospholipids with distinct conformations (Fig. 5B) that are 

likely to be associated with the primary sequence alternations and may impact their function. 

The F-pilus (28) and the N-pilus (Fig. 5B) contain phosphatidylglycerol and their lumen is 

overall negatively charged (supplementary Fig 6. A-F). In contrast, the lumen of the T-pilus is 

overall positively charged and the presence of the lumen-exposed choline group of the 

phospholipid further increases the positive charge (Fig. 5E). In addition, the outside surfaces of T-

pilus, N-pilus and F-pilus display different charge patterns (supplementary Fig. 6A-C). The T-pilus 

is mostly positively charged while the N-pilus and F-pilus show patches of positive and negative 

charges. 

 

The positive charge of Arg91 is important for the functionality of the A. tumefaciens T-pilus 

 

To assess the importance of positive charges in the lumen of the T-pilus, we changed the lumen-

exposed amino acid Arg91 of VirB2 to Ala (no charge), Glu (negative charge) and Lys (reduced 

positive charge). The VirB2 wild type and mutant proteins were expressed in virB2 deletion strain 

CB1002, followed by virulence gene induction and isolation of T-pili. In parallel, we also infected 
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Kalanchoë diagremontiana plants to assess functional complementation. Whole-cell lysates and 

pilus fractions were analyzed by SDS-PAGE and western blotting with VirB2-specific antiserum 

revealing the presence of the main pilus component in cells and pilus fractions from C58 wild type 

Agrobacterium and CB1002 complemented with VirB2 (Fig. 6A). In contrast, similar to a previous 

report (26) after complementation of CB1002 with the VirB2R91A mutant the protein was neither 

detected in cell lysates nor in pilus fractions. Reduced amounts of the VirB2R91K and of the 

VirB2R91E mutants were detected in cell lysates of complemented CB1002, but these proteins 

were not detected in pilus fractions. Consistent with these observations, only expression of VirB2 

wild-type protein led to functional complementation (tumor formation) after infection of K. 

diagremontiana plants with CB1002 (Fig. 6B), underlining the importance of positively charged 

amino acid Arg91 for pilus assembly and function. 

 

Discussion 

 

The discovery of abundant amounts of lipids in the F-pilus was a groundbreaking discovery 

changing the way we contemplate the biology of this cellular appendix. Since its discovery more 

than 70 years ago, it has been suspected that DNA may be transferred between cells through an 

extended pilus (45). However, there is still no direct evidence for this hypothesis. According to an 

alternative model, the pilus may primarily mediate cell-cell contact formation, followed by DNA 

transfer between closely juxtaposed donor and recipient cells as observed by EM (22, 23) and 

fluorescence microscopy (24, 25). The present study does not directly address this substrate transfer 

question but rather supplements the growing body of evidence indicating a significant amount of 

phospholipid presence in T4SS-determined pili (28, 29). Considering that phospholipids are 

present in a one-to-one stoichiometry of the pilins, the pilus could be considered as an extension 

of the bacterial membrane that contributes to cell-cell fusion, followed by the translocation of DNA 

and other substrates across the T4SS that may or may not include a shortened pilus channel during 

the transfer process.  

The contribution of the lipids to pilus function is still unclear and in previous publications, 

it was speculated that their negative charge contributing to a negatively charged lumen of the pilus 

may repel negatively charged DNA and thereby contribute to its transfer (28, 29). This hypothesis 
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was based on the presence of phosphatidylglycerol in F-like pili and this lipid is likely also present 

in the N-pili described in this work. However, the T-pili from A. tumefaciens contains 

phosphatidylcholine and its lumen is overall positively charged, which is not consistent with a 

model implying that DNA is being repelled by the negatively charged lumen of the pilus. We 

mutated Arg91, which is also exposed to the lumen of the pilus, to test the importance of positive 

charges, and surprisingly, all the changes (Arg91 to Ala, Glu or Lys) reduced the stability of the 

pilin in the cell and abrogated pilus formation. In contrast, the change of Arg94 (Arg39 of the 

processed pilin) to Glu did not impact pilus assembly and conjugation of pED208, but it negatively 

affected phage infection contributing to the notion that the assembled pilus may serve as a conduit 

for naked DNA (28). Arg94 is not conserved in other F-like pili, but some changes of closely 

juxtaposed Lys residues that are probably exposed to the lumen of these pili reduced phage 

infection and conjugation efficiency, but not pilus assembly (46). These results demonstrate that 

Arg91 and its charge are crucial for VirB2 pilin stability and function, which is quite distinct from 

the effects of similar changes in F-pili. It will be interesting to assess in the future whether this 

difference is due to the difference in lipid content (phosphatidylglycerol vs. phosphatidylcholine) 

and whether the incorporation of these lipids is specific or a diffusion-mediated process driven by 

the composition of the bacterial membrane.  

The discovery of cyclic pilins in VirB2 and its homolog TraC from the RP4 plasmid were 

intriguing and we have no straightforward explanation for the difference in our results obtained by 

cryo-EM from previous proteomics-based approaches. Purified A. tumefaciens and RP4 pilins were 

digested with proteases, followed by sequencing and the absolute molecular mass of the processed 

pilin lacked 18 Da, which was attributed to the formation of an N- to C-terminal peptide bond (20, 

27). We did not observe densities for the N-terminal amino acids in VirB2 (QSAG), but due to the 

distance between the terminal amino acids, it was not possible to model these into a cyclic structure. 

Nevertheless, our results are consistent with the results of cryo-EM analyses of F-like pili and 

cyclic versions of the TraA pilins were not observed in both cases (28, 29). The additional density 

observed on Cys64 of VirB2 may be key to explaining this discrepancy. In principle, this amino 

acid could form a thioether link with Ser111, thereby forming a cyclic structure and this possibility 

would be consistent with the results of previous studies (20, 27). However, Cys64 is not essential 

and changes of this amino acid to Ser of Ala only slightly reduced bacterial virulence at elevated 
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temperatures (26, 47). Therefore, cyclisation may not be essential for the assembly and function of 

T4SS-determined pili.  

Pioneering work has been published on F-pili that are actually are quite distinct from T-pili 

and N-pili described here (28, 29). Similarly, there are large differences in the protein composition 

of the T4SS that are much for complex in the case of F-pili (48). F-like pili are often N-terminally 

acetylated, but this modification is not required for pilus function (46). In contrast, the tip-localized 

VirB5/TraC proteins are essential components of the Agrobacterium and pKM101 secretion 

systems and they are believed to be involved in contact formation with host cells. In addition, the 

width and lumen of F-pili are significantly wider than that of T- and N-pili and amino acid changes 

in the lumen have very different effects on pilus function. Finally, the phospholipids in the T-pili 

confer a positive charge to the lumen of the pilus and our results suggest the presence of di-

acetylated as well as mono-acetylated entities. These differences suggest that there may be 

significant functional differences between F-like and T-/N-like pili that warrant future studies 

aimed at elucidating the molecular details of the mechanisms of these fascinating and adaptable 

macromolecular conduits. 
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Tables 

 

Table 1. Lipidomics analysis of purified T-pili and membranes. 

 

Mass spectrometry analysis of the lipids extracted from the T-pilus and A. tumefaciens membranes. 

(A) Comparison of identified lipid entities extracted from the T-pilus, and membranes from 

acetosyringone- induced (AS) and non-induced A. tumefaciens (n = 1). (B) Normalized area under 

the curve (AUC) values of specifically identified lipids extracted from the T-pilus, reflecting the 

signal intensity and relative abundance of each lipid (n = 3) that were annotated using the in-house 

database previously validated by MS/MS analysis. 

FA: fatty acid, LPC: monoacylglycerophosphocholine, PC: diacylglycerophosphocholine, LPE: 

monoacylglyceroethanolamine, PE: diacylglyceroethanolamine, CE: steryl ester, DG: 

diacylglycerol, TG: triacylglycerol 

 

A 

 

 

 

 

 

Sample Numbers of entities 
 

FA LPC PC LPE PE CE DG TG 

membranes -

AS 

2 9 28 2 4 1 6 2 

membranes 

+AS 

2 9 28 2 3 1 6 2 

T-pili 2 7 7 0 1 0 4 2 
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B 

 

Lipid ID AUC* 

Sample #1 Sample #2 Sample #3 

LPC14:0-b [M+H]+ 1123427 2011779 2210257 

LPC19:0-a [M+H]+ 495260 373694 456915 

LPC19:0-b [M+H]+ 455270 385926 361127 

PC(36:0) [M+H]+ 460600 375440 312769 

PC(19:1_18:1) [M+H]+ 96520 146187 758474 

DG(16:0/18:0) [M+NH4]+ 304168 304968 379923 

PC(40:0) [M+H]+ 345379 248781 224882 

LPC13:0-a [M+H]+ 179411 165675 175034 

PC(18:1_18:1) [M+H]+ 52837 131464 295057 

DG(18:0/18:0) [M-H2O]+ 110696 182762 166442 

DG(16:0/18:0) [M-H2O]+ 129231 104838 153003 
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Figures and Legends 

 

Figure 1. Purification of T-pili from A. tumefaciens and of pKM101 N-pili.  

(A) Purification of T pili through successive steps of sodium deoxycholate treatment and sucrose 

density gradient centrifugation as described in materials and methods. Samples were resolved by 

tricine-SDS-PAGE and analyzed by silver staining (top panel) and western blotting using VirB2 

(middle panel) or VirB5 (lower panel) specific antiserum. (1) Crude extracted pili containing 

flagella, membrane vesicles and membrane debris, (2-5) crude pili after treatment 3 times with 

0.5% sodium deoxycholate to remove contaminants. (F1 to F9) Fractions from the top of the 20-

70% sucrose gradient. (WM) weight marker. The numbers on the left indicate the molecular weight 

in kDa. Arrows indicate VirB2. Asterisk indicates a contaminant, probably the major outer 

membrane lipoprotein, removed by the sodium deoxycholate detergent. VirB2 identity confirmed 

by mass spectrometry analysis. (B) Tricine-SDS-PAGE and silver staining of 18 fractions from the 

top of the 20-70% sucrose gradient of crude extracted N-pili. Fractions were analyzed by electron 

microscopy and N-pili were detected abundantly in fractions 4 to 9, which were then pooled and 

concentrated. Arrow’s head indicates TraM. Asterisk indicates the major outer membrane 

lipoprotein LPP. The identities of TraM and LPP were revealed by mass spectrometry analysis. T-

pili (C) and N-pili (D) visualized by electron microscopy. Scale bar 400 nm. Arrows indicate pili.   

 

Figure 2. Cryo-EM maps of T-pili and N-pili.  

Cryo-EM map of T-pilus (A) and N-pilus (F) showing the 5-start helix indicated by different colors. 

Cross-section of the T-pilus (B) and N-pilus (G) showing the measured inner and outer diameters. 

The density and models of a single unit of VirB2 (C) and TraM (H). (D) A cartoon showing a 

complete repeating unit and the naming system of the T-pilus with 5 strands (Strand #1-5) and each 

strand consists of 11 pilins (P1 to P11). A single twist of 11 units from T-pilus (E) and N-pilus (I). 

(J) Cys64 of T-pilin showing a bulky density (noted with asterisk *) does not correspond to the 

cysteine side chain, which might correspond to a novel modification. (K) The Gln41 of TraM does 

not show a similar additional density as Cys64. 
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Figure 3. T-pili contain phospholipids. 

(A) T-pili contain phospholipids in a stoichiometry of 1:1 with VirB2. Diacyl-phosphatidylcholine 

was modelled into the density. The arrow indicates the view of the phosphatidylcholine in (C). (B) 

Arrangement of VirB2 pilin and phosphatidylcholine in a single helical strand. (C) The 

phosphatidylcholine inside its corresponding density inside the T-pilus. (D) The 

phosphatidylglycerol inside its corresponding density inside the N-pilus. (E) Schematic cartoon of 

the T-pilus pilin arrangement showing an interaction unit of nine pilins from three adjacent helical 

strands. Sm denotes Strand #m; Pn denotes Pilin #n within a strand. (F) Interaction of VirB2 pilin 

and phosphatidylcholine within a nine-pilin unit shown in (E). The small cartoon showing the view 

in (F) indicated by the black arrow. 

 

Figure 4. 3D classification reveals heterogeneous lipid densities in the T-pili.  

(A) The consensus T-pili 3D map showing the region subjected to focused 3D classification. (B) 

The focused classified region contains 1 lipid molecule and 4 VirB2 molecules. (C) Highlight of 

the lipid pocket (cyan) where the lipid molecule is located in the focused classified region. (D) 

Zooming into the lipid pocket of 4 classes from 3D classification. Class 1 shows a 

phosphatidylcholine density. Class 2 shows no lipid density. Class 3 and 4 show lipid density in 

only the left leg or right leg, respectively; this likely to corresponds to LPC as detected by 

lipidomics analysis. The thresholds used for all 4 classes are calibrated to make the VirB2 density 

the same. Therefore, the large densities in the lipid pockets demonstrate that the lipids in Class 3 

and 4 are more flexible than that of Class 1. 

 

Figure 5. Comparative analysis of T-, N- and F-pili.  

(A) The F-pilus has a significantly larger lumen diameter (30.5Å) than the T-pilus (26.4Å) and N-

pilus (24Å). (B) Overlay of VirB2 (T-pilus), TraM (N-pilus) and TraA (F-pilus) using ChimeraX 

matchmaker function. The positive residues Arg91 (VirB2), His66 (TraM), Arg39 and Lys41 

(TraA), which point into the pilus lumen are shown. The overlay of the lipids of VirB2, TraM and 

TraA indicates that the lipid position can be flexible relative to the pilin. (C) Side view & top view 

of TraM, TraA and VirB2 indicate that VirB2 and TraM are more structurally conserved than TraA. 

(D) The alignment of pilin sequences was generated with MegAlign Pro Software, version 17.2 

(DNA Star). (E) The surface charge of the lumen of T-pilus (calculated without the 
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phosphatidylcholines) showing Arg91 pointing toward the lumen and contribute significantly to 

the positive charge of the lumen. 

 

Figure 6. Effects of changes of VirB2 amino acid Arg91. 

(A) SDS-PAGE and western blotting of cell lysates and isolated pilus fractions with VirB2-specific 

antisera in C58, CB2 and complemented strains with R91A, R91K and R91E mutants. (B) Tumor 

formation test after infection of K. diagremontiana plant. C58: wild type; AS: acetosyringone for 

induction of virulence genes; CB2: CB1002, virB2 deletion strain; CB2-B2: CB1002 strain 

complemented with VirB2; CB2-B2R91A, CB2-B2R91K, CB2-B2R91E: CB1002 strains 

complemented with R91A, R91K and R91E mutant VirB2, respectively. 
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Supplementary data 

 

Supplementary table 1. Strains, plasmids and oligonucleotides used for mutagenesis of 

VirB2. 

 

Strains or plasmids Genotype/description Source or 

reference 

E. coli strains 

XL1-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 

A. tumefaciens strains 

C58 Wild type, pTiC58 (49) 

CB1002 pTiC58 carrying in-frame deletion of 

virB2 

(50) 

CB1005 pTiC58 carrying in-frame deletion of 

virB5 

(50) 

Plasmids  

pTrc200 Strr, Spcr, pVS1 derivative, LacIq, trc 

promoter expression vector 

(50) 

pTrcB2a pTrc200, virB2a PCR fragment cloned 

downstream of the trc promoter of 

pTrc200 

(50) 

pTrcB2a_R91A pTrc200VirB2a modified to encode 

VirB2a with amino acid change R91A 

This work 

pTrcB2a_R91E pTrc200VirB2a modified to encode 

VirB2a with amino acid change R91E 

This work 
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pTrcB2a_R91K pTrc200VirB2a modified to encode 

VirB2a with amino acid change R91K 

This work 

PCR Primers 

Primer name Sequence (5’to 3’)  

 

R91A forward CCG AGT GAA GCG GCA CCG AAC ATC CAG GAG 

AT 

R91A reverse ATC TCC TGG ATG TTC GGT GCC GCT TCA CTC 

GG 

R91K forward ACG AGA CCG AGT GAA GCC TTA CCG AAC ATC 

CAG GAG ATT C 

R91K reverse GAA TCT CCT GGA TGT TCG GTA AGG CTT CAC 

TCG GTC TCG T 

R91E forward CGA GAC CGA GTG AAG CCT CAC CGA ACA TCC 

AGG AGA TT 

R91E reverse AAT CTC CTG GAT GTT CGG TGA GGC TTC ACT 

CGG TCT CG 

 

 

Supplementary Figure 1.  Identification of VirB2 and TraM by mass spectrometry (MS).  

(A) MS analysis of the ~10 kDa protein excised from tricine-SDS-PAGE of concentrated T-pilus 

and N-pilus samples as shown in Fig. 1A and Fig. 1B (B) Identified peptides highlighted in yellow. 

 

Supplementary Figure 2.  Examples of low-resolution electron micrographs of T-pilus (A) 

and N-pilus (B). The scale bar represents 200 nm. The difference in the appearance of the 

micrograph in the N-pilus case is due to the gold coating and graphene oxide layer on the grid. 

Examples of 2D class averages from T-pilus (C) and N-pilus (D). (E) The workflow for our data 

analysis of T-pilus using CryoSPARC. N-pilus is analyzed similarly, except the fact that we used 

the helical parameters from T-pilus for N-pilus analysis right away. 
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Supplementary Figure 3. Intermolecular interactions between the different units of VirB2. 

(A) Schematic cartoon of the T-pilus pilin arrangement showing an interaction unit of nine pilins 

from three adjacent helical strands. (B) The interaction interface area between other units of VirB2 

of T-pilus with the central unit SmPn analyzed by PDBsum. The view of the model in (B) is the 

same as the model in (A). (C) The interaction interface area between other units of TraM of N-

pilus with the central unit SmPn analyzed by PDBsum. (D, E) The interaction between VirB2 unit 

n and n-1 analyzed by PDBsum.  

 

Supplementary Figure 4. Interactions between phospholipid and pilins. 

 A) Like T-pili (Fig. 3), N-pili contain phospholipid with a stoichiometry of 1:1 with TraM. 

Arrangement of TraM pilin and lipid in a single helical strand in two different views (A) and (B). 

(C) Interaction of TraM pilin and phospholipids within a nine-pilin unit similar to Fig. 4D. The 

small cartoon showing the view in (C) indicated by the black arrow. (D) Overlay of VirB2 and 

TraM shows that the phospholipid conformation relative to the pilin are significantly different 

despite the good alignment between VirB2 and TraM. (E) The interactions between 

phosphatidylcholine and VirB2 within the T-pilus analyzed by PDBsum. (F) The interactions 

between phosphatidylglycerol and TraM within the N-pilus. 

 

Supplementary Figure 5. The classification scheme for Lipid Density in one asymmetric unit. 

(A) The consensus T-pilus 3D reconstruction from 615,500 symmetry expanded particles with the 

classification mask. (B) The classification mask is overlaid with the corresponding model. The 

classification mask was designed to cover a single lipid and four surrounding VirB2 molecules. (C) 

Classification of the symmetry expanded particles into four classes using supervised classification 

from Cryosparc. The four classes show similar VirB2 density but distinct lipid densities. To avoid 

model bias, particles of each class were refined with the consensus map. Despite using the 

consensus map as the model, the resulting maps show clear different lipid densities in the lipid 

pocket of the asymmetric unit. 
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Supplementary Figure 6. The surface charge analysis of T-pilus, N-pilus and F-pilus. 

Surface charge analysis of pili only indicates a significant variation in surface charges outside and 

inside the channel among three types of T4SS pili. (A) Surface charge of the outside of T-pilus 

(left panel) and inside the lumen by hiding pilins at the front (right side). Surface charges of N-

pilus and F-pilus (PDB 5leg) are shown in (B) and (C). The surface charges of the T-pilus (D), N-

pilus (E) and F-pilus (F) from top view, looking down the lumen as indicated by the black arrow 

in (A). 
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Chapitre 3 – Article 2 

 

Sous contraint du temps imparti à cette thèse et pour pouvoir obtenir le maximum de résultats, 

les études réalisées dans cet article ont été menées en parallèle de celles sur les pili T et N. Ce 

projet n’est pas donc en continuité avec le précédent et ces travaux ont été réalisés en même 

temps que le premier article. Dans cet article nous étudions le composant mineur du pilus, la 

protéine TraC codée par le plasmide conjugatif pKM101. Le but de ce papier étant d’obtenir des 

informations sur la localisation cellulaire de TraC et son rôle durant la conjugaison et l’infection 

par les phages Ike et PRDI. Cet article a été déposé sur le site web Biorxiv 

(doi.org/10.1101/2022.07.29.501992) et il sera prochainement soumis à un journal scientifique 

spécialisé. Pour ce papier je suis premier auteur, j’ai réalisé toutes les expériences et analysé les 

résultats obtenus, avec la contribution du Dr. Nicolas Stifani et du Dr. Normand Cyr du 

département de biochimie et médecine moléculaire à l’université de Montréal. J’ai également 

écrit le manuscrit. Le Dr. Christian Baron a discuté et conçu les expériences et a participé à 

l’écriture du manuscrit. 
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Abstract 

 

Gram-negative bacteria use membrane-bound type IV secretion systems to assemble pili on the 

cell surface, followed by cell-cell contact with recipient cells and transfer of plasmid DNA. The 

process at the cell-cell contact stage of conjugative DNA transfer is not well understood. We here 

present a biochemical and genetic characterization of the TraC protein that is a minor component 

of the pili determined by the IncN plasmid pKM101 from Escherichia coli. The cellular and 

secreted forms of TraC are monomers, TraC preferentially localizes at the cell poles and it is also 

detected in extracellular membrane vesicles. Purified TraC does not impact the infection with 

bacteriophages, but we detect binding of TraC to recipient cells and partial complementation of a 

traC deletion strain by the addition of purified TraC. These results suggest that the protein 

contributes to conjugation at the cell-cell contact stage. 
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Introduction 

 

Type IV secretion systems (T4SSs) are transmembrane nanomachines present in Gram-negative 

and Gram-positive bacteria (1). T4SSs mediate bacterial plasmid transfer by conjugation, and they 

are responsible for effector protein secretion and pathogenicity in many pathogens of humans, 

animals and plants (2, 3). T4SSs are a diverse group of protein complexes, and their most conserved 

form in Gram-negative bacteria is composed of 12 proteins that form a transmembrane channel and 

an extracellular appendage, called the pilus (4). Based on sequence similarities the 12 subunit 

proteins are homologs of VirB1-11 and VirD4 based on the most studied T4SS of the plant 

pathogen Agrobacterium tumefaciens (5). During conjugation genetic material will be transferred 

from a donor to a recipient cell and this process requires cell-to-cell contact and possibly a 

membrane fusion event (6, 7). The transfer of genetic material enables bacteria to adapt to changing 

environmental conditions including exposure to antibiotics. The transfer for antibiotic resistance 

genes represents a global threat for public health (8-10).  

The general architecture of T4SS is well documented. They comprise an outer membrane 

core complex and an inner membrane complex that are connected by a stalk forming the 

translocation channel (4, 11-13). The cell surface-exposed pilus comprises the major pilin VirB2 

and the minor pilus tip protein VirB5 that is believed to be involved in the recognition and adhesion 

to recipient bacteria during conjugation (14-18). T4SS also represent the receptor for certain 

bacteriophages specific to bacteria expressing conjugative plasmids (19-22). VirB5 proteins are 

exposed on the surface and at the tips of pili and they may be adhesins that contact recipient cells. 

However, there is little direct evidence to support this notion except in case of the VirB5-

homologous CagL protein from the human pathogen H. pylori, that binds to and activates integrin 

α5β1 receptors on gastric epithelial cells (15, 16, 23-25). The VirB5-like protein TraC from the 

conjugative plasmid pKM101 from Escherichia coli is translocated to the periplasm, followed by 

cleavage of its signal peptide before being routed to the cell surface using a mechanism probably 

involving the Bam proteins (23, 26, 27). TraC is a minor component of the T4SS-determined pilus 

and it is also secreted into the extracellular medium as a soluble protein in E. coli (26).  

To understand the mechanistic contribution of TraC to conjugation we purified and 

characterized the cellular and secreted forms and found that the protein is a monomer in both 
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locations. Analysis of the subcellular localization of TraC by immunofluorescence showed that it 

localizes at the poles and at the cell perimeter. TraC is also detected in outer membrane vesicles 

purified from the culture supernatant. Extracellular TraC does not impact phage infection, but it 

binds to recipient cells and partly restores conjugation of a DtraC mutant pKM101 suggesting that 

it plays a role at the cell-cell contact stage of the conjugation process. 

 

Results  

 

Expression and purification of TraC from different subcellular localizations 

 

 

To study TraC and its interactions with other proteins in different subcellular localisations, we 

overexpressed and purified a C-terminally Strep-tagged version (TraCStrep) from E. coli in the 

presence or absence of pKM101. TraCStrep was expressed from plasmid pTrc200 and 

complementation of pKM101DtraC1134 carrying a non-polar transposon insertion in the traC gene 

(28) showed that the modified protein was fully functional as measured by plasmid conjugation 

and phage infection assays (suppl. Fig. 1). We isolated TraCStrep from the cell supernatant (SN), 

from the membranes (M) and from the soluble fraction of cell lysates (S), followed by SDS-PAGE, 

silver staining and Western blotting (Fig. 1). In addition to detecting TraCStrep this analysis revealed 

the presence of other proteins that were identified by mass spectrometry. OmpA (~50kDa) was 

detected in the membrane fraction, the lipoprotein LPP (~10 kDa) in the fraction of secreted 

TraCStrep and the biotin carboxyl carrier protein (BCCP) was detected in the soluble fractions (~13 

kDa) (suppl. Fig. 2). We obtained similar results when TraC was purified from E. coli with or 

without pKM101. 

 

TraC is primarily a monomer  
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To further characterize TraCStrep from the different compartments, the fractions from affinity 

purification were pooled and concentrated, followed by size exclusion chromatography over a S75 

column as additional purification step. TraCStrep eluted at the same position from the column (~10.8 

ml) in all cases and it was most concentrated when it was purified from the soluble fraction of cell 

lysates (Fig. 2A and B). Interestingly, the elution profile was identical when the purification was 

conducted from cells with or without pKM101 indicating that TraCStrep does not interact strongly 

with other T4SS components (data not shown). The retention volume corresponds to a molecular 

weight of ~37 kDa, which is larger than the predicted size of the TraC monomer (~24 kDa).  

To characterize the oligomeric state of purified TraCStrep from the SN, M and S fractions, 

we added increasing concentrations of the homo-bifunctional cross-linking agent disuccinimidyl 

suberate (DSS), followed by SDS-PAGE and western blotting. This analysis showed the formation 

of higher molecular mass complexes that may correspond to dimers as well as multimers of TraC 

or to complexes with other proteins (Fig. 2C). The crosslinking patterns of the M and S fractions 

were similar, but we observed a lower amount of higher molecular mass complexes in the SN 

fractions of secreted TraCStrep indicating a lower degree of complex formation. 

To precisely calculate the molecular weight of purified TraCStrep we used SEC-MALS (size 

exclusion chromatography-multi angle light scattering) and this analysis revealed that the protein 

is monodisperse with a molecular mass of 24.3 kDa (Fig. 2D). We conclude that TraC is primarily 

a monomer that may undergo transient interactions with itself (dimerization) or with other proteins 

in the different subcellular compartments.  

 

TraC accumulates at the cell poles  

 

 

Next, we used super resolution microscopy (structured illumination microscopy, SIM) and 

immunofluorescence microscopy to localize TraC in E. coli. To ensure the biological significance 

of our findings we expressed C-terminally Flag-tagged TraC (TraCFlag) in a pKM101DtraC1134 

mutant strain using the tightly controlled pBAD promoter. The level of expression was modulated 

by varying the concentration of the inducer arabinose to correspond to that of the endogenous TraC 

expressed from pKM101 and 10-3 % (66.5 µM arabinose) resulted in comparable levels of 
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expression (suppl.Fig. 3A). We next tested plasmid conjugation (suppl. Fig. 3B) and phage 

infection (suppl. Fig. 3C) showing that TraCFlag is fully functional under these conditions. E. coli 

cells were then permeabilized for the detection of cell-bound TraC with specific antisera and SIM 

localized the protein at the cell perimeter and at the cell poles (Fig. 3A). We observed the same 

polar localization in cells expressing, or not, a functional T4SS. We also incubated the donor cells 

(cells expressing TraCFlag + T4SS) with plasmid-free recipient cells to assess whether there are 

changes of the localization of TraC during conjugation. We did not detect any difference in the 

TraC localization pattern in the presence of recipient cells (data not shown).  

As a complementary approach, we engineered a C-terminal fusion of TraC to the 

fluorescent protein mCherry that was equally expressed at levels corresponding to TraC in 

pKM101 when induced with 10-4% arabinose (suppl. Fig. 4A). TraC-mCherry was partially 

functional during conjugation (~0.2% of wild type TraC, suppl. Fig. 4B). Similar to TraCFlag we 

observed mostly polar TraC-mCherry (Fig. 3B) confirming the primary subcellular localization of 

the protein. 

 

TraC is secreted with membrane vesicles  

 

Outer membrane vesicles (OMV) exist in almost all Gram-negative bacteria, and play an important 

role in many bacterial functions, including cell communication, biofilm formation and 

pathogenicity (29). Since extracellular secretion of TraC was previously reported (23, 26) we next 

assessed whether it is secreted as part of OMVs. To this effect, we purified OMVs from the 

supernatant of E. coli carrying pKM101DtraM363 that do not produce pili since they lack the major 

pilus component TraM. TraC was detected by SDS-PAGE and western blotting in the OMV 

fraction showing spherical particles of different sizes visualized by electron microscopy (Fig. 4A 

and B). As an independent approach to confirm the presence of TraC in OMV we purified OMVs 

from E. coli strain pKM101DtraC1134 expressing TraC fused to mCherry at its C-terminus. Using 

fluorescence microscopy we detected mCherry in the OMV sample and western blotting confirmed 

the presence of the fusion protein (Fig. 4C and D) confirming that TraC is secreted as part of 

OMVs. 
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Extracellular TraC does not affect IncN specific phage infection 

 

Ike and PRDI are two phages that recognize and infect bacteria that carry IncN group conjugative 

plasmids (30). Ike attaches to the pilus tip before injecting its ssDNA into the bacteria, and PRDI 

attaches to the cell surface in a T4SS-dependent manner (27, 30). Previous studies showed that a 

point mutation in TraC (Val144) renders the cell resistant to PRDI without affecting Ike infection 

(27). These results suggest that TraC may be part of the host recognition site for phage infection. 

Therefore, addition of soluble TraC may decrease infection by blocking the phage receptors. We 

tested this hypothesis by mixing Ike and PRDI phages with 5 µg of purified TraC before the 

infection. We did not detect any effect of soluble TraC on the infection rate (Fig. 5A). We also 

tested whether extracellular TraC renders pKM101DtraC1134-carrying cells susceptible to Ike and 

PRDI infection (27). To this effect, we added 5 µg of soluble TraC to pKM101DtraC1134-carrying 

cells, but we did not detect any plaque formation (Fig. 5A). We conclude that extracellular TraC 

does not block infection and does not restore the sensitivity of TraC-deficient cells toward Ike or 

PRD1. Finally, we used crosslinking to detect whether there are interactions between TraC and the 

phages. Indeed, in the presence of the crosslinking agent disuccinimidyl suberate (DSS), we 

identified cross-linking products indicating a potential interaction between TraC and PRD1 

proteins, but not with Ike (Fig. 5B). The apparition of distinct crosslinking products, e.g. of ~150 

kDa, may reflect this interaction. The receptor binding protein P2 of PRD1 has a size of 64 kDa 

and it forms dimers (31, 32). It will be interesting to further study the composition of the observed 

crosslinking products to understand the phage-cell interaction.  

 

Purified TraC partially restores the transfer of pKM101DtraC plasmid 

 

Previous studies showed that a donor bacterium carrying pKM101DtraC1134 can be partially 

complemented by a helper cell expressing a functional T4SS (26, 28). Here, we tested the effect of 

purified TraC on plasmid transfer from pKM101DtraC1134 donor cells. 5 µg of purified TraC were 

mixed with donor and recipient cells on a solid surface (~108 copies of TraC per cell), followed by 
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quantification of conjugative transfer. The results show a significant increase of the transconjugant 

numbers in the presence of extracellular TraC (~200 fold) (Fig. 6A). The addition of purified TraC 

does not have a measurable impact on the conjugation rate of E. coli carrying the pKM101 donor 

or the R388 plasmid control. The partial restoration of plasmid transfer suggests an extracellular 

role of secreted TraC during conjugation and it may interact with recipient cells. To test this 

possibility, we mixed purified TraC with recipient cells and indeed TraC co-sedimented with 

recipient cells indicating that it may bind to recipients (Fig. 6B). Future studies will show whether 

this observation reflects a specific interaction and whether there is a specific receptor on recipient 

cells. 

 

Discussion 

 

TraC is known to locate in various cellular compartments, e.g. in the membrane, in the periplasm 

and attached to the pilus. TraC is also exposed to the surface and secreted to the extracellular 

medium in a soluble form (23, 26). We purified cell-bound and secreted Strep-tagged TraC and we 

detected other proteins that co-eluted after affinity purification. BCCP is the only biotinylated 

protein in E. coli, and it is known to co-purify as a contaminant when using the Strep-tag affinity 

columns (33). This probably explains why it co-eluted with TraC from the soluble (S) fraction. The 

other co-eluted proteins may represent specific interaction with tagged TraC. In a previous study, 

crosslinking showed an interaction between TraC and many outer membrane proteins including 

Bam proteins and OmpA as we have found here in the case of membrane-bound TraC (M fraction) 

(23). The major outer membrane protein LPP is the most abundant cellular protein and it is present 

in the periplasm and exposed to the cell surface (34). LPP co-eluted only with the secreted form of 

TraC suggesting that it may undergo a specific interaction during the secretion process. SEC-

MALS showed that TraC is a monomer when purified from different subcellular localizations (S, 

M and SN), despite the fact that crosslinking showed formation of higher molecular weight 

complexes in the presence of DSS. The crosslinking results could be interpreted as evidence for 

transient non-specific protein-protein interactions between TraC and other proteins such as OmpA 

and LPP.  
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Several T4SS proteins have been localized by immuno-localization at the cell pole (35-38). 

In A. tumefaciens the polar localization of VirB5 requires the presence of VirB8 and VirB9 (36), 

and VirB5-like proteins are also suggested to be present as in the inner membrane complex of the 

T4SS (4, 13). Here, we used two complementary microscopic approaches to localize TraC in 

permeabilized cells demonstrating accumulation at the cell perimeter and at the pole. The 

localization was independent of other T4SS components. These results indicate that the polar 

accumulation of TraC reflects localization of TraC in the periplasm or in the inner membrane. In 

contrast, a previous study of non-permeabilized cells by immunofluorescence detected TraC as 

distinct foci on the cell surface (23). These results suggest two different routes for the trafficking 

of TraC. After its translocation to the periplasm by the signal peptide, TraC is directed to the cell 

surface and secreted into the extracellular medium in a T4SS-independent fashion. Alternatively, 

TraC accumulates at the cell pole where it may integrate the T4SS. It is noteworthy that the T-pilus 

in A. tumefaciens assembles at the cell pole probably reflecting a T4SS assembly site (39).  

 

The conjugative phenotype of E. coli expressing a TraC-deficient T4SS can be partially 

restored by the presence of a helper cell producing a functional pKM101 T4SS (26, 28). We here 

tested the effect of purified TraC during conjugation and phage infection of a TraC-deficient strain 

(carrying pKM101DtraC1134). We detected a significant 200-fold increase of plasmid transfer 

during conjugation, but no effect on Ike and PRD1 phage infection. Interestingly, we showed that 

TraC may interact with the recipient cells, and further experiments are needed to identify whether 

this interaction is specific. Thus, extracellular TraC could promote cell-to-cell contact during 

conjugation by promoting an interaction with the recipient cell. This is in agreement with previous 

studies showing a role of VirB5-like proteins as adhesins during conjugation and host cell infection 

(15, 16, 23-25). The detection of TraC in purified OMV raised the possibility that neighboring 

bacteria can share T4SS subunits to complement deficiencies and this may be the basis for 

extracellular complementation. It will be interesting to assess whether other T4SS subunits are 

present in purified OMV, and whether these vesicles influence the efficacy of conjugation and of 

phage infection.  
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Experimental procedures 

 

Strains and growth conditions 

 

The strains used are listed in supplementary Table 1. E. coli FM433 and derivatives were grown in 

Luria-Bertani (LB) media supplemented with streptomycin (100 μg/ml), spectinomycin (100 

μg/ml), ampicillin (100 μg/ml), chloramphenicol (34 μg/ml), for plasmid propagation or selection 

of transconjugants. For induction of the LacI-repressed trc promoter in pTrc200 constructs, 

isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) was added to a final concentration of 0.5 mM.   

L-arabinose was used for the induction of the ara pBAD promoter. 

 

Protein expression and purification  

 

 TraC was overproduce and purified as described elsewhere with minor modification (27, 40). E. 

coli strain BL21star (λDE3) harboring pTrcTraCStrep, was grown in LB supplemented with 50 

μg/mL kanamycin and 50 μg/mL streptomycin. Overnight precultures in LB were used to inoculate 

3 litres culture (37 °C) until they reached an OD600 of 0.6–0.8. Expression was induced by addition 

of 0.2 mM IPTG at 37 °C, and cultures were left incubated for 3 h. For purification, bacterial cells 

were harvested, and the obtained supernatant was purified using 0.22 µm filter and passed over a 

Strep-Tactin II column (GE Healthcare) to collect secreted TraC, and further eluted with 2.5 mM 

desthiobiotin. The harvested bacteria were resuspended in binding buffer (100 mM Tris-HCl pH8, 

150 mM NaCl, 1 mM EDTA) with cOmplete Mini Protease Inhibitor mixture 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 15000 × g for 30 min at 4 °C, and the 

supernatant was retained. Pursuing ultracentrifugation at 250,000 × g for 1 h at 4 °C, to separate 

soluble and membrane bound TraC. The soluble fraction was passed over Strep-Tactin II column 

and soluble TraC was eluted with 2.5 mM desthiobiotin. Total membranes were collected and 

solubilized overnight at 4 °C with gentle stirring binding buffer with 0.1% (wt/vol) detergent DDM 
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with cOmplete Mini Protease Inhibitor mixture. This material was then centrifuged for 1h at 

35000g × g to collect DDM-solubilized TraC for purification over a Strep-Tactin II column and 

eluted using 2.5 mM desthiobiotin. For biochemical analysis, TraC was further purified in 

phosphate buffer (50 mM phosphate, 100 mM NaCl pH 7.4), by size exclusion chromatography 

(SEC) using a Superdex 75 column (GE Healthcare).  

 

Protein complex analysis 

 

The oligomerization state of TraC was analyzed by SEC-MALS as described in ref. (40). SEC-

MALS was realized with the use of an ÄKTAmicro system (GE Healthcare) coupled to a Dawn 

HELEOS II 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 

the ASTRA analysis software package, version 6.1.6.5 (Wyatt Technology). Protein samples were 

separated on a Superdex 75 10/300 increase SEC column (GE Healthcare) with a flow rate of 0.5 

mL/min. BSA was used for calibration. A 0.1-mL sample of TraC at concentrations ranging 

between 1 and 10 mg/mL was injected and eluted in 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4), 

100 mM NaCl. The molecular mass of TraC was determined by the dual detection method 

implemented in the conjugated analysis mode of the ASTRA analysis software.  

 

Conjugation assay 

 

Quantitation of conjugative DNA transfer were monitored as described elsewhere with minor 

modifications (26). Equal amounts of donor and recipient cells from a mid-log phase culture were 

harvested and resuspended with LB medium without antibiotics. 1 µl of recipient and donor cells 

were mixed on a prewarmed LB agar plate and incubated for 2 h at 37°C. L-arabinose was mixed 

with the LB agar to induce the expression of TraC variants from a pBAD plasmid containing 

strains, during conjugation. The spot was washed from the plate three times with 150 µl of LB 
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medium. To quantitate conjugative transfer, dilutions were plated on LB media containing 

appropriate antibiotics for selection of plasmid-containing recipients. 

 

Phage infection assay 

 

Ike and PRDI bacteriophages infection were performed as described in reference (20). Briefly, 200 

µl of cells from mid-log phase culture, in the presence of inducers for TraC variants expression, 

were mixed with 3 ml of top agar and poured on LB plate containing appropriate antibiotic and 

inducer, and allowed to dry. Drops of 5 µl of serially diluted phages were spotted on the surface of 

the top agar, and the plates were examined for plaques formation after overnight incubation at 

37°C. 

 

Cross-linking assay 

 

Chemical cross-linking with DSS (Pierce) was performed as described elsewhere with minor 

modifications (41). Briefly, DSS was added in different concentrations (0.4 to 4 mM) to 10 µl of 

purified TraC, and the samples were incubated for 30 min at RT, followed by the addition of 1 

volume of Laemmli sample buffer and analysis by SDS-PAGE and Western blotting. For 

glutaraldehyde, different concentrations (0.001 % to 0.2 %) were used, and the incubation time 

was reduced to 5 min at R.T. For intracellular cross-linking, 1 ml of cell culture (O.D ~0.8) were 

centrifuged at 15000 g for 10 min and bacteria pellet was washed three times and incubated with 5 

mM DSS for 30 min at RT, followed by the addition of 1 volume of Laemmli sample buffer and 

analysis by SDS-PAGE and Western blotting. 

 

Outer membrane vesicle purification 
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Cells from late log phase liquid culture were removed by centrifugation two times (10 000g, 20 

min). The supernatant was filtered through 0.22 µM filter (Millipore) and OMV were collected by 

high-speed centrifugation at 100,000g for 1 hour. The obtained crude OMV were analyzed by 

western blotting using TraC specific antiserum and visualized by fluorescent or electron 

microscopy. 

 

Negative-staining electron microscopy 

 

5 µl of purified OMV were deposit on negatively glow-discharged 300 mesh copper grid for 3 

min and blotted using Whatman filter paper. Samples were washed three times with filtered water, 

followed by staining with 2% uranyl acetate solution for 45 seconds. The stain was then removed 

by blotting the grid with Whatman filter paper and air drying at RT. The samples were imaged 

using a FEI Tecnai T12 120 kV TEM equipped with Gatan 2K AMT camera, in the Université de 

Montréal EM facility.  

 

Fluorescence microscopy 

 

For fluorescence microscopy, cells producing TraC-mCherry were induced with 10-4% of L-

arabinose for 2h and fixed with 4% of paraformaldehyde. Cells were washed extensively, adhered 

to poly-lysine coated coverslip, and inverted onto a drop of ProLong Gold (Life Technologies). 

Immunolabeling was realized as described elsewhere with minor modification (42). cells producing 

TraCFlag were induced with 10-3% of L-arabinose for 2h and fixed with 4% of paraformaldehyde. 

Cells were washed extensively and permeabilized with 0.1% Triton-X100, 100 µg/ml of lysozyme 

and 5mM of EDTA. After washing 3 times cells were blocked with 2% BSA for 1h at 37 followed 

by incubation with 1/100 dilution of anti-Flag monoclonal antibody (Cell Signaling) for 1.5h at 

RT. Cells were then washed 3 times and incubated with 1/1000 of monoclonal secondary antibody 

conjugated to Alexa Fluor 594 (Invitrogen) for 45 min at RT in the dark. Cell membranes were 

stained with 10 mM of TMA-DPH for 10 min at RT in the dark. Cells were washed, adhered to 
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poly-lysine coated coverslip, and inverted onto a drop of ProLong Gold (Life Technologies). 5 μl 

of samples were spotted on a coverslip and immobilized by 3 μl of ProLong Diamond (Life 

Technologies, Mississauga, ON, Canada). Samples were examined at room temperature with a 

×63/1.4 oil objective under structured illumination microscopy using an Elyra PS1 microscope 

(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). mCherry proteins and Alexa fluor 594 conjugated antibodies 

were excited at 561 nm, and emission around 610 nm was observed using a 14-bit electron-

multiplying charge-coupled device (EMCCD) camera. The membrane dye TMA-DPH was excited 

at 405 nm, and the emission was observed at around 460 nm. Z-stack volumes were acquired using 

the SIM and reconstructed using Zen Black edition software. The fluorescence of entire bacteria 

and of each bacterial pole was quantified using ImageJ software. 

  



 111 

Figures and Legends 

 

Figure 1. Tricine-SDS-PAGE analysis of the elution fractions after strep-column affinity 

purification. (Upper panel) silver staining, (lower panel) western blot analysis with TraC-specific 

antiserum. Arrows indicate the molecular weight of TraC. S: soluble, SN: secreted, M: membrane, 

MW: molecular weight marker. 

 

Figure 2. Purification of soluble, membrane-bound and secreted TraCStrep. (A) Elution profile 

of TraCStrep with size exclusion chromatography. (B) (upper panel) SDS-PAGE analysis of the 

purified TraCStrep, (lower panel) western blot analysis with TraC-specific antiserum. (C) Western 

blot analysis with TraC specific antiserum of the purified periplasmic, membrane and secreted 

TraCStrep in the absence and presence of increasing concentrations (0.4 – 4 mM) of the cross-linking 

agent DSS. Arrows indicate higher molecular-weight complexes formed after cross-linking. (D) 

Analysis of the oligomerization state of TraC. Elution profile of the TraC (left) is shown with 

the molecular weight estimated by MALS (right).  S: soluble, SN: secreted, M: membrane, MW: 

molecular weight marker.  

 

Figure 3. Cellular localization of TraC. (A) Cell producing TraCFlag in the presence of the 

pKM101 T4SS. TraCFlag foci were detected by reactivity with anti-Flag mouse primary and 

AlexaFluor 594-conjugated goat anti-mouse secondary antibody (red) at the perimeter (i) and at 

the pole (ii) of the cell. Cell membrane was visualized by staining with TMA-DPH (blue). White 

arrows indicate polar accumulation of TraCFlag. (B) Cell producing TraCmCherry in the presence, or 

absence, of the pKM101 T4SS. TraCmCherry (in red) were detected by structural illumination 

microscopy using mCherry specific filters (left panel). Quantification of the fluorescence intensity 

across 50 cells showing preferentially polar localization of TraC (right panel).   

 

Figure 4. Detection of TraC in purified outer membrane vesicles (OMV). (A) Purified OMV 

under negative staining electron microscopy. Arrows point to OMV in different sizes. (B) western 
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blot analysis using TraC-specific antiserum, of the purified OMV from a TraC-deficient and TraM-

deficient cells culture supernatant. Arrow indicate the molecular weight of TraC. (C) Purified OMV 

under fluorescence microscopy from TraCmCherry producing cells. (D) western blot analysis using 

TraC-specific antiserum, of the purified OMV from culture supernatant of TraC-deficient and 

TraCmCherry producing cells. 

 

Figure 5. Effect of extracellular TraC on IncN specific phages infection. (A) Phage infection 

rates monitored using a TraC-deficient cells producing increasing amount of TraC expressed under 

ara pBAD promoter. (B) The effect of 5 µg of purified TraC on pKM101 or TraC-deficient cells 

sensitivity toward a serial dilution of Ike and PRDI phages. (+) and (-) indicate the presence or 

absence of purified TraC during the infection. (C) Western blot analysis using TraC-specific 

antiserum, of Ike and PRDI interaction with 5 µg of purified TraC, in the absence or presence of 

2.5 mM of DSS. Arrows indicate a high molecular weight complex formed after crosslinking. 

 

Figure 6. Effect of extracellular TraC on conjugation efficacy. (A) The effect of 5 µg of purified 

TraC, or buffer alone, on the plasmid transfer rate during conjugation for wild type pKM101, TraC-

deficient strain, and R388 plasmid, containing strain. Values and S.D. (error bars) were calculated 

from three independent experiments. (B) Western blot analysis using TraC-specific antiserum, for 

the interaction between purified TraC (10 µg) or secreted TraC from 1 ml culture, with the recipient 

cell WL400. Arrow indicates the molecular weight of TraC. 

 

Supplementary data 

 

Supplementary Table 1. Bacterial strains and plasmids. 

 

Strains or plasmids Genotype/description Source or 

reference 
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E. coli strains   

XL1-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 

FM433 SpcraraD139 Δ (argF-lac)U169 ptsF25 deoC1 

relA1 

flbB5301 rpsE13 Δ (srl-recA)306::Tn10, 

conjugation donor 

 (43) 

WL400 CmrStrraraD139 Δ (argF-lac)U169, ptsF25 deoC1 

relA1 flbB5301 rpsL150 ΔselD204::cat, 

conjugation recipient 

W. Leinfelder, 

unpublished 

data 

Plasmids   

pKM101 Ampr, mucA, mucB, TraI-TraIII region for DNA 

processing, DNA transfer, and entry exclusion 

 (28) 

pKM101traC Ampr, Kmr, pKM101traC1134::Tn5  (28) 

pKM101traM Ampr, Kmr, pKM101traM363::Tn5  (28) 

pTrc200 Strr, Spcr, pVS1 derivative, LacIq, trc promoter 

expression vector 

 (17) 

pTrc200TraC pTrc200, traC PCR fragment cloned downstream 

of the trc promoter of pTrc200 

 (27) 

pTrc200TraCstrep pTrc200, traC-strepII PCR fragment cloned 

downstream of the trc promoter of pTrc200 

This work 

pTrc200TraCFlag pTrc200, traC-(3x)Flag PCR fragment cloned 

downstream of the trc promoter of pTrc200 

This work 

pTrc200TraCmCherry pTrc200, traC with mCherry in C-terminal, PCR 

fragment cloned downstream of the trc promoter 

This work  

pVSBAD Strr, Spcr, pVS1 derivative, araBAD promoter 

expression vector 

 (27) 

pVSBAD TraC pVSBAD, traC PCR fragment cloned downstream 

of the araBAD promoter of pVSBAD 

 (27) 
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pVSBAD TraCstrep pVSBAD, traC-strepII PCR fragment cloned 

downstream of the araBAD promoter of pVSBAD 

This work 

pVSBAD TraCFlag pVSBAD, traC-(3x)Flag PCR fragment cloned 

downstream of the araBAD promoter of pVSBAD 

This work 

pVSBAD TraCmCherry pVSBAD, traC with mCherry in C-terminal, PCR 

fragment cloned downstream of the araBAD 

promoter of pVSBAD 

This work 

 

 

Supplementary Figure 1. (A) Western blot analysis using TraC-specific antiserum, of TraCstrep 

expression level in total cell lysate under native promotor or pTrc200 promoter using 0.2 mM of 

IPTG. Asterisk (*) indicate TraCStrep. Functionality of TraCstrep was monitored by conjugation (B) 

and phage infection (C) using 0.2 mM IPTG. Values and S.D. (error bars) were calculated from 

three independent experiments. 

 

Supplementary Figure 2. Mass spectrometry analysis of the co-eluted proteins shown in Figure 

1. Proteins from gels were cut and analyzed by mass spectrometry. Identified peptides are 

highlighted in yellow. 

 

Supplementary Figure 3. Functionality assays of TraCFlag. (A)  Western blot analysis using TraC-

specific antiserum and anti-Flag antibodies of TraC expression level in total cell lysate under native 

promotor or ara pBAD promoter using increasing level of induction by arabinose. Arrows indicate 

the molecular weight of TraCFlag; asterisk (*) indicate TraC. Functionality of TraCFlag was 

monitored by conjugation (B) and phage infection (C) using 10-3% of arabinose. Values and S.D. 

(error bars) were calculated from three independent experiments. 

 

Supplementary Figure 4. Functionality assays of TraCmCherry. (A) Western blot analysis using 

TraC-specific antiserum, of TraCmCherry expression level in total cell lysate under ara pBAD 
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promoter using increasing amount of arabinose for induction. (B) Functionality of TraCmCherry was 

monitored by conjugation using 10-4% of arabinose. Arrow indicates TraC-mCherry; asterisk (*) 

indicate TraC. 
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Supplementary Figure 4 
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Chapitre 4 – Discussion 

 

Les T4SSs représentent une cible importante pour l’amélioration de la santé publique, vue leurs 

rôles essentiels dans la propagation des gènes de résistance aux antibiotiques et dans la 

pathogénicité de plusieurs bactéries. Dans cette thèse, nous avons profité de l’avancement 

technologique dans la biologie moléculaire et structurale pour répondre à des questions 

concernant la base moléculaire de l’assemblage et le fonctionnement des T4SSs. Ainsi, nos 

résultats sur les pili -T et -N du T4SS et sur la protéine TraC du plasmide conjugatif pKM101, 

contribuent à élucider plus des détails moléculaires sur les T4SSs, nécessaires dans la recherche 

pour les meilleurs inhibiteurs.   

 

-Analyse structurale des pili -T et -N 

 

Le rôle des pili des T4SSs et leurs contributions durant la conjugaison, représentent toujours un 

sujet de recherche qui, avec le temps, accumule les données pour obtenir les réponses aux 

multiples questions sur ces structures extracellulaires filamenteuses. Plusieurs études suggèrent 

que les pili représentent un canal pour le passage de l’ADN vers la cellule receveuse (126, 134, 

143),  mais jusqu’à présent il n’existe pas des indices directs pour confirmer cette hypothèse.  

 

La résolution des structures des pili de type F a montré qu’ils sont composés des pilines et des 

phospholipides (135, 162). La présence des phospholipides, et en stœchiométrie de 1 : 1 avec les 

pilines, était surprenante et a suscité plusieurs questions sur le rôle et l’importance des 

phospholipides dans les pili. En plus, le choix du phospholipide semble être sélectif parmi un 

groupe des phospholipides qui entrent dans la composition de la membrane cellulaire (135). La 

piline TraA des plasmides de type F est connue de subir une acétylation par la protéine TraX, à la 

suite de son insertion dans la membrane interne et durant le processus de sa maturation (151-
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153). Cependant, l’acétylation a été montrée non essentielle pour la formation du pilus (154). Des 

modifications de certaines acides aminés de TraA qui se trouvent en contact avec le phospholipide 

à l’intérieur du pilus, abolissent la formation du pilus et le transfert de l’ADN durant la conjugaison 

(135), ce qui peut être considéré un indice sur la nécessité des phospholipides pour la formation 

du pilus. À ce stade, il n’est pas connu comment le phospholipide qui se trouve à coté de chaque 

TraA dans le pilus est incorporé dans cette structure extracellulaire.  

 

Nos résultats présentés dans le chapitre 2 montrent que les pili -T et -N sont composés aussi d’un 

assemblage des pilines avec des phospholipides. Leur architecture générale est semblable à celle 

des pili F avec une forme hélicoïdale de cinq protofilaments. Les structures atomiques des 

protéines pilines TraA, VirB2 et TraM ainsi que leurs positions et leurs orientations dans le pilus 

présentent une similarité élevée. La ressemblance dans la structure et la composition entre les 

pili F, T et N indique une haute conservation de ces structures extracellulaires parmi les T4SSs et 

les différentes souches bactériennes, ce qui reflète leur importance et leur efficacité pour réaliser 

le transfert des substrats. Les pili F sont connus de subir des cycles d’extension et de rétraction, 

ce qui facilite les contacts entre les cellules et augmente le taux de transfert durant la conjugaison. 

Le mécanisme de ces cycles n’est pas encore défini, mais il a été proposé que la présence des 

phospholipides dans le pilus F facilite le processus de désintégration des pilines dans la membrane 

cellulaire durant la rétraction du pilus (50). Contrairement aux pili F, les pili T et N sont plus fragiles 

et ils sont relâchés dans le milieu extracellulaire où ils participent à la formation des biofilms et 

des agrégats cellulaires pour favoriser les contacts entre les bactéries (145-147). La présence des 

phospholipides et l’architecture générale des pili donc ne semblent pas être des critères 

principaux pour la rétraction des pili, mais peuvent toujours le faciliter. 

 

La position des phospholipides dans le pilus laisse suggérer qu’ils jouent probablement un autre 

rôle important durant la conjugaison. En effet, la tête de la phosphatidylglycérole, de charge 

négative, est exposée au lumen du pilus F, et de ce fait elle impose une charge globale négative à 

l’intérieure du pilus, ce qui facilite probablement le passage de l’ADN chargé négativement à 
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travers le pilus par des forces de répulsion (135). Nos analyses faites sur le pilus T, suggèrent que 

le phospholipide à l’intérieure du pilus est la phosphatidylcholine. Ce type du phospholipide est 

rare chez les bactéries (non présent chez E. coli) et la membrane d’A. tumefaciens est connue 

d’être composé de ~22% de phosphatidylcholine (190) . Contrairement à la 

phosphatidylglycérole, la tête de la phosphatidylcholine est chargée positivement, et elle 

contribue, avec l’arginine Arg91, à rendre le lumen du pilus T chargé positivement. Cette 

différence de charge à l’intérieur des pili F et T, peut être expliquée par une sélectivité du 

phospholipide selon la souche et le substrat transféré. Il sera très intéressant d’étudier l’effet du 

changement du phospholipide sur la formation des pili et le transfert des nucléoprotéines durant 

la conjugaison. Nous avons modifié l’unique acide aminé chargé exposé au lumen (Arg91) par une 

lysine, alanine ou bien un acide glutamique dans le but d’étudier l’effet d’une modification de la 

charge globale du lumen sur le transfert du substrat chez A. tumefaciens. Les trois modifications 

ont déstabilisé la protéine VirB2 dans la cellule et empêché la formation du pilus. Les trois 

mutants ont inhibé aussi le transfert de l’ADN oncogène durant les infections réalisées sur la 

plante, constaté par l’absence de la formation des tumeurs. Des modifications similaires faites 

sur l’Arg94 de la protéine TraA du pilus F, n’ont pas affecté la formation des pili ni le transfert 

durant la conjugaison (135). Cependant, la substitution de l’Arg94 par un acide glutamique, a 

rendu la cellule résistante à l’infection par le phage f1, probablement à cause d’une force 

répulsive assez importante qui empêche le passage de l’ADN du phage à travers le pilus (135).  

 

La structure du pilus T montre que la chaine latérale de l’Arg91 se trouve en contact directe avec 

la tête du phospholipide, ce qui peut expliquer probablement l’importance de cette acide aminé 

pour la stabilité de VirB2. Si l’Arg91 représente un site essentiel pour la lipidation de VirB2 dans 

la membrane, alors une modification de l’Arg91 empêche la formation d’une lipoprotéine VirB2 

prête pour être acheminée vers le site de nucléation du pilus pour ensuite s’insérer dans un 

protofilament. Dans ce cas, la protéine VirB2 va être plutôt dégradée par des enzymes de la cellule 

hôte. La force de liaison engendrée par le groupe guanidine à l’extrémité de la chaine latérale de 

l’Arg91 avec la tête de la phosphatidylcholine, est plus élevée que celle de l’amine primaire à 

l’extrémité de la lysine, ce qui peut expliquer l’effet constaté après la modification de l’Arg91 par 
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une lysine. Il sera utile dans le futur d’étudier l’importance de l’His66 de la protéine TraM du pilus 

N, le seul acide aminé chargé et exposé au lumen, sur la formation du pilus et le transfert du 

substrat durant la conjugaison. Cela peut confirmer l’importance de la charge positive à l’intérieur 

du pilus. Selon nos résultats structuraux, le phospholipide du pilus N est probablement la 

phosphatidylglycérole, le même phospholipide présent dans les pili F.  Le lumen du pilus N est 

chargé négativement par la présence de la phosphatidylglycérole et des futures études seront 

nécessaires pour explorer la relation entre la charge du lumen et le passage des substrats chez le 

pilus N. 

 

Nous avons résolu les structures des pili N et T à 3 Å et 3.2 Å respectivement, ce qui représente 

la meilleure résolution obtenue pour les pili des T4SSs à ce jour. Les structures révèlent une 

multitude d’interactions hydrophobes entre les pilines (TraM pour le pilus N et VirB2 pour le pilus 

T), et entre les pilines et les phospholipides, qui maintiennent les milliers des sous unités 

assemblées dans une structure hélicoïdale filamenteuse. Les structures atomiques des protéines 

pilines, TraM et VirB2, représentent une grande similarité entre eux et avec la protéine TraA du 

pilus F, malgré une faible similarité entre les acides aminés de chaque protéine. TraM et VirB2, 

comme TraA, possèdent trois hélices alpha (a1, a2 et a3), avec les extrémités N- et C-terminales 

orientées vers l’extérieure du pilus, et une loupe située entre a2 et a3 et orientée vers le lumen 

du pilus. Cette grande conservation structurale entre les pilines des T4SSs et des souches 

différentes, indiquent, encore une fois, l’importance et l’efficacité d’une telle architecture pour 

le fonctionnement des T4SSs et pour le transfert des différents substrats. Une comparaison des 

boucles chez TraA, TraM et VirB2, montre la présence d’un acide aminé chargé positivement 

(Arg94, His66 et Arg91 respectivement). Nos résultats ont montré que la modification de l’Arg91 

de VirB2 déstabilise la protéine dans la cellule. En revanche, le changement d'Arg94 de TraA en 

Glu n’a pas eu d’impact sur l’assemblage du pilus et la conjugaison (135). Il sera donc intéressant 

d’étudier l’effet de la modification de l’His66 (TraM) sur la stabilité de la protéine, la formation 

du pilus et le transfert du substrat. 
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La protéine VirB2 du plasmide Ti et son homologue TrbC du plasmide RP4 sont connues de subir 

une étape de cyclisation pendant leurs processus de maturation (155-157). Selon les données 

obtenues par spectrométrie de masse sur des pili purifiés, les auteurs proposent que ces deux 

pilines deviennent des protéines cycliques après une liaison covalente de leurs côtés N- et C-

terminales qui nécessite la libération d’une molécule d’eau (155-157). Nos résultats sur la 

structure de VirB2, ne montrent pas une protéine cyclique, et les extrémités N- et C-terminales 

de VirB2 sont trop éloignées pour former une liaison covalente, bien que la structure manque les 

quatre premiers acides aminés de l’extrémité N-terminale (QASG). Nous suggérons la possibilité 

d’une liaison à l’intérieure de VirB2 au lieu des deux extrémités. En effet, nous avons trouvé une 

densité additionnelle autour de la Cys64, qui se trouve en face la Ser111 dans la structure de 

VirB2. La cystéine pourrait former une liaison thioether avec la sérine en libérant une molécule 

d’eau, ce qui serait conforme avec les résultats des études antérieures (155-157). Nous allons 

analyser VirB2 par spectrométrie de masse pour tenter d’identifier la nature de la modification 

sur la Cys64. 

  

Une des prochaines étapes sera d’obtenir des échantillons concentrés des pili T et N. La 

concentration des pili est un facteur cruciale pour la résolution des structures par microscopie 

cryo-électronique, et l’optimisation de la préparation des grilles sera nécessaire pour pouvoir 

visualiser un nombre plus élevé des pili. Nous espérons résoudre les structures des pili T et N à 

une meilleure résolution pour avoir plus des détails atomiques sur les protéines pilines et sur les 

phospholipides, ainsi que sur les interactions qui maintiennent la structure de deux pili. Les pili T 

et N se composent d’une protéine majeure, le piline, ainsi que la protéine VirB5 qui a été localisée 

sur le bout du pilus T. Nous voulons donc résoudre la structure du bout des pili T et N pour 

confirmer la présence de VirB5 et TraC, et visualiser leurs modes d’assemblages et leurs 

interactions avec les protéines pilines. Ces informations seront d’une grande importance pour 

comprendre la biogenèse et l’assemblage du pilus ainsi que le mécanisme de reconnaissance et 

d’interaction avec la cellule hôte durant la conjugaison. 
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Le diamètre du lumen des pili T et N (~2nm) est convenable pour le passage de l’ADN simple brin 

avec la relaxase dépliée, mais en absence des indices directes, le passage de l’ADN à travers le 

pilus reste une hypothèse. Parmi les prochaines étapes, nous souhaitons résoudre la structure 

des pili T et N avec de l’ADN dans leurs lumens. Nous allons mélanger les pili purifiés avec de 

l’ADN simple brin pour permettre le passage de l’ADN à travers les pili, avant de procéder avec la 

microscopie cryo-électronique. La structure du pilus avec l’ADN aidera à comprendre le 

mécanisme du passage de l’ADN à travers le pilus, et l’effet des phospholipides et la charge 

globale du lumen sur ce passage. 

 

-Caractérisation structurale et fonctionnelle de TraC 

 

Nos résultats obtenus sur la composition et la structure des pili T et N ouvrent la possibilité 

d’autres études structurales dans le futur, notamment sur la structure et l’assemblage des 

protéines VirB5 sur le bout du pilus. Cependant, durant ma thèse, et considérant que les études 

sur les pili représentent plusieurs défis et peuvent prendre un temps considérable pour obtenir 

les résultats attendus, nous avons choisi d’étudier en même temps les protéines VirB5 qui 

constituent le composant mineur du pilus. Nous voulons caractériser les VirB5 dans la cellule afin 

de mieux comprendre leur fonction durant la conjugaison et la biogenèse du pilus, ainsi que leur 

rôle durant l’infection par les phages.  

Les protéines VirB5 sont essentielles pour le transfert des substrats vers les cellules cibles, et elles 

ont été localisées dans la membrane interne, le périplasme, et exposées à la surface cellulaire. 

Ces emplacements peuvent représenter des points de transit pour les protéines VirB5 avant leur 

incorporation finale dans le pilus. Dans une étude antérieure réalisée sur TraC, une protéine 

homologue de VirB5, des mutants ont été identifiés capables d’inhiber la biogenèse du pilus sans 

affecter le transfert durant la conjugaison. D’autres mutants de TraC ont rendu la cellule 

résistante à l’infection par le phage Ike, sans perturber la sensibilité envers le phage PRDI (165). 

Ces résultats peuvent être interprétés par la présence des interactions protéine-protéine de 
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VirB5, qui interviennent dans le transfert conjugatif, la biogenèse du pilus et l'attachement des 

phages. En plus, les protéines VirB5, vu leur localisation extracellulaire, sont considérées des 

adhésines potentielles qui probablement jouent un rôle dans la reconnaissance et l’adhésion à la 

cellule receveuse avant le transfert du substrat.  

La protéine TraC du plasmide conjugatif pKM101 est connue d’être secrétée dans le milieu 

extracellulaire sous forme soluble indépendamment des autres sous unités du T4SS. Nous avons 

surexprimé et purifié TraC de la membrane, du périplasme et du milieu extracellulaire à fin 

d’étudier les interactions de TraC dans ces différentes localisations. L’étiquette STREP II a été 

utilisée pour purifier TraC par colonne d’affinité. Cette technique a été montrée très spécifique, 

et généralement la protéine fusionnée à STREP II est éluée sans la présence des contaminants. La 

présence d’autres protéines peut donc indiquer une interaction spécifique, ou bien non 

spécifique, avec la protéine d’intérêt, à l’exception de la protéine BCCP (biotin carboxyl carrier 

protein) qui est la seule protéine biotinylée chez E. coli et donc elle peut s’attacher à la colonne 

streptavidine utilisée pour la purification par affinité (191). En effet, nous avons détecté la 

présence des protéines autres que TraC après la purification. L’analyse par spectrométrie de 

masse a révélé la présence de la protéine OmpA dans l’échantillon de TraC membranaire purifiée, 

et la protéine LPP (major outer lipoprotein) après la purification de TraC sécrétée. L’interaction 

entre TraC et OmpA ou LPP est probablement non spécifique ou pas stable, vu que l’analyse du 

produit de la purification par affinité a été analysé par chromatographie d’exclusion et les 

résultats ont montré la présence de TraC monomerique.  

La voie de translocation de TraC du périplasme vers la membrane extérieure n’est pas encore 

bien définie, mais une étude récente suggère un rôle des protéines Bam (β-barrel assembly 

machinery) dans ce transport (167). Il est possible que TraC se localise à proximité de OmpA dans 

la membrane extérieure, ou bien que les deux protéines entrent en contact transitoire lors de 

leur translocation vers la surface. La protéine TraN du plasmide F est exposée à la surface 

cellulaire, et elle se lie à OmpA de la cellule receveuse pour stabiliser le contact entre les deux 

cellules durant la conjugaison (192). Il n’existe pas un homologue de TraN dans le plasmide 

pKM101 mais Il sera intéressant d’étudier une possible interaction de TraC avec OmpA.  
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LPP est la protéine la plus abondante et elle se trouve dans le périplasme et à la surface cellulaire 

(193). Il était intéressant de trouver que LPP est co-purifiée avec TraC secrétée, et pas avec TraC 

membranaire ou bien périplasmique. Actuellement nous n’avons pas une explication pour ces 

résultats, et il est nécessaire de confirmer davantage si LPP interagit avec TraC durant sa sécrétion 

dans le milieu extracellulaire. Le profil d’élution de TraC (périplasmique, membranaire et 

secrétée) ne change pas en présence ou bien absence des autres sous unités du T4SS, exprimées 

à partir du plasmide pKM101. Cela peut indiquer que les interactions entre TraC et OmpA ou bien 

LPP sont reliées au mécanisme de translocation et de sécrétion de TraC. 

 

Dans une étude antérieure, la structure de TraC a été résolue par cristallographie. Les résultats 

ont indiqué que TraC périplasmique est un monomère (165). Nous avons utilisé le SEC-MALS et le 

« crosslinking » pour étudier TraC purifiée à partir des trois différentes localisations cellulaires 

forme des multimers. Les profils d’élution des trois formes de TraC par la chromatographie 

d’exclusion de tailles (SEC), ont été identiques et ils indiquent un poids moléculaire proche de 

celui d’un monomère de TraC. Plusieurs concentrations de TraC (jusqu’à 10 mg/ml) ont été utilisés 

pour les analyses par SEC, à fin d’étudier l’effet de la concentration sur l’état de TraC en solution, 

mais nous n’avons pas détecté une différence dans le profil d’élution. Pour calculer la taille exacte 

de TraC périplasmique, nous avons utilisé le SEC-MALS, et les résultats ont confirmé l’état 

monomérique et monodispèrse de TraC. Nous avons donc conclu que TraC membranaire et TraC 

sécrétée sont des monomères aussi. Cependant, en présence d’un agent de réticulation (DSS ou 

glutaraldehyde), TraC purifiée forme des complexes de poids moléculaires qui correspondent à 

des dimères et des multimères de TraC, visualisés par immunobuvardage. Des complexes de 

tailles similaires ont été détectés après une expérience de réticulation in vivo avec des cellules 

surexprimant TraC. La formation de ces complexes peut être expliquée par l’existence des 

interaction transitoires non spécifiques entres les monomères de TraC. 

 

Le rôle de la sécrétion de TraC à l’extérieure de la cellule n’est pas encore définie, et TraC est la 

seule protéine à être secrétée parmi la famille des VirB5. En plus, le phénotype des cellules qui 
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expriment le plasmide pKM101DtraC, durant la conjugaison, peut être partiellement restauré en 

présence des cellules portant un plasmide pKM101 non transmissible (166, 168). Le mécanisme 

de ce phénomène, appelé « extra-complémentation », n’est pas encore connu. Nous avons étudié 

l’effet de TraC purifiée sur le taux de transfert de l’ADN durant la conjugaison sur des souches 

exprimant pKM101 ou bien pKM101DtraC. Nos résultats ont montré que l’ajout de TraC purifiée 

favorise le transfert de l’ADN pour la souche pKM101DtraC, détecté par une augmentation de 

200 fois du taux de transfert, ce qui suggère un rôle de TraC secrétée durant la conjugaison. Nous 

avons également montré que TraC purifiée s’attache aux cellules receveuses, utilisées pour 

réaliser les tests de la conjugaison. Nous n’avons pas encore caractérisé les détails de cette 

interaction, et il sera intéressant d’identifier les cibles de TraC sur la surface de la cellule 

receveuse, ce qui pourra contribuer à confirmer le rôle d’adhésine de TraC extracellulaire. En 

effet, plusieurs études antérieures proposent des protéines VirB5 comme des adhésines durant 

la conjugaison et l’infection des cellules hôtes (121, 167, 170, 194, 195). Nos résultats suggèrent 

donc un rôle de TraC extracellulaire durant la conjugaison, probablement en favorisant le contact 

entre les cellules par l’intermédiaire des interactions spécifiques, ou bien non spécifiques, avec 

les cellules receveuses.  

Nous avons également détecté TraC dans des vésicules membranaires purifiées à partir de 

surnageant d’une culture des cellules portant pKM101. Les vésicules membranaires existent dans 

presque toutes les bactéries à Gram-négatif, et jouent un rôle important dans de nombreuses 

fonctions bactériennes, notamment la communication cellulaire, la formation de biofilms et la 

pathogénicité (196). La présence de TraC dans les vésicules membranaires suggère un rôle de ces 

vésicules dans le phénomène de l’extra-complémentation, et ouvre la possibilité d’un partage des 

composants des T4SSs entre les bactéries voisines pour augmenter la possibilité du transfert des 

matériels génétiques bénéfiques pour la survie des bactéries sous certaines conditions. Des 

analyses protéomiques sur les vésicules membranaires seront nécessaires afin de savoir si 

d’autres composants du T4SS sont présents. Il est aussi important d’étudier l’effet des vésicules 

membranaires sur la conjugaison et l’infection par les bactériophages. 
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TraC est le composant mineur du pilus et elle est supposée de localiser sur le bout du pilus, comme 

son homologue VirB5 chez A. tumefaciens (121). Le pilus conjugatif du T4SS représente le site de 

reconnaissance et d’adhésion pour des phages spécifiques avant l’infection de la cellule, et donc 

TraC peut faire partie du site d’interaction avec les phages (165, 166, 168). Nous avons étudié 

l’effet de TraC purifiée sur le taux d’infection des cellules par les phages Ike et PRDI. Nos résultats 

n’ont pas montré un effet de TraC sur le taux d’infection pour les souches exprimant pKM101 ou 

bien pKM101DtraC. Ces résultats n’écartent pas la possibilité d’une interaction entre TraC et les 

phages. En effet, nous avons détecté la formation d’un complexe de haut poids moléculaire entre 

TraC et PRDI en présence de l’agent de réticulation, le DSS.  La présence d’une autre protéine en 

proximité de TraC, ou bien un changement de conformation de TraC sur le pilus, peuvent être 

nécessaire pour compléter l’interaction entre TraC et les phages.  

 

La voie de translocation et de sécrétion de TraC est indépendante du T4SS (166, 168). Pour étudier 

l’effet de la présence du T4SS sur la localisation cellulaire de TraC, nous avons utilisé la 

microscopie à fluorescence à haute résolution. En appliquant deux approches différentes, 

l’immunodétection et la fusion de TraC à la protéine fluorescente mCherry, TraC a été localisée 

sur les pôles et/ou sur le périmètre de la cellule. Une étape de perméabilisation des cellules était 

nécessaire pour l’immunodétection de TraC suggérant qu’elle n’est pas exposée à la surface de la 

cellule. Dans une étude récente, TraC a été localisée sur la surface cellulaire seulement, par la 

même approche d’immunnodétection, mais sans la perméabilisation des cellules (167). L’absence 

d’une accumulation polaire de TraC dans cette étude peut donc indiquer que TraC sur les pôles 

se localise dans la membrane interne ou bien dans le périplasme, inaccessible à la détection sans 

perméabiliser la cellule. Chez A. tumefaciens, la localisation polaire de VirB5 nécessite la présence 

de deux protéines du T4SS : VirB8 et VirB9 (122). Nos résultats ont montré que la localisation 

cellulaire de TraC ne change pas en présence du T4SS, ni en présence des cellules receveuses dans 

le milieu de culture. Dans une étude antérieure, le complexe VirB3-10  provenant du plasmide R388, 

a été purifié et sa structure résolue à basse résolution (18Å et 23Å) (53). L’étude suggère que 

l’homologue de VirB5 se localise dans l’IMC en 12 copies. L’absence d’un effet de la présence du 

T4SS sur la localisation de TraC, observé dans nos expériences, est probablement dû à la limitation 
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de la résolution par l’approche microscopique utilisée (~150 nm), où il est difficile de distinguer 

un assemblage de TraC dans un complexe, d’une accumulation polaire sous un forme d’une 

réserve de TraC. Une approche alternative sera d’utiliser la microscopie électronique pour 

visualiser l’immunodétection de TraC par des billes d’or sur des coupes fines des cellules.    

L’accumulation de TraC sur les pôles peut représenter le site de nucléation du pilus à la suite d’un 

signal inconnu, comme chez A. tumefaciens, où le pilus du T4SS a été montré de se former sur les 

pôles de la cellule. Il sera important d’étudier le mécanisme qui contrôle la voie de TraC après son 

passage vers le périplasme, et de savoir si la translocation de TraC vers la membrane externe ou 

bien son accumulation sur les pôles de la cellule, sont indépendantes ou bien régulées par des 

signaux spécifiques. 
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Conclusion 

Le but général de cette thèse était d’étudier la structure du pilus des T4SSs à haute résolution, 

afin d’avoir plus de détails sur la composition et les interactions moléculaires essentielles à la 

formation de ces structures extracellulaires. Les pili jouent un rôle important durant le transfert 

des substrats par le T4SS vers les cellules cibles. Cependant, il n’est pas encore connu si les 

substrats passent à travers le pilus avant d’être injectés dans la cellule receveuse. Les données 

structurales sur les pili peuvent donc révéler des indices directs qui contribuent à répondre à cette 

question. Nous avons montré que les pili -T et -N sont composés d’assemblage du complexe 

piline-phospholipide, comme le pilus F, ce qui confirme la présence des phospholipides à travers 

les pilis des T4SSs. La spécificité et l’importance des phospholipides pour la formation et le 

fonctionnement des pili restent inconnues. Nos résultats ont montré aussi la conservation de la 

présence d’un acide aminé chargé positivement à l’intérieur du pilus, et la contribution des 

phospholipides sur la charge globale du lumen du pilus. 

Nous avons étudié aussi un homologue de VirB5 provenant du plasmide pKM101, la protéine 

TraC, qui représente le composant mineur du pilus et elle entre dans la composition du complexe 

de la membrane interne (IMC) du T4SS. TraC est essentielle pour l’assemblage du pilus et pour le 

fonctionnement du T4SS durant la conjugaison qui favorise la dissémination des gènes de 

résistance aux antibiotiques. Ainsi, TraC représente un cible potentiel pour le développement des 

inhibiteurs pour la conjugaison, afin de limiter la propagation des gènes de résistance aux 

antibiotiques. Nous espérons que les résultats présentés dans cette thèse, contribueront à 

l’amélioration des connaissances sur l’assemblage et le fonctionnement des T4SSs, et aideront à 

élucider le mécanisme du transfert des substrats vers la cellule cible.  
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