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I Introduction

Dans un contexte sanitaire qui se dégrade, '’humanité doit faire face & de nombreux nouveaux
dangers d’origine invisible. Dés le 17éme siécle, la découverte des premiers micro-organismes a
changé la facon dont les maladies étaient percues. Autrefois de provenance inconnue, de nombreuses
maladies sont alors attribuées & des agents pathogénes bactériens qui recoivent des noms, une clas-
sification compléte et surtout, une fagon de les combattre tout au long du 19éme siécle avec la
contribution des médecins (et microbiologistes) du moment, comme Louis Pasteur, Robert Koch et
bien d’autres. Il restera toutefois des maladies sans origine identifiée, comme les maladies virales
ou encore certains empoisonnements aux métaux, impossibles & diagnostiquer avec les moyens de
I’époque. Il a fallu attendre la premiére moitié du 20éme siécle pour découvrir I'existence de sub-
stances qui ralentissent la croissance des bactéries, voire qui 'annulent complétement en fonction
des doses. De facon erronée, dans la conscience collective on attribue ce succés a 'Institut Louis
Pasteur. Bien que les chercheurs de 'institut aient joué un réle majeur et méme décisif dans 1’éla-
boration et l'administration des traitements antibiotiques, la découverte en revient a Alexander
Fleming, qui & la fin des années 30, remarque que 'apparition d’une moisissure a réduit significa-
tivement la croissance des bactéries dans une gélose nutritive. Ce champignon, un Penicillium du
méme genre que le champignon du Roquefort, secréte une molécule, la pénicilline, qui inhibe la
création de la paroi bactérienne. Les bactéries & Gram positif sont particuliérement sensibles a cette
molécule, possédant une trés épaisse paroi de peptidoglycane et ne pouvant pas se dupliquer si elle
est absente. La pénicilline est une molécule cyclique appartenant a la classe des beta-lactames, et

existe sous plusieurs formes, comme la pénicilline G ou encore la benzyl-pénicilline.

Apres plus de 80 ans de traitements antibiotiques, le nombre de personnes sauvées des griffes
des infections bactériennes est gigantesque. Prenons l'exemple de la peste noire qui a dévasté le
continent Européen pendant le Moyen Age en réduisant la population de 30 a 50%, soit 25 millions
de victimes. La bactérie responsable, Yersinia pestis, n’a pas été médicalement recensée en France
depuis les années 40, et ce parce que les traitements antibiotiques sont nombreux, et sont administrés
a temps, ne permettant plus & la maladie de sévir sur notre territoire. Malheureusement, ces deux
assertions ne sont pas effectives dans tous les pays. Actuellement, la peste continue de tuer en Asie,

en Amérique et en Afrique, dans les zones rurales majoritairement.



Comme tout bon organisme & croissance rapide, les bactéries savent s’adapter & leur environ-
nement, si tant est qu’on leur en laisse la possibilité. Les antibiotiques primordiaux faisant partie
intégrante de I’environnement, étant des substances naturellement présentes et sécrétées par d’autres
organismes, les bactéries ont eu largement le temps de s’y adapter et de trouver des moyens pour
survivre en leur présence. Bien que les modifications apportées sur les antibiotiques soient nom-
breuses pour améliorer leur potentiel, de plus en plus de résistances apparaissent ou réapparaissent
aujourd’hui. Malheureusement, depuis quelques années ’on découvre plus de résistances que de
nouveaux antibiotiques & étudier. Si I’on reprend I’exemple des pénicillines, les bactéries résistantes
utilisent des enzymes appelées des beta-lactamases, qui sont spécialisées dans la dénaturation des
beta-lactames et donc des pénicillines, réduisant significativement leur effet. La réponse a cette
résistance est généralement 'augmentation de la dose administrée. Mais comme toute substance
chimique peut devenir poison, I’augmentation de la dose qui permettrait de tuer la bactérie résis-

tante peut aussi signifier la mort du patient.

Pour ajouter a ces nouvelles alarmantes, les résistances observées peuvent relever de plusieurs
mécanismes. Parfois, cachés dans le génome des bactéries se trouvent des génes silencieux qui peuvent
étre réactivés. De maniére plus rare, des modifications spontanées (mutations) peuvent étre obser-
vées sur un géne existant, changeant son réle et permettant & une nouvelle protéine issue de ce géne
de dégrader un nouvel antibiotique du milieu. Bien entendu, comme la bactérie résistante pourra
s’adapter a son environnement, c’est elle qui se reproduira le plus, et donc deviendra la souche majo-
ritaire. Enfin, la facon la plus facile et la plus utilisée pour acquérir une résistance pour une bactérie,
c’est de ’échanger avec ses voisins. Le transfert horizontal de géne permet ainsi la dissémination
des génes entre deux cellules sans qu’il y ait eu reproduction, au contraire du transfert vertical de
géne se déroulant lorsqu’une cellule mére transmet ses génes & une cellule fille. Naturellement ces
échanges ont lieu de fagon trés limitée, car cela colite énormément & une cellule de mettre en place
ce systéme d’échange. On parle ici d’'une machinerie de conjugaison impliquant plusieurs dizaines de
protéines au minimum. Toutefois, si le milieu devient hostile, cet échange s’accélére pour multiplier

les chances que les génes échangés permettent la survie d’'un organisme (et sa descendance).

Il parait plus qu’important de multiplier les efforts concernant les résistances aux antibiotiques.
Non seulement les résistances progressent, mais elles s’additionnent, engendrant des "super bacté-

ries" qui peuvent étre résistantes a deux, trois, voire une dizaine d’antibiotiques dans les cas les



plus graves. Découvrir de nouveaux antibiotiques reste une voie valable, car si certains antibiotiques
sont plus favorables aux résistances que d’autres, leurs modifications chimiques avancées peuvent
souvent augmenter leur efficacité. Etudier en paralléle la facon dont ces résistances peuvent étre
mises en place, échangées et régulées grice aux systémes de sécrétion est une seconde voie tout a

fait pertinente, car elle pourrait mener & des traitements complémentaires.

Dans ce manuscrit de thése, les études structurales de protéines d’un systéme de sécrétion de
type IV sont présentées. Aprés une revue des principaux systémes de sécrétion connus & ce jour, le
systéme de sécrétion de type IV qui est au coeur de la conjugaison entre bactéries est détaillé. Ce
systéme est le moyen le plus utilisé pour le transfert horizontal de génes. Le T4SS étudié dans le
cadre de ce travail provient d’un élément intégratif et conjugatif, & savoir ’élément mobile ICESt3
de Streptococcus thermophilus. A la suite de la présentation de ’élément ICESt3 , mes travaux en
cristallographie et en RMN de protéines de cet ICE sont exposés. Enfin leur implication individuelle
dans ’environnement d’un systéme de sécrétion de type IV chez les bactéries & Gram positif est

discuté.






II Les subtilités des systémes de sécrétion

Parmi les grands types de molécules utilisées par le vivant, les protéines sont & la fois ouvriéres et
outils. Elles peuvent servir de catalyseur chimique en favorisant et accélérant des réactions qui sont
trés lentes dans les conditions usuelles. Elles ont aussi le pouvoir de structurer les cellules, de leur
permettre de se mouvoir, de réguler 'activité d’autres protéines, de transporter des molécules, et
bien d’autres fonctions remarquables. Il est donc logique de retrouver abondamment ces molécules
tant dans les organismes simples que complexes, au sein des cellules ou dans leur voisinage. Toutefois,
les protéines et les autres molécules du vivant ne peuvent pas, sauf exception comme les lipides,
traverser aisément la membrane complexe d’une cellule. En effet, cette membrane est beaucoup plus
élaborée qu’une simple bicouche lipidique : sa résistance accrue découle de sa nature trés structurée,
impliquant de nombreuses protéines, des lipides complexes et divers sucres (voir Figure 1, page 6).
Chez certaines cellules, comme les bactéries & Gram négatif, se trouvent deux membranes séparées
par un interstice appelé le périplasme, oil se loge une fine mais résistante couche de peptidoglycane
(5 nm). Chez les bactéries & Gram positif, une seule membrane est présente mais avec une trés
épaisse couche de peptidoglycane (30-100 nm) & lextérieur, lui permettant de se protéger de son

environnement (Clark et al., 2018 ; Pajerski et al., 2019 ; Silhavy et al., 2010).

Comment des molécules peuvent-elles étre transportées au travers d’une membrane ? La mem-
brane étant constituée majoritairement de molécules hydrophobes, les petites molécules hydrophobes
sont capables de la traverser par diffusion. En revanche, les ions et les molécules hydrophiles ne
peuvent la traverser et doivent emprunter des transporteurs ou des pores. Il existe différents types
de transporteurs pour prendre en charge a peu prés toutes les molécules. Ceux qui nous intéressent
ici sont les transporteurs de trés grandes molécules comme les acides nucléiques ou protéines. De
par leur trés grande taille, ces molécules utilisent divers systémes pour traverser les membranes.
Ces systémes peuvent étre & la fois simples et complexes. Ainsi, on retrouve par exemple des petites
protéines qui sont directement produites avec leur transporteur au sein de leur séquence primaire, ou
bien des complexes multi-protéiques de plusieurs millions de Daltons, appelés systémes de sécrétion,
qui s’ancrent dans la membrane afin de transporter leurs substrats. Il est important de préciser que

plus d’un tiers des protéines cellulaires vont étre transportées au sein et au-deld des membranes.



FIGURE 1 — Différence entre les membranes des bactéries & Gram positif et négatif
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Représentation schématique des membranes des bactéries & Gram positif (gauche) et négatif (droite). La paroi des
bactéries & Gram positif se caractérise par une seule membrane constituée d’une bicouche phospholipidique. Une
épaisse couche de peptidoglycane offre une excellente protection contre I’environnement. Chez les bactéries a Gram
négatif, la couche de peptidoglycane est bien plus fine et se trouve au niveau du périplasme entre la membrane
plasmique et une deuxiéme membrane appelée membrane externe. Dans les deux cas, les membranes sont riches
en protéines et lipides simples et/ou complexes. La structuration différente des membranes induit une différence
inévitable dans les systémes de transport de molécules chez ces organismes.




Ces systémes sont non seulement importants, ils peuvent parfois étre essentiels & la survie de ces

organismes.

Dans les paragraphes suivants, nous nous concentrerons en particulier sur les systémes de sé-
crétion chez les bactéries, qui permettent aux organismes qui les possédent de déplacer les grandes
molécules depuis leur cytoplasme (environnement interne) vers un autre milieu. Parmi ces milieux,
nous pouvons mentionner les compartiments cellulaires, ’environnement extérieur ou méme une
autre cellule (eucaryote ou bactérienne). Nous distinguerons également les systémes en fonction de
leur appartenance aux bactéries & Gram positif et négatif, car les différences structurales de leurs
membranes/parois impliquent des variations dans la structure et le mécanisme de ces systémes,
augmentant une fois de plus la complexité. Cette partie sur les systémes de sécrétion bactériens ne
sera pas exhaustive, mais tentera d’apporter des informations sur les systémes les plus connus a

I’exception du systéme de sécrétion de type IV qui fera I'objet d’un chapitre particulier.

I1.1 Sec & Tat

Commengons avec les systémes Sec et Tat, respectivement General Secretion Pathway, systéme
de sécrétion général (Sec) et Twin-Arginine Translocation, systéme de translocation & arginines
jumelles (Tat). Ces deux modes de sécrétion sont largement utilisés par la plupart des organismes
vivants et sont retrouvés chez les eucaryotes, procaryotes et archées. Leur role est similaire, ils
vont transporter une protéine au travers de la membrane cytoplasmique. Ce qui les différencie,
ce sont leurs caractéristiques structurales et le fait que 'un est capable de prendre en charge les
protéines non repliées, 'autre étant spécifique des protéines repliées (Natale et al., 2008). Ces deux
systémes reconnaissent leurs substrats protéiques lorsqu’ils portent un peptide signal. Ce dernier
est une succession d’acides aminés situés a I'extrémité N-terminale et qui est spécifique de la future

localisation de la protéine car il sera reconnu par les transporteurs qui lui sont associés.

Ces systémes sont généraux dans le sens oul ils vont accompagner la trés grande majorité des
protéines membranaires et extra-cellulaires (plus ou moins 90%) vers leur destination. Lorsque les
protéines sont membranaires, elles peuvent étre a leur tour des transporteurs membranaires ou
bien des récepteurs tandis que les protéines complétement excrétées peuvent étre des toxines, des

enzymes importantes pour le métabolisme ou bien de petits peptides permettant la communication



entre les différentes bactéries environnantes. Il est également possible que ces systémes servent

d’intermédiaires pour un autre systéme de sécrétion, si nécessaire.

II.1.1 La voie Sec

La voie Sec est I'un des systémes de sécrétion les plus importants et le mieux étudié. Il est
généralement essentiel a la viabilité cellulaire chez les procaryotes, c’est pourquoi on le retrouve chez
quasiment toutes les bactéries avec quelques améliorations et /ou additions chez certaines d’entre elles
(Chatzi et al., 2013). La voie Sec est également utilisée dans le transport de facteurs de virulences
chez certaines bactéries pathogénes (Bensing & Sullam, 2002 ; Braunstein et al., 2003 ; Korotkov et
al., 2021 ; Lenz et al., 2003). La fonction principale de la voie Sec permet 'export de protéines non
repliées depuis le cytoplasme vers la membrane plasmique. Ces fragments protéiques sont ensuite
intégrés latéralement dans la membrane, ou bien transportés au-dela de la membrane, que cela soit le
périplasme chez les bactéries a Gram négatif ou bien vers le milieu extérieur dans le cas des bactéries
a Gram positif. Bien que ’épaisse couche de peptidoglycane chez les bactéries & Gram positif soit
complexe et protége efficacement la bactérie des différentes contraintes environnementales, elle reste
perméable aux protéines car il n’y a pas de deuxiéme membrane comme pour les bactéries & Gram

négatif.

Compte tenu de la quantité de protéines qu’il transporte, le systéme Sec est complexe, impliquant
de nombreux éléments. Tout d’abord, les protéines non repliées qui sont en route vers la membrane
plasmique pour étre exportées doivent impérativement rester non repliées et solubles. On appelle ces
molécules des pré-protéines, car elles n’ont pas encore atteint leur structure fonctionnelle. Toutes les
protéines transportées par la voie Sec sont initialement des pré-protéines et c’est ici que le peptide
signal joue un role majeur (Gouridis et al., 2009). Essentiellement constitué de résidus hydrophobes,
il est situé au niveau de l'extrémité N-terminale et permet un ciblage et un tri spécifique des
protéines, selon leur fonction et leur localisation cellulaire (Papanikou et al., 2007). Dans le cas de
la voie Sec, c’est la translocase/ATPase SecA qui reconnait spécifiquement le peptide signal. La
translocase est couplée au canal SecYEG, et enclenche le transport en consommant de I’adénosine
tri-phosphate (ATP). Chez les eucaryotes, SecYEG est connue sous le nom de SEC61, et il existe

des systémes paralogues chez les procaryotes (SecA2/SecY?2) (Papanikou et al., 2007).



FIGURE 2 — La voie de sécrétion Sec
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Représentation schématique des modules principaux du systéme Sec ainsi que du processus de sécrétion. (A) Pour les
protéines membranaires, I’hélice membranaire néoformée qui émerge du ribosome est recrutée par la SRP ("Signal
Recognition Particle", particule de reconnaissance du signal). Le complexe protéique est transféré vers le canal SecYEG
4 l'aide du récepteur & SRP, FtsY. Certaines protéines peuvent directement emprunter le chemin grisé via YidC. Dans
le cas des protéines non membranaires, elles sont reconnues par la protéine TF (" Trigger Factor", facteur déclencheur)
et seront prises en charge par SecA (soluble ou liée au canal SecYEG). Certaines chaperonnes comme SecB peuvent
aider cette prise en charge. Note : SecA peut participer aux translocations des protéines membranaires lorsque celles-
ci possédent de grandes régions hydrophiles. (B) Une fois que le complexe entre SRP et la protéine membranaire
atteint SecYEG, la pré-protéine entre dans la membrane au travers du canal pendant qu’elle est synthétisée, avec
l’aide de YidC. Dans le cas de la protéine non membranaire, la pré-protéine interagit avec SecA, elle méme liée
au canal SecYEG. SecA utilise ’ATP comme source d’énergie pour transférer la protéine au travers du canal. La
protéine SecDF-YajC peut aider ce processus. La protéine SPase clive ensuite le peptide signal permettant de relacher
la protéine mature dans le périplasme. La force proto-motrice peut aider dans les deux modes de translocation. (C)
Enfin, les protéines solubles libérées dans le périplasme peuvent (I) interagir avec les chaperonnes (Skp et SurA dans
cet exemple) afin d’étre prises en charge par le systéme BAM pour étre insérées dans la membrane externe, (II)
se replier spontanément ou avec l'aide d’autres chaperonnes (Dsb, PpiA qui catalysent des réactions enzymatiques
facilitant le repliement de la protéine),(IIT) étre prises en charge par un autre systéme spécialisé (comme les systémes
de sécrétion, qui ne sont pas représentés ici), ou (IV) étre ancrées dans la membrane externe (coté périplasme) via
de petits lipides.

tiré de Chatzi et al., 2013




Afin d’amener la protéine vers la membrane et le systéme de translocation, plusieurs acteurs
peuvent entrer en jeu (voir Figure 2, page 9). En majorité, les protéines membranaires sont prises
en charge pendant leur synthése par le ribosome, on parle d’une prise en charge co-traductionnelle ;
au contraire, la plupart des protéines solubles qui seront sécrétées seront prises en charge aprés
leur synthése, de fagon post-traductionnelle. La protéine SRP ("ribonucleoprotein signal recognition
particle") est 'un de ces acteurs (Luirink & Sinning, 2004). D’autres protéines appelées chaperonnes
peuvent participer pour guider les protéines qui seront excrétées, favoriser leur solubilité (protéines

transmembranaires) et réguler le transport de ces derniéres.

I1.1.2 La voie Tat

A Tinverse de la voie Sec, la voie Tat se distingue par le transport de protéines repliées, et plus
spécifiquement au travers de la membrane cytoplasmique (C. Robinson & Bolhuis, 2004). Ce systéme
peut transporter des grandes protéines ou complexes sans dépenser la moindre molécule d’ATP : il
repose sur la force protomotrice (Cline et al., 1992), cette méme force qui permet d’actionner I’ATP
synthase (voir Figure 3, page 11). Bien que cette voie soit utilisée par les bactéries, les archées
et dans les choloroplastes des plantes, le mécanisme global est encore mal compris & cause de
I’absence de données structurales & haute résolution sur le systéme et ses composants. En revanche,
les événements qui précédent le transport ont été décrits récemment (Frain et al., 2019). Les protéines
qui jouent un réle important dans ce systéme sont TatA, TatB et TatC chez les bactéries a Gram
négatif, tandis que chez les bactéries & Gram positif, TatA et TatB sont regroupées en une seule

protéine multidomaine (Frain et al., 2019 ; Pop et al., 2002 ; Sargent et al., 1999).

Chez les bactéries, les substrats de ce systéme varient beaucoup. En effet, entre 20 et 30 substrats
ont été identifiés chez les bactéries entériques comme E. coli (Berks et al., 2000). En revanche,
chez les bactéries & Gram positif, seulement quelques substrats ont été prédits (Dilks et al., 2003 ;
Sibbald et al., 2006 ; Tjalsma et al., 2004). Les raisons précises qui déterminent 1'utilisation de ce
systéme restent encore mal comprises, mais plusieurs pistes ont été découvertes et documentées.
La premiére est que la formation d’un complexe protéine/cofacteur grace a une enzyme est plus
simple dans le cytoplasme, plutét que dans le périplasme entre autres parce que le transport de
tous les partenaires vers le périplasme coiite beaucoup d’énergie (Berks, 1996). En effet, il est bien

plus compliqué d’employer plusieurs mécanismes de transport & la fois pour la protéine, pour le
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cofacteur et pour ’enzyme vers le périplasme afin de réaliser la réaction. Deuxiémement, le contenu
en ion métallique dans le cytoplasme est bien plus strict et permet d’éviter une certaine compétition
entre les ions pour les sites actifs des protéines (Monteferrante et al., 2012; Tottey et al., 2008).
Enfin, certains complexes s’assemblent de facon optimale dans le cytoplasme. Il est donc logique de

favoriser leur assemblage avant leur transport.

FIGURE 3 — La voie de sécrétion Tat
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tiré de Lee et al., 2006

Représentation schématique du systéme de sécrétion Tat. (A) Aprés avoir été synthétisée au sein du ribosome (en
beige), la protéine peut éviter les autres modes de sécrétion grace a son peptide signal et a son repliement. (B) Apres
repliement, les co-facteurs et autres sous-unités protéiques s’ajoutent a la protéine (C) avant que l’ensemble soit
dirigé vers le récepteur TatBC (en bleu et jaune). (D) La force proto-motrice permet la formation d’un complexe de
translocation actif TatABC qui permet ensuite au substrat de traverser le canal formé majoritairement par TatA (en
rouge). (E) Aprés que le peptide signal a été clivé, la protéine mature est relachée dans le périplasme.

Tout comme la voie Sec, la translocation par la voie Tat nécessite la présence d’un peptide signal

en N-terminal de la protéine a transporter (Rodrigue et al., 1999). Il semblerait que ce peptide ne
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soit pas obligatoire pour les autres partenaires du complexe. Bien que possédant une structure et
composition assez similaires au peptide signal Sec, le peptide signal Tat présente un motif particulier
contenant deux arginines, d’oli le nom de systéme de translocation & arginines jumelles. La délétion
de T'une de ces arginines diminue le taux de transport chez les bactéries, et la double délétion
réduit ce taux a zero (Buchanan et al., 2001). Chez les plantes, les deux arginines sont essentielles

(Chaddock et al., 1995).

I1.2 Systéme de sécrétion de type I

Le systéme de sécrétion de type I (T1SS) est une machinerie assez simple retrouvée chez les
bactéries & Gram négatif (Wells & Henderson, 2013). Le plus connu des T'1SS chez E. coli permet
de transporter I’hémolysine, une toxine formant des pores dans des cellules entériques que I’on trouve
dans la souche entérohémorragique (ECEH) et qui a par exemple causé une épidémie en Allemagne
en 2011 (Frank et al., 2011) avec plus de 3300 malades, dont une centaine de cas graves et plus de

trente déceés.

Le T1SS permet & la bactérie de sécréter des protéines non repliées directement depuis le cy-
toplasme vers le milieu extérieur, en agissant comme deux plateformes indépendantes sur les deux
membranes (voir Figure 4, page 13). Une fois que le substrat a été reconnu, grace a une séquence
située en C-terminal dans ce cas, la partie inférieure (IMC, "Inner membrane complex", complexe
de la membrane interne) située dans la membrane interne va interagir avec la partie supérieure
(OMC, "OQuter membrane complex", complexe de la membrane externe) de la membrane externe.
Cet appariement permet la formation d’un canal mature pour transporter la protéine du cytoplasme
vers le milieu extracellulaire. Les substrats ont des tailles trés variables, allant de 80 a plus de 8000
résidus et des fonctions également diverses (Delepelaire, 2004), comme des protéases, des lipases, des
toxines, etc... Comme précisé un peu plus haut, c’est majoritairement par l'extrémité C-terminale
que sont reconnus les substrats du systéme, toutefois il existe certaines exceptions pour lesquelles la

voie Sec peut intervenir (Ghigo & Wandersman, 1994 ; Koronakis et al., 1989 ; Sheikh et al., 2002).
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FIGURE 4 — Le systéme de sécrétion de type I
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Représentation schématique du systéme de sécrétion de type I. Aprés reconnaissance d’un peptide signal en C-terminal
du substrat (la protéine sécrétée), le complexe de la membrane interne composé de VATPase ABC et de protéines
MFP interagit avec le trimére OMP situé sur la membrane externe. S’ensuit la formation d’un canal scellé qui traverse
les deux membranes permettant au substrat d’étre sécrété en une seule étape sans passer par le périplasme.
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I1.3 Systéme de sécrétion de type 11

Découvert il y a une vingtaine d’années, le systéme de sécrétion de type II est reconnu comme
facteur important pour la virulence de bactéries a Gram négatif. Il favorise 'acquisition de nutri-
ments, la création de biofilms, I'invasion et la colonisation par ces organismes. Les bactéries du
groupe "ESKAPE" (De Oliveira et al., 2020), connues pour leur dangerosité dans les milieux hos-
pitaliers, utilisent le T2SS pour sécréter certaines protéines favorisant I'infection d’un patient. Les
protéines sécrétées par ce systéme ont toutefois des fonctions diverses et variées, comme des pro-
téases, lipases, etc. Dans certaines espéces de bactéries, le T2SS peut n’avoir qu’un seul substrat,
tandis que chez d’autres espéces il y a en a plusieurs (Cianciotto, 2005). Petit point supplémentaire
sur ce systéme, il serait également le précurseur des systémes de pili de type IV (T4P) (Melville &
Craig, 2013).

FIGURE 5 — Le systéme de sécrétion de type II
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Représentation schématique du fonctionnement hypothétique d’un systéme de sécrétion de type II. Les protéines Gsp
("General secretory pathway", voie de sécrétion générale) sont symbolisées ici par leur préfixe en lettres capitales.
L’ATPase GspE est en orange, les protéines du complexe de la membrane interne sont en vert, 'extrémité du pseudo-
pilus est grise, le pseudopilus est en rose et la sécrétine située sur la membrane externe est en bleu, cyan et pourpre.
De gauche a droite est représenté le mécanisme possible de sécrétion. Tout & gauche se trouve I’état fonctionnel,
en attente du substrat. Sur la seconde représentation, le substrat a sécréter (ici en jaune, la toxine cholérique) se
place sur 'extrémité du pseudopilus. Le troisiéme panneau représente la croissance du pseudopilus par assemblage
des sous-unités via la base, 'ouverture de la sécrétine jusqu’au quatriéme et dernier état ou la protéine est libérée a
I'extérieur de la cellule.
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Le T2SS est un complexe qui permet de transporter des protéines repliées depuis le périplasme
des bactéries & Gram négatif jusqu’a Uextérieur de la cellule (voir Figure 5, page 14). Il faut donc que
les protéines soient d’abord transportées vers le périplasme par la voie Sec ou Tat (Korotkov et al.,
2012; Voulhoux et al., 2001), et qu’elles présentent en N-terminal une séquence peptide spécifique &
I'une de ces deux voies (Korotkov et al., 2012). De plus, le T2SS transportant les protéines repliées,
il faut donc impérativement que cette étape de repliement se passe dans le périplasme pour les

protéines utilisant la voie Sec.

La composition des T2SS est bien plus élaborée que celle du T1SS. C’est un complexe d’environ
15 protéines différentes dont les copies définissent sommairement 4 parties distinctes. Ces derniéres
s’étendent sur les deux membranes et sont respectivement nommeées complexe de la membrane
interne (IMC) et complexe de la membrane externe (OMC) (Korotkov et al., 2011). Au sein du
complexe de la membrane externe réside une protéine multimérique appelée la sécrétine qui possede
notamment une extrémité N-terminale suffisamment longue pour entrer en contact avec le complexe
de la membrane interne qui s’étend dans le périplasme (Korotkov et al., 2011). La plateforme du
complexe de la membrane interne joue un role essentiel car elle interagit avec toutes les autres
parties du T2SS (Korotkov et al., 2012). L’ATPase, qui permet d’alimenter I’ensemble du systéme
en énergie, se trouve dans le cytoplasme. A l'inverse, le pseudopilus, qui se trouve au niveau du
complexe de la membrane externe, agirait comme un piston : le contact entre le substrat et les
protéines de la plateforme (sécrétine et pseudopilus) activerait I’ATPase, permettant I’élongation
du pseudopilus jusqu’a l'extérieur de la cellule (Hobbs & Mattick, 1993 ; Korotkov et al., 2012;

Michel-Souzy et al., 2018).

I1.4 Systéme de sécrétion de type III

Retrouvés chez les bactéries & Gram négatif, les T'3SS font partie des systémes les plus complexes
que l'on connaisse aujourd’hui chez ces organismes, avec une seule & une centaine de copies pour
chacune des 20 & 30 protéines que 'on peut retrouver au sein de ces systémes, selon les espéces
(Biittner, 2012 ; Cornelis, 2006). Le coeur du complexe, aussi appelé "injectisome", est capable de
transporter ses substrats protéiques probablement repliés directement depuis le cytoplasme vers le
milieu extérieur et est conservé entre les différentes espéces bactériennes (Cornelis, 2006 ; Galan &

Wolf-Watz, 2006). La plupart des T3SS sont impliqués dans la virulence entre la bactérie hote et
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une cellule eucaryote. C’est le premier des systémes présentés dans cette introduction & pouvoir faire
traverser 3 membranes & son substrat protéique, que I'on nomme effecteur protéique (spécifique au
T3SS). La plupart des bactéries pathogénes utilisant ce systéme perdent partiellement ou totalement
leur virulence lorsque l'on inactive leur T3SS (Hueck, 1998). Ces effecteurs protéiques portent une
séquence spécifique en N-terminal nécessaire pour étre transportés par le T3SS. Bien que certains
d’entre eux n’en aient pas besoin, la plupart des substrats protéiques sont accompagnés par des
chaperonnes jusqu’a la base du T3SS. Tout comme le T2SS, le T3SS posséde également une base
commune avec certains flagelles (Van Gijsegem et al., 1995). En effet, les deux systémes emploient un
long filament pour remplir leur fonction. L’un utilise une sorte de seringue pour injecter un effecteur
protéique dans une autre cellule, et I'autre une hélice qui, lorsqu’une rotation est appliquée a sa

base, permet & la cellule de se mouvoir dans son environnement.

Les T3SS peuvent étre décomposés en 3 parties (Green et Mecsas, 2016), le corps du complexe
ancré dans la bactérie, "I’aiguille" qui permet a un effecteur d’étre transporté, et le translocon qui
crée un pore dans la cellule ciblée (voir Figure 6, page 17). La base du complexe comprend I’ensemble
de la machinerie depuis la membrane interne c6té cytoplasme jusqu’a la membrane externe, et forme
une gigantesque structure & base d’anneaux de protéines empilés, contenant 1 & une centaine de
copies de 15 protéines différentes (Burkinshaw & Strynadka, 2014 ; Kubori et al., 1998). Cette base
contient, entre autres, une sorte de plateforme d’ott émerge un filament cylindrique qui s’étend depuis
une sécrétine située au niveau de la membrane vers le milieu extra-cellulaire. Ce filament serait creux
et assez large pour pouvoir transporter directement les effecteurs protéiques comme le contenu d’une
seringue au travers d’'une aiguille (Deane et al., 2006 ; Demers et al., 2014 ; Dohlich et al., 2014;
Radics et al., 2014). Au bout du filament se trouve la machinerie permettant de reconnaitre la
cellule cible ainsi que le translocon (Holmstrom et al., 2001 ; Picking et al., 2005). Une fois que les
conditions sont réunies, ces deux éléments vont créer un pore dans la membrane de la cellule cible

afin de permettre la translocation des effecteurs protéiques directement dans le cytoplasme.
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FIGURE 6 — Le systéme de sécrétion de type III
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Représentation schématique du systéme de sécrétion de type III. Les panneaux de gauche et du milieu sont des
visualisations 3D de données de cryomicroscopie électronique (pleine et en coupe). Le panneau de droite est un
schéma qui indique 'emplacement de la plupart des éléments importants. En jaune sont représentés les composants
cytoplasmiques, en rouge l'appareil d’export, en bleu la base et les composants de l'aiguille, puis 'extrémité de
Iaiguille et le translocon en vert.
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II.5 Systéme de sécrétion de type V

Les T5SS sont les systémes de sécrétion les plus simples et probablement les plus fascinants.
Parmi leurs différentes classes, on trouve par exemple les protéines "Autotransporters", ou AT, qui
représentent la classe ba des T5SS. Ces protéines multi-domaines possédent leur propre systéme de
transport. En effet, sur les 3 domaines principaux, le premier est une séquence signal N-terminale
qui permet & la protéine d’étre transportée vers le périplasme par la voie Sec. Ensuite, le dernier
domaine s’assemble en un grand tonneau 3 constitué de 12 brins 3 et s’intégre dans la membrane
externe (Henderson et al., 1998 ; Henderson & Nataro, 2001). Enfin, le domaine de la protéine
fonctionnelle, situé au milieu des deux domaines de transport, traverse la membrane externe ou la
protéine peut soit rester ancrée, soit étre clivée (Henderson et al., 2004). D’autres classes existent
comme 5b, rassemblant les " Two-partners secretion” ou TPS dont le mécanisme ressemble & celui

des AT, mais qui sont composées de deux protéines au lieu d’une seule (voir Figure 7, page 18).

FIGURE 7 — Le systéme de sécrétion de type V
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Représentation schématique du systéme de sécrétion de type V, divisé en 5 classes différentes : les autotransporteurs
classiques ou AT (5a), la sécrétion double-partenaire ou TPS (5b), adhésine trimérique autotransportrice TAA (5c¢)
ainsi que les types 5d et 5e. Toutes ces protéines ont un peptide signal situé en N-terminal, possédent leur propre canal
de translocation sous la forme d’un tonneau 3 et un domaine "passager" qui sera sécrété a la surface. Cependant, ils
différent en nombre de génes, en organisation et par la structure du canal.
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I1.6 Systéme de sécrétion de type VI

Le T6SS fait partie des machineries moléculaires qui nous font dire que ’Homme n’a fait que
réinventer ce que la nature utilise depuis des centaines de millions d’années. Tout comme I’ATP
synthase agit comme un barrage hydroélectrique en utilisant la force proto-motrice pour actionner
sa turbine afin de créer de I’énergie sous forme d’ATP, le T6SS est une sorte d’arbaléte, propulsant
une grande pique depuis U'intérieur de la cellule vers une cellule cible dans le but d’y injecter des
toxines. Le T6SS a été découvert assez récemment par rapport aux autres systémes de sécrétion,
en 2006 chez le pathogéne Vibro cholerae (Pukatzki et al., 2006), et depuis a été détecté chez de
nombreux autres pathogénes humains (Dudley et al., 2006 ; Folkesson et al., 2002 ; Lertpiriyapong
et al., 2012; Mougous et al., 2006). Toutefois, le T6SS n’est pas réservé a l'agression de cellules
eucaryotes, il joue un role tout aussi important contre les bactéries, y compris lors des co-infections
entre pathogénes chez '’humain. Les T6SS reprennent en partie le fonctionnement des bactériophages
en arborant une sorte de tube rigide et un filament flexible qui ’entoure qui s’appelle également le
"fourreau" (Leiman & Shneider, 2012 ; Pukatzki et al., 2007) (voir Figure 8, page 20). Ce dernier
est capable de se contracter lors d'un contact avec une cellule "proie". La contraction du filament
permet au tube central d’étre propulsé, au bout de ce dernier se trouve la protéine qui facilite la
perforation de la membrane, et permet ensuite a 'effecteur d’entrer dans la cellule (voir Figure 9,
page 21). Ces systémes sont capables de transporter de larges protéines repliées hydrophiles (Vettiger

et al., 2017).

Les T6SS connus aujourd’hui présentent au moins 13 protéines conservées, avec un maximum
d’environ 21 protéines. Par exemple, la protéine du tube rigide aussi appelée Hcp est connue pour
former des hexameéres qui peuvent s’empiler (Ho et al., 2014). Le "fourreau" contractile qui entoure
le tube est composé de la protéine VipA /B qui forme également des hexameéres empilés, avec une

ouverture bien plus large, compatible avec le tube (Wang et al., 2017).

19



FIGURE 8 — Similarité de fonctionnement des bactériophages T4 et des T6SS
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Représentation schématique de bactériophages T4 et du systéme de sécrétion de type VI. Le processus d’injection
posséde des points communs (représentés par la méme couleur) pour ces deux systémes. La contraction du "fourreau”
(gp18 ou VipA/B) permet au tube central (gpl9 ou Hep) d’étre propulsé au travers de la membrane afin de délivrer
le substrat, que ce soit de ’ADN pour le bactériophage ou bien un effecteur protéique dans le cas du T6SS.
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FIGURE 9 — Le systéme de sécrétion de type VI
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(A) La plateforme centrale est formée par les protéines TssE, TssJ, TssK, TssL and TssM. Les autres composants
qui ne sont pas indiqués sont TssA, TssF et TssG. Dans certains T6SS, Fha est un composant essentiel de ce
complexe. (B) VgrG, PAAR et les effecteurs protéiques sont recrutés vers ce complexe et s’assemblent dans le complexe.
L’interaction de VgrG avec PAAR et/ou Deffecteur protéique participe probablement a la stabilité de la structure
globale. (C) Le tube de Hep est polymérisé depuis le complexe VgrG/PAAR qui est lié a leffecteur protéique, et le
fourreau VipA /VipB se construit autour de Hep. (D) Tout comme le fonctionnement chez le phage, un changement
conformationnel du fourreau VipA /VipB engendre une contraction qui propulse le tube Hep en dehors de I’hote jusque
dans la membrane de la cellule cible. Cette contraction permet de délivrer I'effecteur protéique dans la cellule cible.
La protéine ClpV utilise de I’énergie sous forme d’ATP pour remodeler le fourreau contracté, permettant ensuite au
tube Hep d’étre désassemblé a son tour. (F) La plateforme centrale est ensuite préte a recommencer le processus ou
a étre désassemblée.
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I11.7 Systéme de sécrétion de type VII

Particuliérement étudié chez le bacille de Koch également connu sous le nom de Mycobacterium
tuberculosis, le systéme de sécrétion de type VII posséde un role direct dans le développement et
la virulence de la maladie (Bunduc, Bitter et al., 2020). Il a également été étudié chez certains
Streptomyces (Roman et al., 2010), ainsi que les Firmicutes comme Staphylococcus aureus (Bottai
et al., 2017). Pour comprendre pourquoi ce systéme est & la fois unique et important pour les
mycobactéries, il faut s’intéresser & leur physiologie. En effet, les mycobactéries sont des bactéries
filamenteuses appartenant au groupe des bactéries & Gram positif mais possédent une seconde

bicouche lipidique, de la méme maniére que les bactéries & Gram négatif (voir Figure 10, page 22).

FI1GURE 10 — La paroi des mycobactéries
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Représentation schématique de la paroi des mycobactéries. Celle-ci est composée de glycolipides (PIM, ou
phosphatidyl-myo-inositol mannosides; LM, lipomannane ; LAM, lipoarabinomannane ; ManLLAM, lipoarabinoman-
nane mannosylé), de peptidoglycane, d’arabinogalactane et d’acides mycoliques. Les acyl-lipides sont intercalés dans
la couche mycolique (avec TMM, trehalose monomycolate ; TDM, trehalosedimycolate ; DAT, diacyltrehalose ; PAT,
polyacyltrehalose ; PDIM, phthiocerol dimycocerosate et enfin SGL, sulfoglycolipide). Les éléments de la capsule ne

sont pas représentés ici.

En plus de la couche de peptidoglycane épaisse caractéristique des bactéries & Gram positif, les
mycobactéries présentent également une couche d’arabinogalactane liée covalemment au peptido-

glycane, la partie "arabinose" étant orientée vers le milieu extérieur. Les acides mycoliques dont
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la chaine carbonée est particuliérement longue et ramifiée se lient aux résidus arabinoses. Afin de
compléter la bicouche lipidique, d’autres lipides libres se lient aux acides mycoliques et forment la
"mycomembrane" (Dulberger et al., 2020 ; Hett & Rubin, 2008 ; Kieser & Rubin, 2014). Ces derniers
sont particuliérement intéressants car nombre d’entre eux sont considérés comme des facteurs de
virulence, par exemple le lipoarabinomannane (LAM) (Karakousis et al., 2004). Enfin, les mycobac-
téries sécrétent des protéines, des lipides et des glucides qui forment une capsule, ajoutant encore a
I'imperméabilité de I’ensemble de la paroi cellulaire (Daffé & Etienne, 1999). En tout, prés de 40%
de la masse cellulaire séche des mycobactéries est constituée de lipides, ce qui représente presque
le double par rapport aux bactéries & double membrane plus conventionnelles que nous manipulons

en laboratoire (Brennan & Goren, 1979).

Cette imperméabilité permet a la cellule de se protéger efficacement de son environnement,
notamment des agents antibactériens ou des lysozymes utilisés par les phagocytes. Cela dit, elle
fonctionne également dans le sens inverse. Chez les mycobactéries, on retrouve les systémes Sec et
Tat afin de transporter les protéines depuis le cytoplasme vers le périplasme, mais le systéme dédié
pour transporter depuis le périplasme vers le milieu extérieur reste encore inconnu (van Winden et
al., 2019). Le systéme de sécrétion de type VII quant a lui devrait permettre de traverser I’ensemble
de la paroi (voir Figure 11, page 24), car aucun des substrats du systéme n’a encore été détecté
dans le périplasme (van Winden et al., 2019). Les effecteurs sont repliés et sont souvent transportés

sous forme de diméres (Houben et al., 2014).

Dans le cas des T7SS chez les mycobactéries, on parle plutét de systémes ESX ou Ecc, les
premiers étant nommeés de ESX-1 & ESX-5. Pour donner un exemple, le vaccin BCG contient une
souche de Mycobacterium bovis, et cette souche est atténuée grace a la délétion de ESX-1 (Pym
et al., 2002). Pour une revue plus compléte sur ces systémes et leurs substrats, voir (Bunduc, Bitter
et al., 2020). Concernant la structure des ESX, I'une des structures les plus récentes est celle de

I'ESX-5 par cryomicroscopie électronique (Bunduc, Fahrenkamp et al., 2020).
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FIGURE 11 — La paroi des mycobactéries
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Représentation schématique d’un systéme de sécrétion de type VII chez une mycobactérie. Les éléments de la mem-
brane en bleu forment un complexe dont I’homologue EccC est probablement I’ATPase qui fournit I’énergie pour la
sécrétion. La mycosine (MycP) ne fait pas partie de ce complexe mais est essentielle pour la sécrétion. Les substrats
du T7SS (en vert) sont reconnus grace a leur signaux YxxxD/E et WxG (en rouge). La sécrétion de diméres PE-PPE
dépend de chaperonnes cytosoliques EspG et EccA (en jaune et orange). Le processus intégral est encore inconnu, la
partie de la membrane externe est symbolisée par un point d’interrogation (en gris).
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I1.8 Systéme de sécrétion de type VIII

Comme les autres systémes, le T8SS permet de transporter une protéine vers le milieu extérieur.
Jusque 1a, c’est assez classique. Ce qui le différencie, c’est la protéine qu’il va transporter. En
effet, le T8SS est responsable de la sécrétion de la protéine "Curli". Un bien joli nom, tout a
fait approprié puisque cette protéine va s’assembler sous forme de filaments qui vont boucler sur
eux-mémes. On retrouve exclusivement ces filaments chez les bactéries des groupes Proteobacteria
et Bacteroidetes (Barnhart & Chapman, 2006). Ces fibres vont participer activement au biofilm
bactérien, en s’enroulant autour des bactéries afin de favoriser leur adhérence sur une surface (Bhoite
et al., 2019 ; Kikuchi et al., 2005). Chez certains pathogénes, ces filaments facilitent la colonisation

de I'hote (Gophna et al., 2001 ; Van Gerven et al., 2018).

Chez E.coli, le T8SS est composé de 7 protéines distinctes nommées CsgA a CsgG (Hammar
et al., 1995). CsgA et CsgB sont les composants principaux du filament, tandis que CsgE, CsgF
et CsgG permettent ’assemblage de la machinerie de sécrétion. CsgC est une chaperonne et CsgD
régule I'expression des 3 premiéres protéines. CsgA et CsgB sont tout d’abord transportées vers le
périplasme par le systéme Sec et transportées vers le milieu extérieur par la machinerie de sécrétion
CsgEFG (Nenninger et al., 2011; Nenninger et al., 2009; L. S. Robinson et al., 2006). Les deux
protéines s’assemblent ensuite pour former le filament. Le repliement de la protéine et la formation
des filaments & l'intérieur de la cellule seraient catastrophiques pour la bactérie, et c’est le role de
la chaperonne CsgC (et CsgE) d’éviter cet assemblage prématuré (Evans et al., 2015) (voir Figure

12, page 26).
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FIGURE 12 — Le systéme de sécrétion de type VIII
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Les sous-unités de Curli CsgA entrent dans le périplasme via la voie générale de sécrétion Sec, d’ou elles vont étre
dirigées vers Uextérieur de la cellule sous forme de protéines non repliées (CsgA-U) via le transporteur CsgG. Le
repliement prématuré et la polymérisation de CsgA sont réprimés par CsgE et CsgC, sans quoi les filaments peuvent
engendrer la mort cellulaire. CsgG forme un complexe nonamérique qui agit comme un canal de diffusion de peptides
en coopérant avec CsgE qui recouvre la partie inférieure du canal en formant une sorte de bouchon. Le recrutement
de CsgA au niveau du canal permet de créer un gradient qui favorise sa diffusion au travers du canal vers le milieu
extérieur ou son repliement et I'assemblage des filaments de Curli sont dirigés par CsgB et CsgF. CsgF est certainement
positionnée proche du canal. Le role exact de CsgF ainsi que le lieu d’élongation des filaments sont encore inconnus
(symbolisé par des fléches en pointillé). IM : membrane interne, OM = membrane externe.
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I1.9 Systéme de sécrétion de type IX

Le systéme de sécrétion de type IX est I'un des derniers systémes de sécrétion & avoir été
découverts et est pour 'instant uniquement décrit dans le groupe Bacteroidetes (Lasica et al.,
2017; McBride & Zhu, 2013b) (voir Figure 13, page 28). La premiére fonction étudiée du T9ISS
est la sécrétion des "gingipaines", des protéases qui dégradent les cytokines qui sont des molécules
signal essentielles pour la défense et la réponse immunitaire chez un hote (Guo et al., 2010). En
I’occurrence, ce facteur de virulence est sécrété ou recruté sur la membrane par le T9SS aprés avoir
été transporté vers le périplasme par le systéme Sec/Tat, tout comme ’ensemble des substrats
des T9SS. La deuxiéme fonction étudiée est tout autre, et on la retrouve chez les bactéries non
pathogénes. Il s’agit de la motilité par glissement et I’assemblage du systéme a beaucoup en commun
avec le T9SS cité plus haut (McBride & Nakane, 2015 ; McBride & Zhu, 2013a). Enfin, ces bactéries
également retrouvées dans les sols sont capables de dégrader la cellulose et la chitine via la sécrétion
d’enzymes, encore une fois transportées par un T9SS (Kharade & McBride, 2014 ; Zhu & McBride,

2014). L’ensemble de ces fonctions rendent le T9SS polyvalent pour ces organismes.

Assez curieusement, la partie membranaire interne des T9SS est constituée d’un moteur utili-
sant la force proto-motrice afin de faire tourner un stator incliné dont I'extrémité décrit des cercles
d’environ 18 nm de diamétre. Cette rotation serait ensuite transmise via interaction avec 1’assem-
blage situé sur la membrane qui s’étend dans le périplasme, fournissant I’énergie nécessaire pour la
translocation de protéines ou bien la motilité par glissement (Gorasia, Veith et al., 2020 ; Hennell-
James et al., 2020 ; Leone et al., 2018). Le complexe de la membrane externe, appelé translocon ou
SprA /Sov (respectivement retrouvé chez F. johnsoniae et P. gingivalis), est aussi trés intéressant.
L’ensemble forme un des plus grands tonneaux 3 jamais découverts avec 36 brins 3 au total et une
ouverture interne mesurée d’environ 7 nm (Lauber et al., 2018). Deux autres protéines nommeées
PorV et Plug ont un réle important dans le mécanisme. L’ouverture du canal SprA /Sov se fait par

interaction avec PorV, et la fermeture se fait par fixation de Plug au niveau de I’entrée du canal.
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FIGURE 13 — Le systéme de sécrétion de type IX
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Représentation schématique du systéme de sécrétion de type IX. La structure globale du translocon ainsi que les
protéines qui forment le pore dans la membrane externe ont été résolues et présentées dans une autre publication
(Gorasia, Chreifi et al., 2020), en cours d’édition. Le substrat du T9SS (aussi appelé protéine cargo) doit posséder
deux signaux : un signal peptide en N-terminal qui permet de diriger la protéine vers la voie Sec, et un domaine C-
terminal (CTD) reconnu par le T9SS. Apreés translocation au travers de la membrane interne, la plupart des protéines
obtiennent leur repliement final dans le périplasme. Ensuite, le CTD permet de diriger la protéine vers le T9SS pour
étre transférée vers le milieu extérieur. Enfin, le CTD est clivé de la protéine par la sortase PorU, et la protéine
sécrétée est modifiée via 'addition d’un lipopolysaccharide anionique (A-LPS) qui fixe la protéine sur la surface de
la membrane externe. Les deux composants PorX/PorY ainsi que le facteur sigma SigP ont un effet de régulation sur
les génes Por.

28



I1.10 Les derniers systémes de sécrétion

Assez récemment, les systémes de sécrétion de type X et XI ont été décrits (TXSS, Palmer et al.,
2021) (TXISS, Grossman et al., 2021). L’étude du TXSS a notamment permis de répondre a I'un
des mystéres autour de la toxine typhoide qui avait besoin d’une hydrolase de peptidoglycane spé-
cifique (muramidase) pour étre transportée au travers des membranes chez les salmonelles (Gram
négatif). Egalement, ce systéme a été décrit chez Serratia marcescens (Gram négatif) dans le cas de
la sécrétion de la chitine qui a également besoin d’une hydrolase de peptidoglycane (endopeptidase).
Dans le cas du TXISS, ce systéme de sécrétion permet de transporter de nombreuses molécules au
travers de la membrane externe chez les bactéries & Gram négatif. Les acteurs principaux de ce
systéme ont d’abord été découverts chez les bactéries pathogénes animales (comme Pasteurella mul-
tocida, le choléra des poules, Heungens et al., 2002), il a ensuite été associé aux bactéries pathogénes
humaines (Hooda et al., 2017 ; Hooda et al., 2016). Ce systéme permet notamment de sécréter des

lipoprotéines et des protéines solubles qui semblent avoir un role dans le biofilm bactérien.

Nous pouvons nous attendre & de nombreux nouveaux systémes de sécrétion dans le futur, notam-
ment grace a ’énorme diversité d’organismes et de substrats transportés au travers des membranes.
Pour le moment, les classifications suivent 'ordre des découvertes, mais il n’est pas exclu qu’une
nouvelle classification soit proposée au fur et & mesure des découvertes, permettant de regrouper les
systémes en fonction de la membrane traversée, du type de substrat et du groupe bactérien (Gram

positif ou négatif).
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III Le systéme de sécrétion de type IV

Apreés avoir fait un tour d’horizon des systémes de sécrétion, on se rend bien compte de la diversité
des systémes employés par le vivant pour transporter les macromolécules biologiques vers le milieu
extracellulaire. Pour leur part, les systémes T4SS sont capables de transporter tout type de molécules
et complexes depuis une cellule vers une autre, y compris de ’ADN dans le processus de conjugaison.
Ces systémes sont présents chez un grand nombre de procaryotes et peuvent posséder plusieurs
fonctions de transport a la fois (Alvarez-Martinez & Christie, 2009). On classe les T4SS selon leur

role en 3 types différents : effecteur de protéines, libération/absorption d’ADN, et conjugatif.

Le premier type, les T4SS effecteurs de macromolécules, ressemblent aux autres systémes de
sécrétion dans leur mode de fonctionnement. La principale différence est que les T4SS injectent
directement leur substrat dans une cellule cible, qu’elle soit une bactérie ou une cellule eucaryote.
Ce type de sécrétion s’associe a une forme de virulence, car les substrats peuvent étre protéiques
(toxines, etc.) ou ADN (plasmides, etc.). Dans le cas de toxines anti-bactériennes, elles favorisent la
survie de I’espéce qui les sécréte en tuant d’autres micro-organismes et /ou ralentissant leur croissance
(exemple : les bactéries du genre Xanthomonas). Il est également possible que ces effecteurs soient
dirigés directement au sein d’une cellule eucaryote comme par exemple I’ADN de transfert (ADN-T)
délivré par le T4SS d’ Agrobacterium tumefaciens dans une cellule végétale, permettant de détourner

la/les cellule(s) au profit de la population bactérienne environnante.

Le deuxiéme systéme permet & une cellule de transporter un ADN vers le milieu extérieur.
Représenté par les organismes Helicobacter pylori et Neisseria gonorrhoeae, ce systéme est appelé
libération/absorption d’ADN ("DNA release/uptake") car il associe a la sécrétion d’ADN la capacité

d’en intégrer par un processus de transformation naturelle, en partie via le T4SS.

Quant au troisiéme et dernier type de T4SS, aussi appelé T4SS conjugatif, il permet le transfert
d’un substrat ADN directement dans une autre cellule. A noter que 'ADN est dans la majorité
des cas en complexe avec un partenaire protéique (une relaxase). Cette forme de transmission,
appelée conjugaison, permet & une population bactérienne soumise a un stress environnemental de
maximiser ses chances de survie en partageant une partie de son patrimoine génétique avec d’autres
organismes procaryotes. Cela dit, pour que ces génes soient effectivement transmis, il faut qu’ils

soient présents au sein du vecteur qui sera véhiculé par le systéme en question. Non seulement
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ces vecteurs possédent ces génes favorisant la survie et la virulence de ces organismes, mais ils
contiennent souvent ’ensemble des génes permettant de construire, de réguler et d’orchestrer le
systéme de sécrétion (certains génes mobiles ne codent toutefois qu’'une partie du systéme et utilisent
un systéme codé ailleurs dans le génome cellulaire). En ayant conservé la machinerie, la nouvelle
bactérie hote et ses descendants peuvent a leur tour transmettre leurs génes si nécessaire via ce
systéme. On appelle ce mécanisme le transfert horizontal de génes, par comparaison au transfert
vertical de génes qui représente la transmission de génes lors de la reproduction (asexuée, par
division binaire dans le cas des bactéries). Le transfert horizontal de génes est 'un des moyens les

plus utilisés pour la transmission de génes de résistance aux antibiotiques et de génes de virulence.

Les vecteurs de ces systémes de sécrétion se retrouvent généralement sous deux formes distinctes.
La premiére est extra-chromosomique, c’est-a-dire qu’elle a un cycle de réplication différent de
celui du chromosome bactérien, il s’agit d’un plasmide. La seconde forme est plus singuliére et se
situe au sein du chromosome bactérien, et on la nomme élément intégratif et conjugatif (ICE).
Pour étre conservé dans les futures générations bactériennes, un ICE profite de la réplication du
chromosome. Par contre dans le cas d’un événement de conjugaison, 'ICE doit étre extrait du
chromosome bactérien afin de se recirculariser. Enfin, les deux types de vecteurs, les plasmides ou
les ICE circulaires, sont répliqués et une copie va étre transférée vers la cellule hote tandis que
I’autre va rester dans la cellule donneuse. Dans le cas des ICE, la copie non transférée est réintégrée

dans le génome bactérien.

On différencie deux classes de T4SS chez les bactéries & Gram négatif, caractérisées par deux
représentants types. Le premier, étudié chez 'organisme Agrobacterium tumefaciens, caractérise la
classe IVA (T4ASS) et est aussi appelé le systéme VirB/D4. Le second systéme (T4BSS), aussi
appelé Dotl ou Iem, a d’abord été étudié chez Legionella pneumophilia. Ces deux systémes sont
composés d’'une douzaine & une vingtaine de protéines différentes qui peuvent étre présentes en
plusieurs copies au sein des systémes assemblés. En comptant les bactéries & Gram positif, on

augmente le nombre de classes de T4SS & 8 au total (Guglielmini et al., 2014).

Bien qu’une distinction ait été faite entre les différentes fonctions des T4SS, il semble plutot
que chaque systéme soit capables de remplir plusieurs fonctions. Ainsi, un T4SS pourrait a la fois
conjuguer mais aussi transférer des effecteurs protéiques a un autre moment (Christie, 2004 ; Nagai

& Kubori, 2011). Cette plasticité rend les T4SS particuliérement intéressants. Malheureusement,
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il en découle une nomenclature trés touffue, sans standard établi, qui complique grandement la
lecture de la bibliographie sur les T4SS. Par exemple, certaines protéines homologues ne possédent
pas un nom similaire alors que certaines protéines ayant des noms similaires ne sont pas du tout des
homologues. Par chance, le systéme "Vir" d’ Agrobacterium tumefaciens est bien étudié et posséde
une nomenclature claire. Lorsque ce sera possible, nous essayerons d’utiliser ce systéme Vir comme
point de repére. Dans cette partie seront discutées les architectures respectives des deux systémes
de sécrétion de type IVA d’A. tumefaciens et IVB de L. pneumophila. Les mécanismes mis en place
pour la conjugaison via les systémes de sécrétion de type IV chez les bactéries & Gram négatif et

positif seront ensuite présentés.

III.1 Architecture des systémes de sécrétion de type IV

Dans cette premiére partie sur les systémes de sécrétion de type IV, nous allons aborder les
différentes approches employées par les bactéries afin d’infecter un hote eucaryote ou de controler
la population bactérienne environnante. Il ne sera donc pas encore fait mention de conjugaison bien
que ces systémes en soient capables, mais bien d’un transfert de macromolécules ayant un réle dans

la virulence de la bactérie.

II1.1.1 Systéme de sécrétion de type IV de classe A

La bactérie & Gram négatif Rhizobium radiobacter plus connue sous le nom d’Agrobacterium
tumefaciens posséde un T4SS qui est 'un des plus connus et mieux étudiés de son genre (Aguilar et
al., 2010 ; Christie et al., 2014 ; Li & Christie, 2018 ; Mary & Baron, 2018). Appelé systéme VirB/D4,
ce systéme de sécrétion permet de délivrer un ADN simple brin oncogénique dans une cellule de
plante afin qu’il soit intégré au sein du génome de cette derniére. Résultant de cette infection, la
cellule eucaryote va se répliquer de maniére non controlée et va étre forcée a produire toute sorte
de nutriments pour la bactérie qui infecte la plante. Sur le lieu de I'infection, se forme une sorte de
boursouflure sphérique que 'on appelle une galle donnant le nom & la maladie : la galle du collet
(" Crown-gall disease"). L’ADN transféré par ce T4SS posséde le nom d’ADN-T ("Transfer DNA",
T-DNA) et est conservé via la réplication du plasmide Ti (" Tumor inducing"). Cette méthode

d’infection et d’intégration génomique a d’ailleurs été longuement étudiée et détournée pour créer

33



des organismes génétiquement modifiés. L’ADN-T posséde plusieurs génes qui seront exprimés une
fois dans le chromosome de la plante. Entre autres, on y retrouve des génes pour la synthése des
opines nutritives, qui sont des dérivés d’acides aminés que la bactérie est capable de métaboliser
grace & un géne spécifique situé sur le plasmide Ti. On y retrouve également des génes oncogénes
qui enlévent les limitations du cycle cellulaire de ’héte engendrant un cycle de division anormal et

incontrolé. Le transfert de cet ADN-T est expliqué plus en détail dans la figure 14, page 34.

FIGURE 14 — Infection par Agrobacterium tumefaciens
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Représentation schématique du processus d’infection d’une cellule de plante par Agrobacterium tumefaciens. Lors
d’une blessure chez la plante, des composés phénoliques sont libérés et permettent I’expression des génes vir, impliqués
dans la virulence. (1) Les phénols et les sucres de la plante sont captés par le duo VirA /VirG permettant I'induction
des génes vir et la production des autres protéines Vir. (2) VirD1 et VirD2 se lient aux répétitions de séquence sur
le plasmide Ti bordant la région de PADN-T. (3) VirD2 s’attache covalemment sur l'extrémité 5’ de I'un des brins-T
afin de former un complexe nucléoprotéique VirD2/brin-T. (4) Le complexe VirD2/brin-T ainsi que des effecteurs
protéiques Vir entrent dans la cellule de plante via un T4SS. Bien que VirE2 soit associé a des chaperonnes au sein
de la bactérie, les chaperonnes ne sont pas transportées dans la cellule de plante. (5) Au sein de la plante, la protéine
VirE2 s’associe au brin-T et le complexe entier (nommé " T-complez") voyage dans le cytoplasme et entre dans le
noyau grace aux pores nucléiques. Les autres protéines bactériennes et de plantes qui s’associent potentiellement avec
le complexe ne sont pas montrées. (6) VirE2 se dissocie du brin-T. (7) Le brin-T est intégré dans le chromosome de
la plante et les trans-génes (a savoir les génes bactériens) peuvent étre exprimés.
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Afin de mieux comprendre le fonctionnement et l’architecture globale des T4SS, il nous faut
passer en revue les différentes protéines qui les composent. Le T4SS de classe IVA d’A. tumefaciens
(systéme VirB/D4) est composé de douze protéines différentes numérotées de VirB1 a VirB11, et
de VirD4. Ces protéines constituent ’ensemble du T4SS qui s’étend depuis le cytoplasme jusqu’a la

membrane externe (voir Figure 15, page 36).

La protéine VirB1 est une hydrolase du peptidoglycane qui permet de remodeler le peptidogly-
cane pour que le T4SS puisse s’assembler et s’étendre sur les deux membranes. Elle est généralement
essentielle a la sécrétion (Baron et al., 1997 ; Llosa et al., 2000 ; Zupan et al., 2007). VirB2 et VirB5
sont respectivement des composants majeurs et mineurs du pilus, qui s’assemblent pour former une
structure de 8 & 12 nm de diamétre et d’une longueur ne dépassant pas 1 pym (Bradley, 1980). VirB2
s’assemble de fagon cyclique pour former le pilus (Eisenbrandt et al., 1999), et VirB5 se trouve au
bout du pilus et agirait de paire avec VirB2 pour stabiliser 'interaction & la membrane de la cellule

cible (Aly & Baron, 2007 ; Backert et al., 2008 ; H.-J. Yeo et al., 2003).

Au sein du T4SS existent 3 ATPases différentes, VirB4, VirB11l et VirD4, qui permettent de
fournir de I’énergie pour l'assemblage du systéme, notamment la formation du pilus, mais aussi
pour la sécrétion. VirD4, aussi connue sous le nom de protéine de couplage, est 'une des premiéres
protéines du T4SS & entrer en contact avec le substrat nucléo-protéique (Christie & Vogel, 2000 ;
Christie et al., 2014). Elle s’assemble généralement en hexamére (Gomis-Riith et al., 2001) et dy-
namise la premiére étape de la sécrétion par le T4SS grace a 'utilisation d’ATP. VirB4 est I'une
des protéines les plus conservées au sein des T4SS (Fullner et al., 1994 ; Watarai et al., 2002). Tout
comme VirD4, cette protéine posséde une activité ATPase lorsqu’elle est hexamérique (Arechaga
et al., 2008 ; Durand et al., 2010) et est située au niveau de la face cytoplasmique de la membrane
interne. Au sein de certains T4SS, il semblerait qu’elle interagisse avec VirD4 (Redzej et al., 2017).
VirB11 est la troisiéme et derniére ATPase retrouvée au sein des T4SS. Egalement hexamérique
(Hare et al., 2006 ; Savvides et al., 2003 ; H. J. Yeo et al., 2000), VirB11 est une ATPase dite de
"trafic" et est associée a plusieurs autres systémes de sécrétion chez les bactéries & Gram négatif,

notamment les types II, III et VI (Fronzes, Christie et al., 2009).
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FIGURE 15 — Le systéme de sécrétion de type IV chez A. tumefaciens
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Représentation schématique du systéme de sécrétion de type IV d’A. tumefaciens surnommé systéme VirB/D4. En
bas de la figure nous retrouvons les 11 composants du T4SS qui sont synthétisés sous forme de deux opérons séparés
avec leur localisation et leur organisation structurale connue dans le complexe global. En haut sont représentés de
gauche & droite : 'hexamére de la protéine de couplage T4CP ancré dans la membrane interne avec les domaines
fonctionnels situés au niveau de la face cytoplasmique; le complexe de la membrane interne composé des ATPases
VirB4 et VirB11 et des protéines structurales VirB3, VirB6 et VirB8; le complexe de la membrane externe aussi
appelé "coeur" composé des protéines VirB7, VirB9 et VirB10; le T4SS avec le chemin du substrat symbolisé par
une fleche rouge ainsi que ’ensemble des constituants protéiques y compris le pilus qui est décrit dans le tout dernier
panneau & droite composé des protéines de pili majoritaires VirB2 ainsi que de la protéine de pili minoritaire VirB5
située a extrémité du pilus, en plus de la peptidoglycane hydrolase VirB1 qui remodéle le peptidoglycane (P) située
dans le périplasme.
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Les protéines VirB6 a VirB10 que I'on peut qualifier de protéines structurales sont probablement
les éléments qui permettent a I’ensemble du systéme de s’étendre sur les deux membranes. VirB7,
VirB9 et VirB10 sont présentes en plusieurs copies chacune (14 dans le cas du systéme codé par
le plasmide pKM101, voir Figure 16, page 37). L’ensemble forme une grande partie du complexe
de la membrane externe que 1'on appelle complexe de coeur (" Core Complex") et s’étend jusqu’au
complexe de la membrane interne (Chandran et al., 2009 ; Fronzes, Schéfer et al., 2009). VirB6,
VirB8 et (peut-étre) VirB3 sont les protéines qui se positionnent pour former le complexe de la
membrane interne (Christie et al., 2014). VirB8 est intéressante car elle interagit avec de nombreux
partenaires au sein du T4SS d’une part, et d’autre part elle est impliquée dans le transfert du

substrat (Cascales & P. J., 2004 ; Christie et al., 2014 ; Sivanesan & Baron, 2011 ; Yuan et al., 2005).

FIGURE 16 — Structure du complexe VirB7/B9/B10 au sein du T4SS du plasmide pKM101
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Localisation des protéines VirB7/TraN, VirB9/TraO et VirB10/TraF sur une représentation de la structure de cryo-
microscopie électronique d’un assemblage provenant du plasmide pKM101 (Chandran et al., 2009).

De ces différentes protéines nous pouvons dégager 4 groupes importants retrouvés chez les T4ASS
de bactéries & Gram négatif (Christie, 2016 ; Darbari & Waksman, 2015) : 1) Les ATPases cyto-

plasmiques (VirB4, VirD4 et VirB11) qui permettent d’apporter 1’énergie nécessaire au transfert du
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substrat ; 2) Les composants de la membrane interne (VirB3, VirB6 et VirB8) qui forment la base et
permettent 'ancrage du reste du systéme ; 3) Les composants du complexe de coeur de la membrane
externe (VirB7, VirB9 et VirB10) qui s’étendent depuis la membrane externe jusqu’au complexe de
la membrane interne ; 4) Les composants majeurs et mineurs du pilus (VirB2 et VirB5 respective-
ment) essentiels pour le transfert du substrat, ainsi que I’hydrolase de peptidoglycane (VirB1) qui

permet de remodeler le peptidoglycane pour que ’ensemble du systéme puisse étre assemblé.

L’une des structures les plus complétes de T4SS de classe A a été résolue en 2014 par ’équipe
de G. Waksman (Harry H et al., 2014) par cryomicroscopie électronique, chez le plasmide R388 d’E.
coli. Reprise dans la revue de P. Christie en 2016 (Christie, 2016) et présentée dans la figure 17, page
39, elle permet de retrouver les 4 groupes importants relevés plus haut, ainsi que leur architecture

globale et les chemins possibles des substrats.
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FIGURE 17 — Structure du T4SS de classe A du plasmide R388 chez Fscherichia coli
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Représentations schématiques de la structure du T4SS du plasmide R388 d’E. coli en utilisant la nomenclature de
référence d’A. tumefaciens. (A) Le T4SS est composé d’un pilus extracellulaire, d’un complexe de la membrane externe
(OMC), d’un complexe de la membrane interne (IMC), de la protéine de couplage TACP et d’une ATPase VirB11.
Bien que la structure du pilus n’ait pas été résolue en méme temps que la structure de microscopie électronique, il est
proposé que le pilus fasse partie du systéme comme montré dans ce schéma. VirB1 est la peptidoglycane hydrolase.
(B) Chemin du substrat obtenu gréce a des expériences de cross-linking (Cascales & P. J., 2004). (C) La structure du
complexe VirB3-10 du plasmide R388 d’E. coli résolu par cryomicroscopie électronique a transmission (Harry H et al.,
2014). Le complexe de la membrane externe est supposé contenir le canal qui s’étend depuis le périplasme jusqu’au
milieu extérieur. Les complexes de la membrane interne et externe sont reliés par une tige ("stalk"). Deux hexaméres
de ’'ATPase VirB4 s’étendent dans le cytoplasme et sont supposés entrer en interaction avec les deux autres ATPases
VirD4 et VirB11. (A et C) Pour les deux schémas, trois routes possibles pour le substrat sont représentées grace a
des lignes en pointillés rouges. Ces routes se rejoignent au niveau du complexe de coeur de la membrane externe ou
un seul chemin serait possible. OM = membrane externe; P = périplasme; IM = membrane interne.
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II1.1.2 Systéme de sécrétion de type IV de classe B

La maladie du légionnaire (ou légionellose) est une forme de pneumonie grave causée par 'orga-
nisme Legionella pneumophila, un bacille & Gram négatif (Brenner et al., 2020). La bactérie utilise
un T4SS pour transférer de trés nombreux effecteurs protéiques au sein d’une cellule eucaryote (Meir
et al., 2020), lui permettant d’en "prendre le controle" et d’y créer une organelle appelée LCV (pour
" Legionella-containing vacuole") spécialement congue pour lui permettre de s’y répliquer (Qiu &
Luo, 2017). La bactérie a pour hote naturel des protozoaires dans les eaux douces, mais peut étre
amenée a intégrer des macrophages pulmonaires humains aprés inspiration de micro-gouttelettes
d’eau contaminée. La prolifération des bactéries dans le poumon et la destruction des macrophages

engendrent une pneumonie sévére qui peut entrainer la mort dans 15 a 20% des cas.

Le T4SS de L. pneumophila appartient & la classe IVB. Nommé systéme Dot /Icm, il est com-
posé d’un peu plus d’une vingtaine de protéines contre une douzaine pour la classe IVA (ex : A.
tumefaciens). Deux groupes indépendants ont découvert ce systéme a peu prés en méme temps et
Pont nommé Dot (" Defective in organelle trafficking") et Iem (" Intracellular multiplication") ; c’est
de 1a que vient le nom du systéme Dot/Icm (Segal et al., 1998; Vogel et al., 1998 ; Voth et al.,
2012). Les génes qui le composent font donc partie des clusters dot ou icm (Kubori & Nagai, 2016).
Cependant, pour des raisons de clarté, nous n’utiliserons que 'appellation Dot. Le systéme Dot ne
partage qu’une petite quantité de génes présentant une homologie de séquence significative avec
ceux des T4ASS. 1l en découle une architecture vraisemblablement différente de celle des T4ASS.
C’est pour cela qu’aujourd’hui le systéme Dot /Icm fait partie de la classe IVB (T4BSS) (Christie
& Vogel, 2000 ; Kubori & Nagai, 2016 ; Nagai & Kubori, 2011 ; Sexton & Vogel, 2002) des systémes
de sécrétion de type IV. Parmi les génes qui sont partagés entre les deux systémes, on retrouve les
ATPases DotO, DotB et DotL qui sont respectivement des homologues distants de VirB4, VirB11
et VirD4. Enfin, DotG est une protéine homologue distante de VirB10 qui est I'une des protéines
structurales du complexe de coeur de la membrane externe au sein des T4ASS. La liste compléte
des protéines du systéme Dot /Icm est disponible dans la publication de Segal et al., 2005 mais

également en annexe S1, page 205.

Deux publications datant de 2020 s’intéressent a la structure du systéme Dot/Icm. L’'une pré-

sente des résultats de cryotomographie électronique (voir Figure 18, page 41) sur plusieurs cellules
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FIGURE 18 — Intermédiaires structuraux du systéme de sécrétion de type IV Dot /Icm
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(A a E) Représentation des moyennes de structures observées en cryotomographie électronique sur plusieurs inter-
médiaires d’assemblage du systéme Dot/Icm. De gauche & droite, les structures sont de plus en plus complexes. (F a
O) Surfaces tridimensionnelles des modéles intermédiaires observés de A a E, avec F a J les vues latérales, et K a O
les vues par le dessous. DotO est apparentée a VirB4 et DotB est apprentée a VirB11.
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entiéres, montrant le systéme dans sa globalité, ainsi que certains intermédiaires (Park et al., 2020b)
d’assemblage du systéme. La seconde publication présente des résultats de radiocristallographie sur
un complexe entier situé au niveau de la face cytoplasmique de la membrane interne appelé complexe
de couplage de type IV (T4CC, " Type IV Coupling Complezx"). Ce TACC s’assemble en hexaméres
et permet de recruter et d’initier le transfert des substrats via le T4SS (Meir et al., 2020). Les
auteurs proposent un modeéle fonctionnel de ce systéme T4CC (voir Figure 19, page 42). Il est im-
portant de noter qu'un autre modéle du T4CC avait été proposé précédemment par Kwak et al.,
2017, moins complet et composé de multiple structures tandis que le nouveau modéle intégre de

nouveaux partenaires et présente la structure du complexe complétement assemblé.

FIGURE 19 — Modéle fonctionnel du complexe de couplage de type IV chez L. pneumophila
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La flexibilité du module IcmSW par rapport au reste de la structure permet de faciliter la capture des substrats
situés dans ’environnement du complexe par le complexe de couplage de type IV. Une fois capturé, 'effecteur est
dirigé vers le canal DotL. DotL est ’équivalent de I’ATPase VirD4. L’activité ATPase de DotL pourrait avoir un roéle
double : déstructurer la protéine et fournir ’énergie nécessaire au transfert.

Le T4CC est situé sur la membrane interne, au niveau de la face cytoplasmique. Ce systéme
n’est pas visible dans le modéle de cryomicroscopie tomographique. A la place, la structure globale
met en évidence les protéines DotO/VirB4 et DotB/VirB11 qui forment un assemblage de symétrie
6, ressemblant aux structures que I'on connait pour les systémes de sécrétion de type IV de classe

A. Le T4CC présente d’autres protéines dont DotL/VirD4. Bien que le T4CC soit absent du modéle
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présenté par (Park et al., 2020b), aucune contradiction apparente n’existe qui invaliderait 'un des
deux modéles. D’autres études doivent étre menées pour élucider le positionnement et la fonction

de ces deux modéles.

Tout comme les T4SS de classe A, les systémes de sécrétion de type IVB sont retrouvés chez
d’autres organismes que Legionella. D’ailleurs, le systéme Dot/Icm se retrouve lui-méme chez un
autre genre de bactérie & Gram négatif, Coxiella. En 'occurrence, Coziella burnetti utilise ce systéme
dans un but similaire qui a été majestueusement résumé dans le titre de la publication de Newton et
Roy, 2011 : " The Couzxiella burnetii Dot/Icm System Creates a Comfortable Home through Lysosomal
Renovation". Pour en savoir plus sur les T4BSS et leurs similarités avec les autres systémes de

sécrétion, voir la revue de Kubori et Nagai, 2016.

II1.2 La conjugaison via un systéme de sécrétion de type IV

Maintenant que deux exemples d’architecture de systéme de sécrétion de type IV ont été décrits,
nous allons exposer les mécanismes de la conjugaison utilisant ces systémes. Nous allons d’abord
parler des éléments mobiles qui sont transportés entre les cellules, leur structure ainsi que leur
fonctionnement, et ce au sein des bactéries a Gram négatif et positif. Comme ’architecture des
T4SS Gram positif n’est pas encore connue, nous détaillerons également les connaissances actuelles

sur ces derniers, avant de développer les différents mécanismes de conjugaison.

I11.2.1 Les éléments mobiles conjugatifs

On distingue deux types d’éléments mobiles principaux qui sont impliqués dans les mécanismes
de conjugaison. Les deux sont des molécules d’ADN regroupant un ensemble de génes et sites
qui sont exprimés/utilisés par la cellule pour maintenir 1’élément au cours des générations lors
de la division cellulaire (transfert vertical de génes, Lorenzo-Diaz et al., 2017). Le premier type
correspond aux plasmides, des molécules circulaires tout comme le chromosome bactérien, localisés
dans le cytoplasme. Les plasmides possédent une origine de réplication autonome de la réplication
du chromosome bactérien et se retrouvent en plusieurs copies (entre une vingtaine et plusieurs
centaines). Les copies sont équitablement réparties entre les deux nouvelles cellules lors de la division

cellulaire. Le second type d’élément mobile correspond aux éléments intégratifs et conjugatifs, ou
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ICE (" Integrative and Conjugative Element"). Les ICE sont également des molécules d’ADN double
brin, mais a l'inverse des plasmides, ils ne sont pas dissociables du chromosome bactérien car ils
y sont directement intégrés. De ce fait, les ICE sont répliqués en méme temps que le chromosome
bactérien, et donc transmis aux générations suivantes. Pour éviter toute modification de génes
importants, les ICE ne sont intégrés qu’a des régions spécifiques du génome d’un organisme. Ceci
est possible grace a des sites spécifiques sur le chromosome bactérien qui seront reconnus et utilisés
par les recombinases codées sur I'ICE, permettant son insertion et son excision du génome de 1'héte.
En plus de leur architecture propre, les éléments mobiles impliqués dans la conjugaison possédent
des modules spécifiques : 1) une région variable codant pour différentes protéines qui apporteront
potentiellement un avantage a la bactérie receveuse dans son environnement ; 2) une région conservée
qui code pour la majorité des protéines permettant & I’élément mobile d’étre transféré, & savoir un

systéme de sécrétion de type IV (Voir Figure 20, page 45)

Les plasmides conjugatifs et les ICE sont retrouvés chez les organismes & Gram négatif et positif :
Bartonella henselae (Gram négatif, plasmide R388, Fernandez-Gonzélez et al., 2011) ; Clostridium
perfringens (Gram positif, plasmide pCW3, Revitt-Mills et al., 2021); Acidithiobacillus ferrooxi-
dans (Gram négatif, ICEAfel, Flores-Rios et al., 2019); Bacillus subtilis (Gram positif, ICEBs1,
Auchtung et al., 2016). Toutefois, les ICE ont pour I'instant été majoritairement retrouvés chez les

Firmicutes.
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FIGURE 20 — Mécanisme simplifié du transfert d’un élément mobile
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Représentation schématique des mécanismes de transfert pour les plasmides et les ICE. Au cours de la vie d’une
cellule, les plasmides possédent une réplication autonome permettant a leur population de rester stable au cours des
différentes générations. Pour un ICE, le fait qu’il soit intégré lui offre une certaine sécurité car il est répliqué en méme
temps que le génome de la bactérie. Lorsqu’un événement de conjugaison se prépare, les deux systémes (plasmide en
haut de la bactérie donneuse ; ICE en bas de la bactérie donneuse) expriment les protéines nécessaires a la réplication
correcte de I’élément génétique, a I’événement de conjugaison et & la formation du T4SS. Une fois la relaxase fixée
sur le plasmide, la réplication débute et le brin d’ADN lié a la relaxase est transporté via le T4SS. Dans le cas de
I'ICE, une étape d’excision depuis le génome est nécessaire, mais le processus reste similaire & celui du plasmide.
Remarques : contrairement a la représentation, le pili et le pore de conjugaison ne sont pas associés spécifiquement
aux plasmides et aux ICE. Par ailleurs, il n’y a pas encore de preuve quant au transfert du complexe ADN-relaxase
a linterieur du pili comme représenté sur le schéma.

45



II1.2.2 Meécanisme chez les bactéries & Gram négatif

I’ADN qui est transféré pendant la conjugaison via un systéme de sécrétion de type IV peut étre
sous la forme simple brin ou double brin. Le transfert d’ADN double brin est notamment retrouvé
chez les bactéries mycéliennes (Gram positif) du groupe Actinobacteria (Ghinet et al., 2011); nous
nous concentrerons sur le transfert d’ADN simple brin. Agissant sur un ADN double brin intégré
dans le génome ou dans un plasmide, entre en jeu une protéine appelée relaxase qui joue un role
essentiel dans la conjugaison. Cette enzyme est parfois accompagnée par un ou plusieurs autres
partenaires protéiques pour former le Relaxosome (de la Cruz et al., 2010). Au niveau du site appelé
OriT (pour "origine de transfert"), la relaxase réalise un clivage. Elle se lie ensuite a l'extrémité 5’
de I'un des brins de ’élément conjugatif (plasmide ou ICE). Ce processus met souvent en jeu une
tyrosine catalytique au niveau du site catalytique de la relaxase. Le complexe Relaxosome-ADN est
ensuite pris en charge par la protéine de couplage TACP (VirD4-like) et est transporté au travers
du T4SS pour arriver dans la cellule cible (voir Figure 21, page 47). Il faut toutefois noter que
les protéines qui s’ajoutent & la relaxase pour former le Relaxosome peuvent étre originaires de
I’élément mobile, ou du génome de la bactérie hote. Chez A. tumefaciens, la relaxase VirD2 se lie
covalemment & une portion du plasmide Ti, TADN-T qui sera ensuite pris en charge successivement
par différentes protéines du T4SS (Cascales & P. J., 2004) afin d’étre transféré dans une cellule de
plante. Les relaxases sont de grandes protéines multi-domaines avec plusieurs fonctions (Gomis-Riith
& Coll, 2006), une activité hélicase ou encore catalytique comme la transesterification permettant
a la relaxase de cliver 'ADN au niveau de 1'OriT, de maniére similaire & certaines enzymes de

restriction (Sasnauskas et al., 2007).

En prenant I'exemple des T4SS de classe A, le substrat interagit avec différentes protéines en
suivant les chemins qui sont représentés sur la figure 17, page 39. La protéine de couplage VirD4
est la premiére protéine/ATPase a rencontrer le substrat lié¢ a la relaxase depuis le cytoplasme.
Les ATPases VirB4 et VirB11 entrent ensuite en jeu et permettent le transfert du substrat gréace a
I’hydrolyse de ’ATP. Les protéines structurales VirB6 et VirB8 présentes au niveau du complexe de
la membrane interne sont les derniers intermédiaires avant que le substrat atteigne le complexe de
coeur de la membrane externe. Le substrat entre ensuite en interaction avec la protéine structurale
VirB9 au niveau du complexe de la membrane externe avant de rencontrer les protéines du pilus

VirB2 et VirB5.
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FIGURE 21 — Les deux modes de fonctionnement d’'un T4SS conjugatif Gram négatif
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(B) Recipient
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tiré de Ilangovan et al., 2015

Représentation schématique montrant les deux états de fonctionnement possibles pour un T4SS de bactéries a Gram
négatif. (A) Biogenése du pilus : I'interaction entre VirB4 (vert) et VirB11 (brun clair) permet la croissance du pilus
du T4SS. (B) Translocation du substrat : I'interaction de VirB11 (brun clair) et VirD4 (violet) permet au complexe
relaxase/ADN de traverser le T4SS jusqu’a la cellule cible. Ici sont montrés les protéines accessoires (AP), la relaxase
(R) et les facteurs d’intégration de I’hdte (IHF) qui forment le Relaxosome et prennent en charge ’ADN double brin.
En l'occurrence, la relaxase se lie covalemment & l'extrémité 5’-OH de I'un des brins d’ADN, au niveau de la région
spécifique OriT.
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I11.2.3 Meécanisme chez les bactéries & Gram positif

A Pinverse des systémes des bactéries & Gram négatif, les T4SS de bactéries & Gram positif sont
moins bien connus (Goessweiner-Mohr, Arends et al., 2013). L’absence d’une seconde membrane
induit inévitablement des différences nettes entre les architectures des T4SS, bien qu’une partie de
leurs protéines semblent étre conservées, notamment celles qui sont retrouvées sur la membrane
interne qui s’apparente a la (seule) membrane plasmique des bactéries & Gram positif. En suivant ce
principe, on retrouve dans les génomes des bactéries & Gram positif des équivalents aux protéines du
complexe de la membrane interne comme VirB8 et VirB6, mais aussi aux ATPases cytoplasmiques
comme VirD4 et VirB4. A l'inverse, les protéines du pilus VirB2 et VirB5 ainsi que les protéines du
complexe de la membrane externe VirB7, VirB9 et VirB10 n’ont pas encore d’équivalents au sein
des systémes de bactéries & Gram positif. L’hydrolase de peptidoglycane VirB1 présente plusieurs
domaines catalytiques au sein des T4SS Gram positif et devient essentielle pour la conjugaison a
cause de la couche bien plus épaisse de peptidoglycane chez ces organismes (quelques nm chez les
Gram négatif contre 30 & 100 nm chez les Gram positif; Arends et al., 2013 ; Silhavy et al., 2010
Vollmer et al., 2008). Jouant un rdle important dans le contact entre les deux cellules, les adhésines
de surface permettent de renforcer le contact entre deux cellules, nécessaire pour la conjugaison

(Navarre & Schneewind, 1999).

D’un point de vue fonctionnel, les premiéres étapes de conjugaison chez les T4SS Gram positif
sont similaires aux T4SS Gram négatif, de la prise en charge de ’ADN par le Relaxosome jusqu’a
Paction de la protéine de couplage (Goessweiner-Mohr et al., 2014 ; Grohmann et al., 1999 ; Groh-
mann et al., 2003 ; Zechner et al., 2012). En revanche, la translocation du complexe relaxase/ ADN
différe considérablement. Cela est probablement di aux différences de membranes (Goessweiner-
Mohr et al., 2014). Les protéines de la membrane externe n’étant pas retrouvées au sein de ces
systémes, les protéines de la seule membrane interne doivent permettre le transfert. Parmi les pro-
téines structurales qui sont retrouvées au sein des systémes Gram positif, VirB8 serait I'un des
candidats pour former le pore de conjugaison grace aux nombreuses interactions qu’elle semble

mettre en oeuvre dans les systémes étudiés (Fercher et al., 2016 ; Porter et al., 2011)
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FIGURE 22 — Modéle actuel de transfert de plasmide via un T4SS Gram positif
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tiré de Goessweiner-Mohr et al., 2014

Représentation schématique du transfert d’ADN par le T4SS de pIP501 chez Enterococcus faecalis. Tout d’abord, la
relaxase TraA /VirD2 se lie a l'origine de transfert OriT. Ensuite, le plasmide simple brin est transporté vers le canal
de transfert par la protéine de couplage TraJ/VirD4. La peptidoglycane hydrolase TraG/VirB1 permet de remodeler
le peptidoglycane pour permettre le transfert. La protéine structurale TraM /VirB8 est située sur la membrane interne
et aurait un role essentiel dans la structuration du canal de transfert. L’adhésine TraO est une protéine permettant
a la bactérie d’adhérer a la cellule cible durant le transfert. Elle jouerait notamment un role d’adhérence équivalent
au pilus dans les systémes & Gram négatif. L’ATPase TraE/VirD4 qui s’assemble en oligomére permettrait de fournir
Iénergie nécessaire a I’assemblage et/ou au transfert du complexe nucléoprotéique. Les fleches indiquent I'interaction
obtenue par double hybride (levure), et 'épaisseur de la fléche est a la mesure de la force d’interaction.
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IV  Fonction et structure des principales protéines de la conjugaison

Parmi les différentes protéines qui composent et animent les systémes de sécrétion de type IV
conjugatifs, certaines sont retrouvées dans la quasi totalité des organismes étudiés, qu’ils soient
a Gram négatif ou positif. Toutefois, la faible connaissance des systémes a Gram positif ne nous
permet pas de faire une comparaison directe entre les différentes fonctions possibles de ces pro-
téines. Il apparait logique que, si elles sont présentes de maniére ubiquitaire, elles aient au moins
un role important, voire essentiel. Dans cette partie nous allons faire le point des connaissances
actuelles sur ces quelques protéines, et, lorsque ce sera possible, nous détaillerons notamment la
relation structure-fonction de ces molécules qui semblent indispensables au bon fonctionnement du
processus de conjugaison. Bien que la conjugaison d’ADN double brin soit tout a fait possible (cf.
les Actinobactéries), et que des processus apparentés a la conjugaison existent entre bactéries et
eucaryotes (Lacroix & Citovsky, 2018), nous nous concentrerons sur ’échange d’ADN simple brin

entre bactéries.

Citons par exemple la relaxase, qui est I’endonucléase permettant a la fois de cliver 1’élément
mobile et de le guider jusqu’au canal créé par la machinerie du T4SS. L’hydrolase de peptidoglycane
est également retrouvée dans de trés nombreux systémes, permettant de remodeler le peptidoglycane
présent a la fois chez les bactéries & Gram négatif, et d’autant plus chez celles & Gram positif.
[’ATPase VirB4 et la protéine de couplage VirD4 sont également conservées quel que soit le Gram,
de méme que les protéines structurales de la membrane interne. En particulier, VirB8 a probablement
un role clé dans le transfert du substrat au sein des T4SS de bactéries & Gram positif, puisque c’est

I'une des derniéres protéines de la membrane interne & entrer en jeu.

IV.1 Relaxases conjugatives

La toute premiére fois qu’il est fait mention de complexes de relaxation remonte aux années 1970,
pour un complexe protéine-ADN qui avait la curieuse tendance, une fois isolé, & passer d’un état
superenroulé a un état linéaire (Clewell & Helinski, 1969 ; Helinski & Clewell, 1970). La protéine en
question a ensuite été nommée relaxase, pour sa capacité a "relaxer" un ADN circulaire en réalisant
une coupure sur un site spécifique par une réaction de transestérification (Traxler & Minkley, 1988).

A partir de la découverte des premiéres relaxases, de nombreuses études ont suivi et ont permis de
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mieux comprendre le fonctionnement de cette protéine, par exemple sa capacité a se lier a I’extrémité
5’-phosphate de I'un des brins au site de coupure (Pansegrau et al., 1990 ; Scherzinger et al., 1993).
Au sein de toutes les relaxases étudiées a I'époque, méme les relaxases Gram positif, un motif
particulier "HUH" a été découvert (Guzmén & Espinosa, 1997; Ilyina & Koonin, 1992 ; Mendiola
& de la Cruz, 1992). Ce motif de résidus histidine/hydrophobe /histidine complété d’une troisiéme
histidine située ailleurs dans la séquence forme une triplette permettant notamment de coordiner
un ion métallique & proximité du site catalytique. La présence de ce motif HUH a dicté 1’élaboration
d’une classification préliminaire dans laquelle les différentes relaxases sont nommées "MOB" en
suivant la classification des plasmides en vigueur & cette époque. En effet, ces derniers étaient
regroupés par groupe d’incompatibilité. Deux plasmides du méme groupe ne peuvent coexister
dans une cellule, puisqu’ils utilisent les mémes outils de régulation et de réplication ; 'un des deux
sera donc éliminé au fil des générations. Ces groupes d’incompatibilité, par exemple F, ont été
utilisés pour nommer les relaxases conjugatives retrouvées dans leurs séquences, par exemple MOBg.
"MOB?" signifie protéine de "mobilisation" et désigne la capacité des relaxases & "mobiliser" un

ADN, notamment pour la conjugaison.

Depuis lors, de nombreuses nouvelles relaxases conjugatives ont été découvertes, et cette classi-
fication préliminaire qui semblait concorder n’a pas tenu. En effet, sur les familles que ’on connait
aujourd’hui, certaines n’utilisent pas une tyrosine catalytique, mais deux tyrosines ou bien une his-
tidine. D’autres ne présentent pas la méme organisation de motifs HUH, et certaines relaxases ne
se lient pas covalemment & ’ADN. Aujourd’hui, une classification plus compléte a été construite
(Guzméan-Herrador & Llosa, 2019 ; Zechner et al., 2018) et classe les relaxases en différentes familles
de protéines "MOB" avec des caractéristiques similaires (voir Figure 23, page 53). Cette classifi-
cation n’est pas forcément concordante avec 'ancienne, si ce n’est que les lettres en indice ont été

conservées sans forcément avoir de rapport avec les anciennes classes.

Les relaxases appartenant a de nombreuses classes différentes et ayant des différences significa-
tives entre elles, nous allons nous attarder pour exemple sur une structure en particulier, résolue
par cryomicroscopie électronique, celle de la relaxase Tral des plasmides de la famille F (Ilangovan
et al., 2017). Cette famille comporte par exemple le plasmide R1 ou encore pED208, isolés depuis
des bactéries pathogénes humaines. La relaxase Tral, conservée chez les plasmides de cette famille,

posséde tout ce que l'on attend d’une relaxase de la famille F : un domaine N-terminal transesté-
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FIGURE 23 — Classification des relaxases connues

MOB Family” F P Q v o H T TepM®
Prototype relaxase R388-TrwC RP4-Tral RSF1010-MobA pMV158-MobM PpAD1-TraX GGI-Tral Tn916-0rf20 pCW3-TepM
3D Fold® HUH HUH,HEN HUH HUH RE HD Rep-trans Y-rec
Catalytic residue Tyr x2 Tyr Tyr His Tyr Tyr Tyr
Covalent complex” Yes Yes Yes Yes No Yes?
2nd Function® Pre Pre Pre* Pre Pre Pre

Mob Mob Mob Mob Rep Rep

Tn Cop

tiré de Guzméan-Herrador et Llosa, 2019

a. Tiré de la classification originale par Garcillan-Barcia et al., 2009 et Guglielmini et al., 2011. b. Cette relaxase a été
décrite aprés que la classification MOB a été créée, mais ne correspond & aucune des familles existantes. c¢. Familles
structurales basées sur la présence de motifs/repliements signatures (ex : HUH) d. " Yes" : complexe relaxase-ADN
détecté expérimentalement ; " Yes " : preuve indirecte qui suggére que I'extrémité 5’ de I’ADN est protégée; "No" : a
été étudié mais pas détécté; Vide : pas d’information. e. Une fonction autre que le transfert conjugatif a été rapportée.
Mob : activité sur séquences hétérologues OriT; Pre : enzyme de recombinaison de plasmide (Pre* : seulement sur
des substrats ADN simple brin) : Rep : initiateur de la réplication plasmidique ; Cop : régulation du nombre de copies
de plasmide; r'Tn : activateur de rétrotransposition (ARN vers ADN).

rase, un domaine hélicase inactif qui joue plutdt le role de domaine de fixation & ’ADN, un domaine

hélicase actif et un domaine C-terminal (voir Figure 24, page 54, explications dans les légendes).

Le positionnement des domaines de la relaxase Tral est illustré dans la Figure 25, page 55.
Les deux domaines hélicases permettent & I’ensemble de la relaxase d’interagir et de relaxer ’ADN
au niveau du site spécifique OriT sur le plasmide afin de réaliser la coupure ainsi qu'une liaison
covalente grace & une tyrosine catalytique située sur le domaine transestérase. Situé sur ce méme
domaine, la triplette d’histidines (formée en partie par le motif HUH) coordine I'ion métallique.
Malheureusement, de par sa nature supposée flexible, le domaine C-terminal n’apparait pas sur le

modéle structural.

De nombreuses autres données sur le fonctionnement de cette relaxase sont disponibles dans
la publication de Ilangovan et al., 2017, notamment ’existence d’un probable couplage entre la
relaxase et VirD4 (ATPase, protéine de couplage) au sein du T4SS. La relaxase, étant indispensable
a la conjugaison dans les systémes de sécrétion de type IV, est évidemment une cible potentielle
dans la lutte contre le transfert horizontal de génes (Soler et al., 2019), et plus particuliérement la
lutte contre la diffusion des résistances aux antibiotiques. Mieux comprendre comment les différentes

classes de relaxases jouent leur réle pourrait permettre de trouver de nouvelles molécules inhibitrices.
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FIGURE 24 — Organisation des domaines de la relaxase Tral
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tiré de Ilangovan et al., 2017

Schéma de l'organisation des différents domaines fonctionnels connus au sein de la relaxase Tral. En orange entre
I'extrémité N-terminale et ’acide aminé 306 se trouve le domaine transestérase, responsable de la liaison covalente
a PADN simple brin grace a une tyrosine catalytique Tyr190 qui est située proche de l'extrémité 5’-phosphate de
I’ADN simple brin. En vert, les acides aminés 315 a 828 correspondent & une hélicase non active, mais qui joue le role
de plate-forme pour ’ADN simple brin. En bleu, entre les acides aminés 864 & 1461 forment une hélicase active qui
sépare efficacement PADN double brin en deux brins distincts. La relaxase progresse sur le brin avec l'extrémité 5,
tandis que le second brin avec 'extrémité 3’ est repoussé dans I'environnement. Enfin, de I'acide aminé 1461 jusqu’a
I'extrémité C-terminale se trouve le domaine C-terminal, qui jouerait le roéle de plate-forme d’interaction pour les
autres partenaires du Relaxosome.
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FIGURE 25 — Modéle de la relaxase Tral obtenu par cryomicroscopie électronique

Représentation de la structure de Tral (PDB : 5N8O) via le logiciel de modélisation PyMOL (Schrédinger, LLC,
2021). Les couleurs et délimitations des domaines correspondent & ceux de la figure 24, page 54 a lexception du
domaine C-terminal qui n’apparait pas sur le modéle, probablement & cause de la flexibilité. A gauche se trouve une
vue globale du modéle, et a droite des zooms, en bas sur la tyrosine catalytique Tyr190 proche de 'extrémité 5’ de
PADN simple brin, et en haut sur la triplette d’histidines permettant de coordiner un ion métallique (absent de la
structure). Les orientations de ces zooms différent de celle de la vue principale pour représenter au mieux chaque
élément visualisé.
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IV.2 Protéines de couplage (T4CP)

Les protéines de couplages des T4SS (ou T4CP) sont des ATPases membranaires situées au ni-
veau de la face cytoplasmique, comme nous avons pu nous en apercevoir dans certains des exemples
précédents. Elles sont appelées VirD4 par comparaison a la nomenclature du T4SS d’A. tumefa-
ciens. Ces protéines sont essentielles a la grande majorité des T4SS (Gonzalez-Rivera et al., 2016
Grohmann et al., 2018) et jouent un role d’intermédiaire entre le substrat accompagné par le Relaxo-
some, et le canal membranaire formé par les différentes autres protéines du T4SS. Toutefois, cette
nature d’intermédiaire n’est pas favorable & la détermination d’une structure montrant le T4SS avec
la protéine de couplage. Pour l'instant, les structures disponibles pour les protéines de couplage et
leurs partenaires ne permettent pas encore de positionner la T4CP dans le T4SS. A I’heure actuelle,
une seule étude rapporte 'isolation d’un T4SS contenant la protéine VirD4 (Redzej et al., 2017),

mais la structure de ce complexe n’est pas encore disponible.

Cette nature dynamique reste trés intéressante, et puisque la protéine de couplage VirD4 est
généralement essentielle a la conjugaison via les T4SS, elle reste une cible principale dans I’étude de
ces systémes. De par sa fonction, VirD4 doit également interagir avec différents acteurs protéiques,
notamment le Relaxosome et les autres protéines du complexe de la membrane interne du T4SS chez
les bactéries & Gram négatif. Les protéines de couplage sont également retrouvées chez les bactéries
a Gram positif et adopteraient la méme fonction puisque la membrane interne (et probablement un
équivalent du complexe de la membrane interne) est retrouvée chez ces organismes. Aucune structure
n’en est disponible. Tout comme les relaxases, les T4CP sont également des cibles pour limiter la
dissémination de résistances aux antibiotiques chez les pathogénes humains (Alvarez-Rodriguez et

al., 2020).

Sur la base des domaines présents dans la protéine, une classification originale a été établie par
Alvarez-Martinez et Christie, 2009. La Figure 26, page 57 présente ces différentes familles (Llosa
et Alkorta, 2017). Le domaine fonctionnel des T4CP est le seul domaine universellement conservé
contenant les motifs Walker A et Walker B qui sont des séquences d’acides aminés permettant
la fixation et I'hydrolyse de PATP (Walker et al., 1982), vérifiées in vitro (Christie et al., 2014).
La plupart des T4CP étudiées possédent également un domaine transmembranaire et forment des

hexameéres, mais il existe des T4CP dimériques et des T4CP sans domaine transmembranaire. La
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F1GURE 26 — Classification des protéines de couplage connues

Name Membrane insertion CTD Examples
Prototype ™ Periplasmic Associated membrane

helixes loop protein®
VirD4-like >2 30-60 aa No Yes (some Gram-negatives: VirD4,, TrwBgrsgg TraDg,
TrwBrsgg members) TraGgps, HP0524y,, (CagP)

Gram-positives: PcfCp,cp1o, YdcQBicggsi

TraG-J pairs >2 ~4 aa Tral No Gram-negatives: TraGr,7, TraGgra7s,
TraGgry7 PO81,wwo
No TMD No No One subfamily No Gram-negatives: Pseudomonas syringae pSR1
Tralpipsor Gram-positives: Staphylococcus aureus pSK41
FtsK-like >2 Yes No Yes Gram-negatives: TraG,kici102, Orf16pabs59
TcpApcws (TCpApcw3)b Gram-positives: TcpA,cws TraBpsgs
Archaeal No No No No Sulfolobus islandicus pKEF9
TraGg;s

tiré de Llosa et Alkorta, 2017

a. Présence d’un géne adjacent codant pour une petite protéine (4 /- 200 aa, 2 & 5 segments transmembranaires)

b. L’extrémité C-terminale de 61 acides aminés n’est pas essentielle pour l'activité de la protéine de couplage TcpA
codée par le plasmide pCW3 chez Clostridium perfringens (Parsons et al., 2007)

revue de Llosa et Alkorta, 2017 détaille les différentes T4CP et leur réle au sein des systémes de

sécrétion.

Concernant les structures de T4CP disponibles, la premiére a avoir été résolue est celle du
domaine cytoplasmique de TrwB codée par le plasmide R388 (Gomis-Riith & Coll, 2001). Depuis,
TrwB a été considérée comme la T4CP de référence, étant la seule structure disponible pendant
de nombreuses années suivant la publication originale. Dans la Figure 27, page 58 TrwBAN70 est
représentée sous différentes orientations. Cette protéine de couplage de classe VirD4-like posséde un
segment transmembranaire (non présent dans la structure) de 70 résidus lui permettant de s’intégrer
4 la membrane interne. Dans la structure, TrwBAN70 s’assemble en homohexaméres d’environ 110
A de large comportant un canal central. Des clichés de la protéine TrwB obtenus par microscopie
électronique & transmission par Hormaeche et al., 2002 confirment la structure résolue par Gomis-
Riith et al., 2001. Plus récemment, en 2017 (Kwak et al., 2017) et en 2020 (Meir et al., 2020) sont
parus les modéles du complexe de couplage T4CC que nous avons déja mentionnés dans la partie

sur I'architecture des T4SS de classe B, chez L. pneumophila.

Dans le dernier modéle par Meir et al., 2020, la TACP (DotL) joue un role central en formant un
hexameére fonctionnel intégré dans la membrane, accompagné de plusieurs partenaires protéiques. En

I’occurence, chaque T4CP intégre un hétéropentameére avec les protéines DotN, DotM, DotZ et DotY
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FIGURE 27 — Structure du domaine cytoplasmique et fonctionnel de la protéine de couplage TrwB

a CYTOSOL

tiré de Gomis-Riith et Coll, 2001

a. Représentation d’'un monomeére de TrwBANT0 . Les hélices annotées par des lettres majuscules sont en rouge,
les brins sont numérotés et en bleu. Le domaine transmembranaire est absent puisqu’il n’est pas compris dans la
construction cristallisée. Deux domaines sont présents, un domaine tout hélice alpha (AAD) et le domaine fixateur
de nucléotide (NBD) contenant les motifs Walkers A et B. b. Représentation de la structure compléte contenant un
homohexameére de TrwBAN70 vu depuis le cytosol selon 'axe de symétrie de 'hexameére (vue gauche) et perpendicu-
lairement a cet axe (vue de droite). c¢. Représentation de 4 des 6 monomeéres de TrwBAN70 , vus perpendiculairement
a 'axe, avec les domaines transmembranaires modélisés (résidus 1-70). d. Identique & ¢ mais en montrant la surface
de la protéine (Connolly) afin de mettre en évidence le canal central qui permet de connecter le cytoplasme (situé
vers le haut) au periplasme (situé vers le bas). Codes PDB : 1E9S, 1E9R, 1GKI, 1GL6, 1GL7
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dans ce modéle. Répété 6 fois dans le modéle, on obtient & la fin un hexamére d’hétéropentameére,
expression particuliérement difficile a expliquer durant un diner de famille. On retrouve le méme
canal chez la T4CP DotL que chez TrwBAN70 , et le modéle fonctionnel propose que ce canal soit
utilisé par le substrat pour traverser la membrane interne vers le périplasme. Toutefois, nous n’avons
toujours pas d’information structurale permettant de faire le lien entre le T4CC et les complexes

membranaires du T4SS.

IV.3 L’ATPase VirB4

Tout comme la protéine de couplage, VirB4 est une ATPase essentielle pour le bon fonctionne-
ment d’un systéme de sécrétion de type IV, et elle est globalement 'une des protéines les mieux
conservées au sein de ces systémes, tout organisme confondu (Wallden et al., 2010). Son activité
dépend également de son état d’oligomérisation, et dans les cas étudiés elle est active sous la forme
d’hexaméres bien qu’elle soit stable sous différentes autres formes en solution (Arechaga et al.,
2008 ; Durand et al., 2010; Wallden et al., 2010). VirB4 est la derniére ATPase & intervenir dans
le transfert du substrat entre ’ATPase VirB11 et les protéines structurales VirB6 et VirB8, mais
elle n’interagit pas directement avec '’ADN (Cascales & P. J., 2004). A T’heure actuelle, une seule
structure de la protéine seule existe : elle a été résolue en radiocristallographie par Walldén et al.,
2012 et est présentée dans la Figure 28, page 60. En plus d’y présenter les différentes particularités
de la structure, une comparaison y est faite avec le protéine de couplage VirD4 qui est également
une ATPase. Malgré une identité de séquence faible de ordre de 12% (Walldén et al., 2012), VirB4
et D4 présentent des organisations similaires de leur domaine C-terminal avec un sous-domaine
tout alpha et un second sous-domaine fonctionnel contenant, entre autres, les motifs Walker A & B

permettant a la protéine de fixer et hydrolyser ’ATP.

Tout comme la protéine de couplage TrwBANTO0 présentée dans la sous-partie précédente, I’AT-
Pase VirB4 est membranaire et la structure cristallographique résolue ne comprend pas cette partie
membranaire. Cette comparaison s’arréte 1a puisqu’a 'inverse des protéines VirD4, plusieurs modéles
résolus en cryomicroscopie électronique comportent des oligoméres de VirB4, notamment le double
hexameére présent dans le T4SS de classe A du plasmide R388 (revoir Figure 17 page 39) et 'hexa-
meére de la protéine DotO présent dans le T4SS de classe B du systéme Dot/Icm (revoir Figure 18

page 41). Dans la publication de Walldén et al., 2012 concernant la structure de TpsVirB4crp , est
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également présentée une structure de cryomicroscopie électronique montrant le segment N-terminal
en interaction avec la membrane et avec les protéines du complexe de la membrane interne composé
des protéines VirB3, VirB6 et VirB8. Ceci concorde avec les observations des autres T4SS de classe
A chez les bactéries & Gram négatif ainsi qu’avec les données obtenues quant au chemin emprunté
par le substrat. Malheureusement, comme avec la protéine de couplage VirD4, bien que la fonction
et 'importance de ces protéines soient certainement trés similaires dans les systémes retrouvés chez
les bactéries & Gram positif, nous ne disposons pas encore de structure. Certaines publications font
mention d’hybrides entre VirB4 et VirB3, 'une des protéines structurales retrouvées dans le com-
plexe de la membrane interne dont la fonction et le role restent encore peu documentés (Batchelor

et al., 2004 ; Christie et al., 2005 ; Fronzes, Christie et al., 2009).

FIGURE 28 — Structure du domaine cytoplasmique et fonctionnel de la protéine VirB4

a/p

Helical
bundle

tiré de Walldén et al., 2012

(A) Représentation de la structure de TpsVirB4dcrp , résidus 205 a4 587 (PDB : 4AG5). Les motifs Walker A et Walker
B, ainsi que les motifs C, D et E sont indiqués en bleu. (B) Superposition des structures TpsVirB4crp et TrwBANT0
(PDB : 1GKI). Les molécules d’ADP et les ions Mg>" pour chaque structure sont présents. (C) Site de fixation de
nucléotide (NBD). La carte Fo-Fc (30) est représentée pour PADP (en vert) et pour lion catalytique Mg®". Les
molécules d’eau sont représentées sous forme de sphéres rouges. Tous les résidus impliqués dans 'interaction avec le
nucléotide sont représentés en batonnets.
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IV.4 Hydrolases de peptidoglycane VirB1

Comme son nom l'indique, 'hydrolase de peptidoglycane HP (aussi connue sous le nom d’hydro-
lase de paroi cellulaire) permet de remodeler localement le peptidoglycane afin de faciliter I'insertion
dans la membrane des différents constituants qui s’y trouvent. A 1’échelle cellulaire, de nombreuses
HP existent et agissent en permanence en équilibre avec la synthése et ’assemblage du peptidogly-
cane; il est estimé qu’'un peu moins de la moitié de la masse en peptidoglycane d’une cellule est
renouvelée durant une génération cellulaire (Goodell, 1985). Pour une revue compléte sur les diffé-
rentes hydrolases de la paroi bactérienne, consultez I'article de Vermassen et al., 2019. Dans le cas
des T4SS, les HP sont importantes chez les bactéries & Gram négatif, et deviennent presque toujours
essentielles chez les bactéries a Gram positif du fait des différences dans leurs parois bactériennes
que nous avons déja discutées précédemment dans la Figure 1, page 6 (Clark et al., 2018 ; Pajerski
et al., 2019). En Poccurrence, une HP posséde un ou plusieurs domaines catalytiques qui permettent
de spécifiquement hydrolyser des liaisons clés dans la structure du peptidoglycane. Pour rappel, le
peptidoglycane est un assemblage hybride entre des petits peptides et des sucres, et les HP peuvent
le cliver soit dans la partie sucre, soit dans la partie peptide, soit les deux. Toutefois, il faut noter
que bien que certaines enzymes de cette famille soient appelées hydrolases, toutes n’utilisent pas
I’hydrolyse comme mécanisme d’action. Il existe donc 3 types d’HP : 1) les amidases qui coupent une
liaison amide spécifique entre un sucre et un acide aminé; 2) les glycosylases qui coupent les liaisons

entre deux glycanes; 3) les peptidases qui coupent les liaisons peptidiques entre acides aminés.

La premiére hydrolase de peptidoglycane & avoir été étudiée dans le cadre d’un systéme de
sécrétion de type IV de classe A est VirB1 chez A. tumefaciens (Baron et al., 1997). VirB1 est une
transglycosylase lytique qui est retrouvée sous forme membranaire en contact avec les différentes
protéines structurales et fonctionnelles du T4SS comme VirB8, VirB9 et VirB11 (Hoppner et al.,
2005). La délétion de VirB1 réduit le taux de transfert sans abolir (Baron et al., 1997 ; Berger &
Christie, 1994 ; Fronzes, Christie et al., 2009 ; Llosa et al., 2000), mais VirB1 est essentielle a la
formation du pilus (Fronzes, Christie et al., 2009 ; Fullner et al., 1996). VirB1 est divisée en trois
parties. En premier, un peptide signal qui permet a la protéine d’étre transportée vers le périplasme
et qui est clivé par la méme occasion. Le deuxiéme domaine, ou domaine N-terminal une fois le
peptide signal clivé, posséde une activité transglycosylase (nommé SLT pour translycosylase lytique

soluble) et est retrouvé dans le périplasme tandis que le domaine C-terminal (CTD, aussi appelé
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VirB1*) est clivé puis libéré dans le milieu extérieur (Baron et al., 1997 ; Sgro et al., 2019). VirB1*
est supposé favoriser la formation du pilus (Baron et al., 1997), d’ou le fait que VirB1 soit souvent
associée aux protéines du pilus VirB2 et VirB5. L’'une des caractéristiques principales des VirB1-
like chez Xanthomonas est la présence d’une sérine conservée précisément au site de clivage entre le
domaine SLT et le domaine VirB1*-like (Sgro et al., 2019). Malheureusement, peu d’informations
sont disponibles sur VirB1, et aucune structure n’est disponible dans le contexte des T4SS. Il est
possible que cela soit di & un manque d’intérét concernant VirB1 puisque ces protéines ne sont
pas essentielles pour la conjugaison, a l'inverse des ATPases ou de certaines protéines structurales
comme VirB8 qui sont tout a fait indispensables au bon fonctionnement de ces systémes. En ce sens,
les HP chez les bactéries & Gram négatif ne semblent pas des cibles prioritaires pour 1’élaboration

d’un traitement.

Chez les bactéries & Gram positif, plusieurs hydrolases de peptidoglycane ont été étudiées, no-
tamment chez Enterococcus faecalis avec TraG retrouvé au sein du plasmide pIP501 (Arends et al.,
2013) et PrgK sur le plasmide pCF10 (Gomez et al., 2014), ou encore TcpG chez Clostridium per-
fringens (Bantwal et al., 2012). Ces HP comportent plusieurs domaines mais sont différents des
transglycosylases retrouvées au sein des T4SS Gram négatif. En effet, on retrouve au moins le do-
maine SLT chez ces deux protéines, ainsi qu'un domaine amidase CHAP (pour Cystéine-Histidine
amidohydrolase/peptidase) ou NplC /P60 (Bateman & Rawlings, 2003 ; Duchéne et al., 2019). Consi-
dérant leur importance a cause de I’épaisse couche de peptidoglycane, il n’est pas étonnant de trouver
plus d’une HP par systéme conjugatif Gram positif (TepG et Tepl chez Clostridium perfringens).

Toutefois, seul TepG est indispensable au bon fonctionnement du systéme (Bantwal et al., 2012).

L’une des principales différences avec les VirBl-like est la présence d’une hélice transmem-
branaire chez certaines HP Gram positif qui permet & la protéine de s’ancrer dans la membrane
plasmique. Cela souléve plusieurs questions sans réponse, en particulier : comment une protéine qui
fait approximativement 5 nm de long (en considérant ses régions flexibles) peut-elle agir sur une
couche si épaisse de peptidoglycane en étant attachée a la membrane ? Ces protéines subissent-elles
également un clivage 7 Comment se fait-il qu’aucune de ces études n’ait détecté les HP dans le milieu
environnant des bactéries 7 Malheureusement, tout comme VirB1, nous n’avons que peu d’informa-
tion sur ces protéines, et aucune structure résolue. Cela étant dit, 'importance des hydrolases de

peptidoglycane des T4SS Gram positif devrait favoriser les études sur ces protéines, étant des cibles
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potentielles contre la diffusion de résistances aux antibiotiques au sein de ces populations.

IV.5 La protéine structurale VirB8

Les protéines structurales VirB8 sont des petites protéines membranaires d’environ 200 a 300
acides aminés qui font partie du complexe de coeur de la membrane interne. Elles jouent & la fois
le role de facteur d’assemblage en interagissant avec de nombreux partenaires protéiques (VirBl1,
VirB4, VirB6, VirB9, VirB10 et VirB11) et permettent également la translocation du substrat en
interagissant avec ce dernier (Baron, 2006 ; Casu et al., 2018 ; Hoppner et al., 2005 ; Kumar et al.,
2000 ; Sharifahmadian et al., 2017; Yuan et al., 2005). Par exemple, chez A. tumefaciens : VirB4,
VirB6 et VirB8 interagissent ensemble et contribuent & l’assemblage du pilus (Yuan et al., 2005).
De plus, VirB8 est essentielle au bon fonctionnement de ces systémes, que ce soit chez les bactéries
a Gram négatif ou positif (Baron, 2006 ; Buhrdorf et al., 2003 ; Fercher et al., 2016 ; Kuroda et
al., 2015). Par opposition aux protéines que nous avons déja pu discuter, VirB8 n’a pas été aussi
timide que ses camarades quant aux structures disponibles. A I’heure actuelle, on compte plus d’une
dizaine d’homologues structuraux & VirB8 d’A. tumefaciens, dont quelques unes chez des bactéries
a Gram positif (Voir Figure 29, page 64). En revanche, bien que sa localisation soit a peu prés
connue (au sein du complexe de la membrane interne), son positionnement exact vis & vis de ses

autres partenaires n’a pas encore été résolu.

L’une des toutes premiéres VirB8 a avoir été résolue correspond & son domaine soluble chez
Brucella suis (Terradot et al., 2005) et est présentée dans la Figure 30, page 65. A premiére vue,
VirB8 adopte un repliement de type "hotdog" avec un feuillet 3 de 4 brins représentant le bun qui
entoure plusieurs hélices o, ou saucisses selon le point de vue. Ce repliement global appartient a la
superfamille des domaines NTF2-like qui comprend notamment les facteurs nucléaires eucaryotes
NTF2 ou encore des protéines kinases a Calcium/Calmoduline (Eberhardt et al., 2013), mais avec
moins de brins dans les feuillets. Il est important de noter que le repliement NTF2 est également
impliqué dans des interactions protéines-protéines permettant le transfert de molécules au travers
de I'enveloppe nucléaire (Bayliss et al., 2002 ; Bayliss et al., 1999 ; Chaillan-Huntington et al., 2001 ;

Chaillan-Huntington et al., 2000).

Au sein de l'unité asymétrique du cristal du domaine soluble de VirB8 (code PDB : 2BHM)
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FIGURE 29 — Liste des structures de VirB8-like

ANHF TrwG Bartonella grahamii C6AATS - dimere RX
4)F8 TrwG Bartonella birtlesii DOAAZ5 - dimere RX
5197 TraE Escherichia coli Ql7U16 - dimere* RX
4AKZ VirB8 Brucella suis Q7CEG3 - dimere RX
2c63 VirB8 Agrobacterium tumefaciens P17798 - dimere RX
4LS0 VirB8 Bartonella quintana Q6FYW3 - monomere RX
4MEI VirB8 Bartonella tribocurum A9IWN6 - dimeére RX
4KZ1 VirB8 Bartonella grahamii C6AER9 - dimere RX
403V VirB8 Rickettsia typhi Q68X84 - dimere* RX
6lQT VirB8 Helicobacter pylori 025265 - dimeére* RX
3Wz4 Dotl Legionella pneumophila 054626 - octameére RX
3Wz3 TraM - Q9R2H2 - monomere RX
5CNL Ipg0120 Legionella pneumophila Q57791 - dimere* RX
3UB1 TcpC Clostridium tumefaciens Q1PLH8 + trimeére RX
4EC6 TraM Enterococcus faecalis QsLic7 + trimere RX
S5AIW TraH Enterococcus faecalis AOA140UHJ9 + - RMN

Tableau contenant toutes les structures de VirB8 non redondantes, la méthode de résolution ainsi que 1’état oligomé-
rique dans le cristal dans le cas de la radiocristallographie. Les diméres avec astérisques présentent un arrangement
singulier des monomeéres, tandis que les diméres n’ayant pas d’astérisque montrent tous le méme arrangement. Le code
Uniprot permet d’accéder aux informations importantes de la protéine sur le site Uniprot. RX = radiocristallographie,
RMN = résonance magnétique nucléaire.

se trouvent 5 monoméres, dont 4 sont agencés en homodimeéres; le 5éme monomére dimérise avec
un équivalent cristallographique (Terradot et al., 2005). Ce méme dimére, observé dans d’autres
structures de domaine soluble de VirB8, a été supposé avoir une réalité biologique. L’interaction
majeure implique ’hélice a4 d’une sous-unité et 'hélice al de 'autre. D’autres assemblages ont été
découverts pour les VirB8-like de T4SS Gram négatif avec des diméres contenant des monoméres
orientés differemment, et des structures sous forme d’anneaux hexamériques (Casu et al., 2018) ou
encore octameériques. Au sein des T4SS Gram positifs, seulement 3 structures cristallographiques
existent et montrent un dimére et deux triméres. Toutefois, il faut prendre en compte que I'archi-
tecture des VirB8 de T4SS Gram positif est différente. Dans la Figure 31, page 66 sont représentés

quelques modes d’assemblage du domaine soluble de VirB8.

Gréce au travail bioinformatique réalisé par Fercher et al., 2016, les différents domaines structu-
raux VirB8-like ont été classés selon leur composition en structures secondaires délimitant plusieurs
modules. Trois classes permettent de distinguer 3 organisations différentes des domaines VirB8-like.
La classe a (alpha) retrouvée a la fois chez les bactéries & Gram négatif et positif présente un do-
maine transmembranaire (TMD) proche de I'extrémité N-terminale, et un long domaine C-terminal

VirB8-like. Uniquement représentées chez les bactéries & Gram positif, il existe également les classes
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FI1GURE 30 — Structure du domaine soluble de la protéine VirB8 chez Brucella suis

Différentes représentations de la structure de VirB8 de lorganisme B. suis résolue par Terradot et al., 2005. (A)
et (B) correspondent a deux vues cartoon de la protéine et se déduisent par rotation de 180° autour de l'axe y. La
coloration en arc-en-ciel est appliquée de 'extrémité N-terminale (en bleu) jusqu’a 'extrémité C-terminale (en rouge).
Les molécules d’eau y sont représentées par de petites sphéres rouges. (C) Représentation schématique des structures
secondaires sur un plan 2D en suivant la méme coloration que dans (A) et (B). La taille des brins et des hélices o
correspond sensiblement a celles trouvées dans la structure; les boucles sont de taille arbitraire.

B (beta) et y (gamma). La classe B ressemble & la classe a mais avec deux domaines solubles aprés
le TMD, appelés respectivement domaine central et domaine C-terminal, tandis que dans la classe

v les deux domaines VirB8-like sont séparés par le TMD.
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FIGURE 31 — Représentation de quelques oligoméres de domaines solubles de VirB8

5197, TraE 3Wz4, Dotl 2BHM, VirB8 3UB1, TepC
E. coli, G- L. pneumophila, G- B. suis, G- C. perfringens, G+
dimeére octamére dimére trimére

Quelques exemples d’assemblage des domaines solubles d’homologues de VirB8 observés dans les cristaux. Chaque
structure est représentée sous deux orientations & 90° (en haut et en bas). La coloration pour chaque chaine en arc-
en-ciel va de 'extrémité N-terminale (en bleu) vers l'extrémité C-terminale (en rouge). Pour chaque oligomére sont
indiqués le code PDB, le nom, l'organisme d’origine ainsi que le type d’oligomére.
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V Le systéme de sécrétion de type IV de 'ICESt3 chez Streptococ-

cus thermophilus

V.1 Les streptocoques

Les streptocoques sont des bactéries & Gram positif ubiquitaires, et comprennent de nombreuses
espéces commensales et pathogénes. L'une des principales caractéristiques des streptocoques est leur

capacité a former des chainettes dans les milieux liquides, facilement reconnaissables au microscope.

V.1.1 Principales espéces pathogénes

Parmi les espéces pathogénes connues, on retrouve notamment S. pyogenes, S. pneumoniae et
S. agalactiae. S. pyogenes est surnommeée bactérie "mangeuse de chair" car elle peut étre a 'origine
de graves nécroses cutanées, aussi appelées fasciites nécrosantes. Cette maladie grave progresse
rapidement et est due a la libération de toxines par le streptocoque qui tuent les cellules des tissus
environnants. De nombreuses autres pathologies peuvent étre associées a S. pyogenes, et en 2011 il a
été estimé que la bactérie était responsable d’environ 600 millions d’infections par an (Lynskey et al.,
2011). S. agalactiae provoque, entre autres, des méningites et des septicémies chez les nourrissons
ainsi que des infections du pis chez la vache qui produit un lait contenant une quantité anormalement
élevée de streptocoques. Enfin, S. pneumoniae est également surnommé le pneumocoque. Il est
responsable de nombreuses co-infections assez graves chez ’Homme, en particulier des infections
pulmonaires. A linverse de S. pyogenes, c’est le pouvoir invasif de S. pneumoniae qui le rend

dangereux, et non ses toxines.

V.1.2 Résistances aux antibiotiques

La pénicilline a été 'un des premiers antibiotiques utilisés pour soigner les infections de bactéries
a Gram positif. En effet, elle appartient aux [3-lactames et inhibe les activités transpeptidases,
notamment impliquées dans la synthése du peptidoglycane, élément essentiel de la paroi des bactéries
a Gram positif. Malheureusement, comme pour beaucoup d’antibiotiques, des résistances chez les

populations bactériennes pathogénes ont commencé & apparaitre. C’est dans les années 1940 que les
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premiers cas de traitements inefficaces ont été décrits (Cattoir, 2016 ; Gillespie, 1998). Dans le cas
de S. pyogenes, on explique ces échecs en prenant en compte plusieurs facteurs dont 1) la résistance
induite par l'internalisation de la bactérie dans certaines cellules (notamment les cellules de la
tonsille dans le pharynx) qui n’absorbent pas ou peu les B-lactames ; 2) la sécrétion de B-lactamases
(enzymes qui inhibent ou lysent les B-lactames) par les bactéries qui sont présentes naturellement
dans les lieux d’infections comme les staphylocoques (Brook, 2013 ; Kaplan et al., 2006 ; Pichichero
& Casey, 2007 ; Schaar et al., 2014). L’ensemble des facteurs et mécanismes mis en jeu dans la
résistance aux antibiotiques sont détaillés dans la revue écrite par Cattoir, 2016. Bien que les cas de
multi-résistances chez S. pyogenes et plus généralement chez les streptocoques soient rares, quelques
cas ont été documentés et pourraient résulter du transfert de génes par conjugaison (Lakshmi &

Kim, 1989 ; van Asselt et al., 1992)

V.2 Les éléments intégratifs et conjugatifs chez S. thermophilus

S. thermophilus est I'une des espéces non pathogénes du genre Streptococcus, et est largement
utilisée dans l'industrie alimentaire pour la fabrication du yaourt. Le caractére inoffensif de cette
bactérie en fait un organisme d’étude idéal, puisqu’elle ne nécessite aucune précaution supplémen-
taire par rapport aux pathogénes retrouvés chez les streptocoques. L’analyse récente de plus d’une
centaine de génomes de streptocoques a permis d’y identifier une super-famille d’éléments intégratifs
et conjugatifs qui s’appelle ICESt3 /ICEBs1/Tn916 (Ambroset et al., 2016). La famille des Tn916
est connue pour étre impliquée dans le transfert de génes de résistances & des antibiotiques, en
particulier aux tetracyclines et macrolides (Roberts & Mullany, 2011 ; Santoro et al., 2014 ; Schroe-
der & Stephens, 2016). Chez S. thermophilus, on retrouve notamment les ICE ICESt3 et ICES?1,
respectivement de 28 et 35 kilobases. Intégrés dans le génome de deux souches distinctes, ils se
situent a l'extrémité 3’ du geéne de la 1,6-biphosphate aldolase (aussi nommé géne fda) des souches

CNRZ368 (ICESt1) et CNRZ 385 (ICESt3 ) (Carraro & Burrus, 2014 ; Dahmane, 2017).

I’ICESt3 présente une organisation modulaire, avec une région variable aussi appelée module
d’adaptation pouvant contenir des génes avantageux pour la bactérie, comme des génes de résistances
aux antibiotiques, enzymes pour le métabolisme ou encore de protection contre les virus (comme
I'ICESt1, avec les génes sth). La deuxiéme région appelée de coeur, est séparée en 3 modules de

fonctions différentes. Le premier, appelé module de régulation, permet comme son nom l'indique
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FIGURE 32 — Les ICE chez Streptococcus thermophilus

. . Core region
Variable region

Regulation Conjugation Recombination
1 §F Fer o & & > « 3
T 5 S FTEEE LY §F 888 8 £ & e are
ICESt1 | . o RS

97%
ICESt3 e
ar Parpzs
& S5 P

tiré de Carraro et Burrus, 2014

Représentation schématique de l'organisation génétique d’ICESt3 et ICESt1. Les différentes régions sont indiquées
par des lignes permettant de différencier la région de coeur et la région variable. La région de coeur contient le
module de régulation, de recombinaison et de conjugaison. Les différents génes sont représentés par des fléches
colorées selon leur appartenance a un module : prise en charge et traitement du substrat ADN et T4SS (en noir),
régulation (en gris), génes et sites d’excision et d’intégration de I'ICE (en gris avec traits noirs en diagonale), géne
de restriction /modification (en gris avec traits noirs horizontaux), inconnus ou n’appartenant pas a 'ICE (en blanc).
Les promoteurs sont indiqués par des traits fléchés avec un angle de 90°. L’origine de transfert OriT est représentée
par une étoile noire. Les régions présentant des similarités de séquences sont délimitées par des traits noirs reliant les
deux ICE, avec le pourcentage au centre.

de limiter ou favoriser le transfert de I'ICE, comprenant également la régulation de I’expression des
génes de 'ICE. Le second module, appelé recombinaison, contient les génes des enzymes qui réalisent
I’excision et 'intégration de I'ICE dans le génome de la bactérie. Ces enzymes spécifiques utilisent
notamment les sites att de part et d’autre de 'ICE pour I'exciser du génome, mais également pour
le dé-circulariser et 'y intégrer. Enfin, le dernier module appelé conjugaison contient I’ensemble des
génes qui sont impliqués dans la prise en charge de ’ADN et son transfert, incluant le systéme de

sécrétion de type IV (voir Figure 32, page 69).

V.3 Les protéines conjugatives de 'ICESt3

Nommés orfA a orfN, les génes qui codent pour les protéines conjugatives sont regroupées au
sein du méme module. Sur ce module se trouve également l'origine de réplication, entre le géne orfK

et orfJ. Plusieurs de ces génes ont été identifiés et ont des équivalents dans le systéme Vir.

OrfA, la protéine issue de I'expression du géne orfA est une peptidoglycane hydrolase et est

assimilée a la protéine VirBl. Par comparaison de séquence avec les autres hydrolases de peptido-
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glycane, elle posséde un domaine transmembranaire, un domaine Lyt/SLT et un domaine CHAP.
A Theure actuelle, le domaine CHAP semble conservé alors que le domaine Lyt/SLT posséde une

faible identité de séquence avec d’autres hydrolases de peptidoglycane (Bellanger et al., 2009).

La protéine OrfG issue du géne orfG posséde une faible identité de séquence avec une protéine
VirB8-like appelée TcpC, présente chez 'organisme Clostridium perfringens. Résolue par cristallo-
graphie (code PDB : 3UB1), la structure de TcpC présente une organisation modulaire avec un
segment transmembranaire puis deux domaines VirB8-like, ceux-ci formant un ensemble enregis-
tré dans la base de données Pfam (PF12842) sous le nom de famille "TcpC". Par comparaison de
séquence, OrfG semble posséder ce méme domaine Pfam, et devrait appartenir a la méme famille
de protéine. En effet, OrfG et TepC appartiennent toutes deux a la famille 8 dans la classification

proposée par Fercher et al., 2016.

La protéine Orf] est une relaxase qui a été caractérisée et qui appartient a la famille des MOBT
(Monteiro, 2016 ; Soler et al., 2019). La famille de cette relaxase est retrouvée chez les Firmicutes
qui sont spécialisées dans I’échange des éléments intégratifs et conjugatifs (Soler et al., 2019). OrfJ
également appelée RelSt3 posséde un homologue structural chez Geobacillus stearothermophilus qui

est une protéine impliquée dans la réplication en cercle roulant (Carr et al., 2016).

OrfK est I’équivalent de la protéine de couplage VirD4. Cependant, elle ne semble pas apparentée

aux VirD4 présente chez les organismes a Gram négatif (Dahmane, 2017).

OrfM et OrfL sont deux petites protéines qui ont une faible identité de séquence avec une protéine
appelée HelP (pour "Helicase Processing") retrouvée chez 1’élément ICEBs1. Cette protéine est un
facteur de processivité de I'hélicase PcrA (Thomas et al., 2013), c’est-a-dire qu’elle aide I’hélicase
a réaliser la séparation de deux brins d’ADN. Au sein de 'ICE Tn916 existent également deux

protéines Orf22 et Orf23 qui sont similaires & HelP (Wright & Grossman, 2016).
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VI Objectifs de la thése

Les systémes de sécrétion de type IV sont, comme nous avons pu le voir, des assemblages com-
plexes qui permettent aux bactéries d’échanger des éléments mobiles qui facilitent la survie de ces
organismes dans des environnements plus ou moins hostiles. Parce qu’ils permettent notamment
le transfert de résistances aux antibiotiques, ces systémes sont donc d’importantes cibles. De nom-
breuses avancées ont été faites sur les T4SS de bactéries & Gram négatif ce qui nous permet de mieux
comprendre comment un élément mobile est transféré vers un autre organisme, que cela soit via la
conjugaison ou dans un contexte d’invasion. Les informations sur les systémes de sécrétion de type
IV Gram positif sont trés limitées, alors que les bactéries & Gram positif pathogénes sont souvent
mentionnées lorsque 'on parle de multirésistances aux antibiotiques, notamment Staphylococcus
et Streptococcus. Peu importe I'organisme, les dégéts causés par les résistances aux antibiotiques

progressent plus vite que ’élaboration de nouvelles molécules ou de dérivés antibiotiques.

Dans ce travail de recherche, nous nous sommes donc concentrés sur I’élément mobile ICESt3
retrouvé chez certaines souches de Streptococcus thermophilus qui est un modéle intéressant car
totalement inoffensif au contraire de certains autres staphylocoques. Cette étude a été realisée
en proche collaboration avec I’équipe du Pr. N. Leblond-Bourget du laboratoire DynAMic (UMR
UL-INRAE 1128). Au sein de 'ICESt3 , de nombreuses protéines appartenant au T4SS avaient
été identifiées en tant que des cibles d’une étude structurale. Cette thése avait pour but premier
d’initier I’étude des relations structure-fonction de ces protéines. Dans ce manuscrit seront décrites
les études structurales des protéines OrfG (par cristallographie RX) et OrfM (par
résonance magnétique nucléaire), qui sont respectivement la protéine structurale VirB8 et une
petite protéine qui permettrait de faciliter 'activité de I’hélicase PcrA a ’aide de son partenaire
OrfL ; ces résultats seront présentés en deux parties différentes. Des études cristallographiques ont
également été entreprises sur la relaxase OrfJ (aussi appelée RelSt3), la protéine OrfL et ’hydrolase
de peptidoglycane OrfA pendant la thése, mais n’ont pas été concluantes. Le domaine soluble de
la protéine de couplage OrfK avait été testé en cristallisation avant mon arrivée au laboratoire
mais n’avait également rien donné, n’étant pas stable en solution; I’étude structurale en est donc
également en attente. Enfin, une troisiéme partie des résultats sera réservée au développement
d’un outil simple qui permet de représenter efficacement les résultats d’un alignement

structural effectué sur le serveur mTM-align directement dans le logiciel de modélisation PyMOL.
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Cet outil a été important dans l'analyse effectuée sur le domaine central de la protéine OrfG qui
a donné lieu & un article scientifique. Enfin, les méthodes et informations techniques relatives & ce
travail de recherche sont détaillées dans une partie Matériels et Méthodes présentée aprés le bilan

d’ensemble de ces travaux.
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VII Etude structurale de la protéine OrfG

Dans ce chapitre sont décrits et discutés les résultats sur la protéine OrfG, I'homologue de
VirB8 issue du géne orfG de 'ICESt3 . OrfG est une protéine de 331 acides aminés répartis en 3
domaines incluant un domaine N-terminal transmembranaire et non soluble, ainsi que deux domaines
respectivement nommés domaine central (OrfGgg204 ) et domaine C-terminal (OrfGags.ss; ). Reliés
par un long linker, ils forment la partie soluble OrfGgyq.331 . Les séquences sont disponibles en annexe

S2 et S3 page 206 et 207.

Nos collaborateurs de 1’équipe du Pr. Nathalie Leblond-Bourget (laboratoire DynAMic, UMR
UL-INRAE 1128) ont produit et purifié plusieurs formes de cette protéine en vue de son étude struc-
turale. En effet, les premiers essais de cristallisation sur la partie OrfGgg.331 n’ayant tout d’abord
pas porté leurs fruits, les domaines isolés OrfGggop4 €t OrfGoog 331 ont été testés. La structure

d’OrfGgy204 a ainsi pu étre déterminée, avant que ne le soit finalement celle d’OrfGegy_331 -

Le présent chapitre résume en premier lieu ’analyse phylogénétique de la protéine OrfG, les
données biochimiques sur les différents domaines solubles de la protéine et les résultats structuraux
sur le domaine central OrfGgg.204 , présentés ensuite sous la forme d’un article scientifique (Cappele
et al., 2021). Puis nous développons certains points cristallographiques qui n’ont pas pu étre détaillés
dans la publication, en tenant compte notamment d’une nouvelle structure VirB8-like Gram positif
et de son implication sur les résultats présentés dans l'article. En dernier lieu sont proposés les
résultats structuraux sur OrfGgs.g3q et leur apport dans la connaissance des VirB8-like chez les

bactéries & Gram positif.

VII.1 Article de ’analyse biochimique d’OrfG et de la structure cristallogra-

phique de son domaine central OrfGgy.204

Cet article regroupe l'analyse phylogénétique d’OrfG et les analyses biochimiques menées par
nos collaborateurs du laboratoire DynAMic sur les différents domaines solubles de la protéine OrfG,
c’est-a-dire OrfGggo04 (domaine central) et OrfGags 331 (domaine C-terminal) et sur ’ensemble de
ces deux domaines formant la partie soluble OrfGgy.s3; . Il présente également la structure du

domaine central (OrfGggg04 ) résolu par cristallographie ainsi que la comparaison de sa structure
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aux domaines VirB8-like existants.

Selon la classification réalisée par Fercher et al., 2016, OrfG appartient a la classe 8 tout comme
TepC dont la structure cristallographique était disponible (code PDB : 3UB1; Clostridium per-
fringens), méme si I'identité de séquence entre les domaines centraux de ces deux protéines était
trés faible. Les autres modéles de VirB8-like de bactéries a Gram positif disponibles appartenaient
a d’autres classes et présentaient des identités également trés faibles : TraM (code PDB : 4EC6;

Enterococcus faecalis) de classe y et TraH (code PDB : 5AIW ; Enterococcus faecalis) de classe o.

La structure du domaine central OrfGggoos a été résolue par la méthode SAD. Ce domaine
central d’OrfG appartient & la superfamille des domaines NTF2-like et & la famille des domaines
VirB8-like. OrfGgy-204 partage notamment une grande similarité structurale (1,2 A de rmsd pour
88 Cu superposés) mais une faible identité de séquence (< 10%) avec le domaine central de la
protéine TepC (Clostridium perfringens, pCW3). Par la suite, nous avons décidé de comparer les
différents domaines VirB8-like et nous proposons une classification qui se base a la fois sur des
analyses phylogénétiques, et sur les superpositions structurales fournies par mTM-align (Dong, Pan
et al., 2018; Dong, Peng et al., 2018). Afin de représenter ces superpositions, nous avons décidé
de développer un script appelé MPSA  Viewer qui permet de faire le pont entre la superposition
robuste de mTM-align et le logiciel de modélisation PyMOL (Schrodinger, LLC, 2021). Nous avons
constaté une absence globale de conservation de séquence entre les domaines VirB8-like, alors que le
repliement est quant & lui bien conservé. On retrouve une similarité de séquence lorsque 1’on explore

les différents groupes que nous proposons, en particulier au niveau du coeur hydrophobe.

En solution, OrfGggssr , OrfGgaoos et OrfGoos 331 se comportent majoritairement comme un
monomeére. Toutefois, une petite proportion de ces protéines en solution ont tendance a former des
oligomeéres lors des chromatographies d’exclusion. Pour confirmer leur présence, des expériences de
SECMALS et crosslink ont été réalisées démontrant la possibilité qu’ont ces différentes constructions
de multimériser en petite proportion, sous la forme de multiples de 6. Il est important de noter que
ces différentes constructions protéiques ne possédent pas le domaine N-terminal transmembranaire
normalement présent chez OrfG. La petite proportion d’oligoméres pourrait étre expliquée par cette
absence. Les résultats obtenus semblent coincider avec les résultats obtenus sur les différentes VirB8-
like Gram positive comme TepC ( Clostridium perfringens, pCW3), TraM et TraH (Enterococcus

faecalis, pIP501) qui ont tendance & multimériser. Toutefois, la nature de cette oligomérisation ainsi
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que son intérét dans le cadre biologique d’un systéme de sécrétion reste une question en suspens.
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Conjugative transfer is a major threat to global health since it contributes to the spread of
antibiotic resistance genes and virulence factors among commensal and pathogenic
bacteria. To allow their transfer, mobile genetic elements including Integrative and
Conjugative Elements (ICEs) use a specialized conjugative apparatus related to Type
IV secretion systems (Conj-T4SS). Therefore, Conj-T4SSs are excellent targets for
strategies that aim to limit the spread of antibiotic resistance. In this study, we
combined structural, biochemical and biophysical approaches to study OrfG, a
protein that belongs to Conj-T4SS of ICESt3 from Streptococcus thermophilus.
Structural analysis of OrfG by X-ray crystallography revealed that OrfG central
domain is similar to VirB8-like proteins but displays a different quaternary structure in
the crystal. To understand, at a structural level, the common and the diverse features
between VirB8-like proteins from both Gram-negative and -positive bacteria, we used an
in silico structural alignment method that allowed us to identify different structural classes
of VirB8-like proteins. Biochemical and biophysical characterizations of purified OrfG
soluble domain and its central and C-terminal subdomains indicated that they are mainly
monomeric in solution but able to form an unprecedented 6-mer oligomers. Our study
provides new insights into the structural analysis of VirB8-like proteins and discusses the
interplay between tertiary and quaternary structures of these proteins as an essential
component of the conjugative transfer.

Keywords: conjugation, Gram - positive bacteria, type IV secretion system, Integrative and Conjugative Element
(ICE), VirB8-like proteins

INTRODUCTION

Conjugation constitutes one of the major mechanisms of horizontal gene transfer (Frost et al., 2005).
Besides their crucial role in prokaryotic evolution and adaptation, conjugative elements including
plasmids and Integrative and Conjugative Element (ICEs) constitute the most important vectors of
antibiotic resistance spreading among bacteria. Conjugative transfer is ensured by dynamic multi-
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subunit cell-envelope spanning nanomachines called conjugative
type IV secretion systems (Conj-T4SSs) encoded by conjugative
elements.

Based on the well-studied archetypal VirB/D4 Conj-T4SS
system of the Ti conjugative plasmid from the Gram-negative
bacterium Agrobacterium tumefaciens, it is commonly assumed
that Vir subunits can be grouped into three classes (Cascales and
Christie, 2003; Alvarez-Martinez and Christie, 2009; Fronzes
et al, 2009; Grohmann et al, 2018). One encloses the
energetic components VirB4, VirB11, and VirD4. VirB4 and
VirB11 belong to traffic ATPases and are involved in the
functioning of T4SS apparatus and in pili biogenesis whereas
the coupling protein VirD4 (T'C4P) is involved in DNA substrate
recognition. The second class corresponds to the inner membrane
platform (IMP), which is composed of the membrane proteins
VirB3, VirB6, and VirB8. The IMP serves as a docking station for
DNA substrate and constitutes the inner membrane channel. The
third class forms the outer membrane core complex. It is
composed of VirB7, VirB9, and VirB10 proteins. The outer
membrane core complex forms a conducting channel that
traverses the periplasmic space and the outer membrane
barrier, establishing a continuity for the inner membrane
channel. Other proteins are involved in the conjugative
process. These proteins include the transglycosylase VirB1 that
is important for the establishment of the T4SS apparatus within
the peptidoglycan layer in the periplasmic space and of the
extracellular pili involved in DNA transfer or in host cell
attachment. Conjugative pili are predominantly composed by
the VirB2 pilin and are tipped by the VirB5 adhesin (Grohmann
et al., 2018; Gonzalez-Rivera et al., 2019). DNA transfer process
through Conj-T4SS requires DNA recruitment and delivery to
the T4SS apparatus. Initial steps of DNA recruitment are
conducted by the relaxosome complex constituted by the
relaxase and accessory factors that recognise and bind
specifically to the origin of transfer oriT sequence located in
the conjugative element. The nick of the oriT sequence is
catalysed by the relaxase that binds covalently to the nascent
5 end of the DNA strand to be transferred (T-strand). Straight
after, the relaxase-T-strand nucleoprotein docks to T4CP, which
consequently unfolds the relaxase and ensures the transfer of the
nucleoprotein to the Conj-T4SS channel. Once transferred to the
recipient cell, relaxase catalyses the recircularization of the
T-strand followed by the second strand synthesis (Ilangovan
et al., 2017).

Conj-T4SSs in Gram-positive bacteria are more puzzling
compared to those found in Gram-negative bacteria. The lack
of the outer membrane components together with the incapacity
to detect associated extracellular pili raise questions about the
assembly mode of a conducting channel that crosses the cell-wall
and ensures a cell-to-cell contact. Several lines of evidence
support the idea that Conj-T4SSs from Gram-positive bacteria
emerged from diderm Conj-T4SSs and form a “minimized”
system spanning the cytoplasmic membrane and the murein
cell wall (Bhatty et al., 2013). The best-characterized systems
are those encoded by conjugative plasmids pCW3 from
Clostridium  perfringens, and pIP501 and pCF10 from
Enterococcus faecalis (Dunny, 2007; Goessweiner-Mohr et al.,
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2013a; Wisniewski and Rood, 2017). Based on the structural and
genetic information gathered from previous studies, it is assumed
that the Conj-T4SSs from Gram-positive bacteria are essentially
composed of subunits related to components recovered in Gram-
negative T4SS. These ones comprise 1) VirB4 and VirD4-like
energetic components, 2) VirB3-, VirB6- and VirB8-like
membrane subunits that assemble in the cytoplasmic
membrane to form the membrane platform, 3) VirBl-like
transglycosylase and 4) surface adhesins crucial in cell-to-cell
contact or cells aggregation (Bantwal et al., 2012; Arends et al.,
2013; Laverde Gomez et al., 2014; Kohler et al., 2017; Dahmane
et al., 2018; Kohler et al., 2018). Finally, Conj-T4SSs from Gram-
positive bacteria also comprise a set of accessory proteins with
undefined functions (Wisniewski et al., 2015). However, the
limited structural and mechanistic information on these
components restrict our understanding of their mode of
assembly and function.

Despite the similitudes in the early steps of DNA processing,
fundamental differences exist in terms of channel architecture
between Gram-negative and -positive Conj-T4SSs. Indeed, two
components, a VirBl-like transglycosylase and a VirB8-like
protein were predicted to extend their C-terminal domains
along the exterior face of the cytoplasmic membrane and form
a protruding channel for DNA translocation through the cell wall
(Bhatty et al., 2013). Unfortunately, such structural organization
was not fully compatible with the crystal structures of the VirB8-
like subunits TcpC and TraM from pCW3 and pIP501,
respectively (Porter et al., 2012, Goessweiner-Mohr et al.,
2013a). Nevertheless, is it not excluded that channel
establishment depends on VirB8-like interaction with other
cytoplasmic membrane subunits including the VirBl-like
transglycosylase.

Two types of mobile genetic elements are autonomous for
their conjugative transfer: plasmids and ICEs. With the expansion
of available genomes, it emerges that ICEs are the most
widespread mobile genetic elements that use conjugation to
propagate autonomously intra or interspecies (Guglielmini
et al, 2011; Santoro et al, 2014). The 28 kb ICESt3 from
Streptococcus thermophilus is the prototype of the ICESt3/
ICEBs1/Tn916 superfamily, the most widespread superfamily
among Streptococci (Ambroset et al, 2015). A large number
of derivatives from ICESt3/ICEBs1/Tn916 contribute to the
spread of various antimicrobial resistance genes in human or
zoonotic pathogens including tetracycline and macrolide
resistance genes (Roberts and Mullany, 2011; Schroeder and
Stephens, 2016). ICESt3 was shown to be self-transferable
intra- or inter-specifically including towards the human
pathogen  Streptococcus pyogenes and the opportunistic
pathogen E. faecalis (Bellanger et al, 2009). The ICESt3
conjugation module encodes 14 proteins (OrfA to OrfN)
(Burrus et al,, 2002). Several of these proteins are homologous
to the IMP components of the Gram-negative conjugative T4SS,
whereas others (OrfB, E, F, H, L, M, N) are not. The presence of
these latter Orfs with undefined structural homologues and
functional information suggests distinct structural and
assembly features of the conjugative apparatus of ICESt3 and
may reflect a specific functioning mechanism.
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This study belongs to a multiapproach project that aims to
understand the architecture and the assembly mode of Conj-T4SS
from ICEs found in Gram-positive bacteria. Here, by using the
ICESt3 as biological model, we focus on the structure-function
analysis of several proteins of the Conj-T4SS. Among them, OrfG
shares a low sequence identity (22%) with TcpC, the VirB8-like
component of pPCW3. A structural analysis revealed that the OrfG
central domain adopts a NTF2-like fold and likely presents more
structural similarities with VirB8-like proteins TcpC and TraM
from Gram-positive bacteria than Gram-negative VirB8 proteins.
We used structural alignment tools to identify different structural
classes among VirB8-like proteins. Our in-silico analysis revealed
that Gram-positive VirB8-like proteins form a distinct class from
Gram-negative ones, supporting a different evolutionary
pathway. As described for soluble domains of Gram-positive
VirB8-like proteins, OrfG soluble domain was found to be
mainly monomeric in solution. However, a small fraction of
OrfG was able to self-assemble into 6-mer oligomers. The
significance of this quaternary structure is discussed in view of
the role of this protein in Gram-positive Conj-T4SSs.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strains, Media and Chemicals
Escherichia coli DH5a was used for cloning procedures, BL21
(DE3) was used for protein expression and production. The
genotype of each strain is listed in Supplementary Table S1.
Lysogenic Broth (LB) was used for bacterial culture. Kanamycin
(50 pug/ml) was added to the culture medium.

Plasmid Construction

Plasmids used in this study are listed in Supplementary Table S1.
Polymerase Chain Reactions (PCR) were performed using a
BioRad T100 Thermocycler thermal Cycler using Phusion
High-fidelity = DNA  Polymerase  (Thermo  Scientific).
Streptococcus  thermophilus LMG18311 harboring ICESt3
genomic DNA was used as template for PCR amplifications.
Custom oligonucleotides (Eurogentec) used for cloning
procedures were listed in Supplementary Table S1. For
protein expression and production, the DNA sequence
encoding OrfGgy_331, OrfGgy_s04, OrfGgy 15 and OrfGyaz_ss;
were cloned into the pET28-TRX leading to pET28-TRX-
OrfGgy_204» pPET28-TRX-OrfGgy_15 and pET28-TRX-OrfGs3.3315
respectively. For orfGes 33; and orfGays 335, restriction-ligation
procedure was used for genes cloning. pET28-TRX-OrfGegy 204
and pET28-TRX-OrfGgy 515 plasmid derivatives were obtained
by insertion of Stop codon at position 205 and 216 respectively
using pET28-TRX-OrfGg, 331 as template.

Production and Purification of OrfGg,_331,

OrfGes-204, OrfGea—215, and OrfGooz 334

E. coli BL21 (DE3) cells carrying the pET28-TRX derivatives were
grown in LB supplemented with Kanamycin (50 pg/ml), at 37°C
to an ODggg ~ 0.5. Expression of the constructions was then
induced by addition of IPTG (0.5 mM) and cultures were pursued
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for 18 h at 25°C. Cells were harvested, resuspended in lysis buffer
(50 mM Tris-HCI pH 8.0, 300 mM NaCl, 1 mM EDTA, 50 pg/ml
lysozyme, 0.1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) and
submitted to five cycles of sonication. After addition of 20 ug/ml
DNase and 20 mM MgCl,, the soluble fraction was obtained by
centrifugation for 40 min at 16,000 x g. Recombinant proteins
were purified by ion metal affinity chromatography using a 5-ml
Nickel HisTrap™ HP Column on an AKTA prime apparatus (GE
healthcare) pre-equilibrated in 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 300 mM
NaCl, 10 mM Imidazole (buffer A). After several washes in buffer
A, 6xHis tagged proteins were eluted in buffer A supplemented
with 250 mM Imidazole, cleaved with the 1 mg/ml TEV protease
and dialyzed against 50 mM Tris-HCI, 300 mM NaCl pH 8.0 for
18 h at 4°C and loaded onto a HisTrap™ HP pre-equilibrated in
buffer A, which selectively retains the TEV protease, the
uncleaved 6xHis-tagged fusion proteins and contaminants.
The native proteins were collected in the flow-through,
concentrated on Centricon (Millipore; 10kDa cutoff), and
passed through a Sephadex 200 26/60 column pre-equilibrated
with 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM NaCl or 20 mM HEPES
pH 8.0, 100 mM NaClL

Crystallization and Structure Determination
Crystallization was conducted using the sitting drop, vapor
diffusion method at 293 K. OrfGg, 504 crystals were obtained
by mixing 0.3 pl of protein (35 mg/ml, 100 mM Tris-HCI pH 8.0)
with 0.3 pl of the reservoir solution containing 2 M ammonium
sulfate, 100 mM Tris-HCI, pH 8.5. All drops were prepared by the
crystallization robot Oryx8 (Douglas Instruments, Hungerford,
United Kingdom) in 96 well 2-lens MRC plates (SWISSCI AG,
Neuheim, Switzerland). Crystals reached their maximal size after
approximatively 1 week. To ensure phasing, osmium (IV) hexa-
chloride di-potassium salt was added to crystal-containing drops
(10 mM final concentration) and left for 24 h. Crystals were then
mounted on nylon loops and quickly back-soaked into their
reservoir solution +20% glycerol and immediately flash frozen
in liquid nitrogen to be stored until data collection.

All X-ray diffraction experiments were carried out at
Synchrotron SOLEIL (St-Aubin, France) on Proxima-2A
beamline (Table 1). Measurements were performed at 100 K.
A first crystal without osmium was used to collect a native dataset
at 1 =0.9801 A, up to a resolution of 1.59 A. At an advanced stage
of the refinement the Fourier difference map remained noisy. The
associated R factor was 21.2% (42.8% in the highest resolution
shell). Thus, we decided to limit the resolution to 1.75 A (data
processed with XDS (Kabsch, 2010) and scaled with Aimless
(Evans and Murshudov, 2013)). From an osmium containing
crystal, eight datasets (400°span, 4,000 images each) were
collected at osmium peak absorption A = 1.1397 A, at different
kappa angles. Merging all of them was mandatory to get a final
data set at 2.0 A with sufficient quality for successful phasing
(data processed with XDS and XSCALE). Preliminary phases
were determined using the SAD Pipeline implemented in
PHASER CCP4i (McCoy et al., 2007) and the partial results
were enhanced by ARP/WARP (Langer et al., 2008). The resulting
model was further improved with the native dataset at 1.75 A,
using PHENIX (Liebschner et al., 2019) and COOT (Emsley et al.,
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TABLE 1 | Statistics of data collection for the native crystal and for the osmium derivative crystal, and refinement of OrfGgs_204 model.

Data collection
Space group
Beamline
Unit cell parameters (A, °)
Wavelength (A)
Resolution ()
Observations®

Unique reflections

a
Rmerge

Rmeasa
CCip2
Mean 1/6®
Completeness (%)*
Anomalous completeness (%)%
Multiplicity®
Mean anomalous difference AF/o®
Figure of merit (/)°
First model®
Model refinement
Resolution (&)
No. of protein residues
No. of non-hydrogen protein atoms
No. of waters

Native

P44242
Proxima-2A, SOLEIL

50.2 50.2 120.9 90. 90. 90.

0.9801
46.33-1.75 (1.78—1.75)
411,273 (20,684)
16,372 (1,116)

Osmium derivative

P4,2,2

Proxima-2A, SOLEIL
50.4 50.4 121.3 90. 90. 90.

1.1398

46.62-2.00 (2.05—2.00)

1,637,839 (40,984)
20,272 (1,494)°

0.027 (0.499) 0.107 (1.028)
0.028 (0.514) 0.107 (1.048)
1.0 (0.975) 1.0 (0.845)
67.5 (7.3) 55.6 (2.8)
100. (100.) 100. (99.4)

- 100. (98.6)
25.1 (23.8) 80.1 (27.4)
- 1.21 (0.74)
- 0.13/0.37

46.33-1.75 (1.80-1.75)
101 (3 chains)
842
81

4 chains, 63 aa, 31 sequenced

Reryst” 0.200 (0.294)
Riree™® 0.208 (0.427)
RMSD bonds (A) 0.014
RMSD angles (°) 1.635
Ramachadran plot'
Favored (%) 100
Outliers (%) 0.0
Rotamer outliers (%) 1.1
Clashscore’ 5.42 (94)
MolProbity score (PR)" 1.32 (98)
Average B (A9 35.4
Protein 33.0
Water 421
Coord. error (A) 0.10
PDB code 6zgn?

AValues for the outer shell of data are given in parentheses.

PNumber of reflections in the data set where the Friedel mates are not merged.
“Before/after solvent flattening; the same values were obtained for both hands.
9As built by Buccaneer (CCP4i); no model was obtained for the other hand.
Five percent test set.

'From Molprobity. The percentile ranks (PR) for Clashscore and MolProbity score are given in parentheses.

9PDB validation report is available in supplementary materials.

2010) (Table 1). The asymmetric unit contained a single
OrfGg4 504 monomer. Several regions were unobserved in the
electron density when contoured at 1.2 o, especially at the
N-terminal end. These regions were assumed to be disordered
and were not included in the model. The final model contained
residues Asp92-Vall33 + Vall39-Ilel68 + Glul76-Ala204,
i.e., 70% of the 143 amino acids of the OrfGgy_ 04 subdomain.
It is worth noting an important blob of density in the pocket
delineated by Tyr106-Phel07, Argl40-Ser143, Tyrl64, Glul66
and Phe202 (Supplementary Figure S1). This blob could be
assigned to none of the compounds used for protein
crystallization. It probably resulted from a significant affinity
for a ligand present in the protein expression cells or in the
successive media used to prepare the protein sample. The final
OrfGgy_504 structure was deposited in the Protein Data Bank with

ID 6zgn. All three-dimensional structure representations were
obtained using PYMOL (Schrédinger, LLC).

In Silico Analysis, Sequence Alignment,
Structure Comparison and Interface Analysis

Protein sequences were retrieved from NCBI and compared using
clustalW from MEGA7 (Kumar et al., 2016). Phylogenetic trees were
built with MEGA7 by using the Maximum Likelihood method based
on the Tamura-Nei model (Tamura and Nei, 1993) without outgroup.

TMD prediction was conducted using CCTOP (http://cctop.
enzim.ttkmta.hu/). PSIPRED (Buchan and Jones, 2019) and
HHPRED (Zimmermann et al, 2018) were used for OrfG
secondary structures and subdomains structures predictions,
respectively. COILS (Lupas et al, 1991), MULTICOIL (Wolf et al,
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1997) and DEEPCOIL (Gabler et al., 2020) were used to examine the
presence of a coiled-coil domain on OrfG.

The first step of structure comparison was conducted with both
DALI (Holm and Sander, 1995) and PDBefold (Krissinel and
Henrick, 2004) to fetch a complete list of VirB8 structures (26
PDB entries). From them, a non-redundant set of 16 structures was
conserved (2cc3, 3ubl, 3wz3, 3wz4, 4akz, 4ec6, 4jf8, 4kz1, 41so, 4mei,
4nhf, 403v, 5aiw, 5cnl, 5197, 6iqt) and added to the new OrfGgy_504.
Then the mTM-align server (Dong et al., 2018a) based on the robust
TM-Align method (Dong et al., 2018b) performed the structural
alignment and produced the structure-based “phylogenetic tree.”
PyMOL and an associated homemade python script were used to
emphasize visually structure differences and similarities (available
upon request). Briefly, a color gradient was applied to each position
depending on the rmsd value calculated on Co carbons of
structurally aligned amino acids at this position. Conserved or
similar residues were also automatically highlighted. Furthermore,
the superposition of all VirB8 monomers produced by the mTM-
align server was used to compare oligomers interfaces and to visually
identify interesting features.

Biophysical Characterization of Native and

Truncated OrfGg,_331 Proteins

To determine the molecular weight of the purified proteins, size
exclusion chromatography (SEC) coupled to MALS analysis was
performed on MiniDAWN TREOS II coupled to Superdex
200 10/300 increase column (GE Healthcare) mounted on
FPLC system (AKTA purifier). We used 20 mM Tris-HCl pH
8.0, 100 mM NacCl buffer at 0.5 ml/min flow.

In Vitro Chemical Crosslinking

Crosslinking experiments were performed for OrfGgy 331,
OrfGgy 504 and OrfG,,3_33; obtained after SEC purification
and present in 20 mM HEPES pH 8.0, 100 mM NaCl buffer.
The used protocol is described as follow: 20 uM of each protein
were mixed or not with increasing concentration of
paraformaldehyde (PFA) from 0.05 to 5% in incubated for 1 h
at 37°C. The crosslinking reaction was stopped by the adding of
1 M Tris-HClI at a final concentration of 80 mM and the mixture
was incubated for 10 minat RT. To examine crosslinked
products, 15 ul of SDS-PAGE loading buffer (4x) were added
and 10 pl from each reaction was analyzed by 12% SDS-PAGE for
OrfGg4_331 and 15% SDS-PAGE for OrfGgy_»04 and OrfG,;3_33;.

RESULTS
OrfG Belongs to the TcpC Family

Previous studies showed that the integrative and conjugative
element ICESt3 from S. thermophilus is an autonomous element
able to self-transfer by conjugation intra and interspecifically
(Bellanger et al, 2009). Bioinformatic analyses of ICESt3
predicted the presence of a conjugation module that harbors 14
genes. Among them, orf] was recently showed to encode the
relaxase that belongs to the MobT superfamily (Soler et al,
2019). In this study, we focused on the structural and
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biochemical studies of a putative transfer protein OrfG. Blastp
analysis of OrfG indicated that this protein is composed of a TcpC
domain (pfam12642) from position 98-316 (e-value 7.4e7)
(Figure 1A). This domain is homologous to that of several
TcpC conjugal transfer proteins encoded by diverse ICEs or
conjugative plasmids, including the VirB8-like subunit TcpC
from pCW3. The archetypal TcpC from pCW3 is a membrane
protein that was shown to be essential for the conjugation of pPCW3
from C. perfringens (Porter et al, 2012). TcpC consists of an
N-terminal cytoplasmic domain followed by a transmembrane
domain (TMD) which encompasses residues 57-79 and a soluble
domain extended in the cell-wall. Despite a poor sequence identity/
similarity between OrfG and TcpC (23% identity/38% similarity)
in their TcpC domain, in silico analysis using PSIPRED, HHPRED
and CCTOP revealed that OrfG shares the same domain
organization as observed for TcpC. Thus, OrfG is composed of
an N-terminal tail followed by a TMD (residues 37-59) and a
soluble domain that we called OrfGg,_33, (Figure 1A)

Our phylogenetic analysis of OrfG and TcpC orthologs
indicated that OrfG is more closely related to the VirB8-like
protein (conB) from ICEBsI (Leonetti et al., 2015) than to the
other TcpC proteins (including TcpC from pCW3) (Porter et al.,
2012). This is consistent with the existence of at least two sub-
families of TcpC proteins (Figure 1B). Given the similarities in
domain organization between OrfG and TcpC, their distant
evolutionary relationship motivated us to focus on the
structural and biochemical characterization of OrfG.

OrfG Central Domain (OrfGg,_204) Displays a
VirB8-like Structure

Owing to the lack of structural data on Gram-positive Conj-T4SS
components especially those involved in ICE conjugation, we
envisaged structure determination of OrfG by X-ray diffraction.
For this purpose, we purified to homogeneity a large amount of the
OrfG soluble domain (OrfGgy_33,: from Ser64 to Asp331). Despite
an easy growing of crystals in multiple and different conditions,
their poor X-ray diffraction power prevented the acquisition of
data of sufficient quality. To overcome these technical issues, and
based on the secondary structure prediction of OrfG as well as the
sequence alignment between OrfG and TcpC, we chose to express
and purify to homogeneity the separate central (OrfGgy_504: from
Ser64 to Ala204) and C-terminal (OrfGy,3 33;: from Ala223 to
Asp331) subdomains (Figure 1A). Crystallization trials conducted
on both forms resulted in suitable tetragonal crystals for
OrfGgy 5904 while no positive result was obtained for
OrfG,,5_33;. Experimental phases were determined by using a
single-wavelength anomalous dispersion method (Porter et al.,
2012) on crystals soaked with an osmium derivative. A native
crystal allowed final model refinement to 1.75 A resolution (Rgee =
20.8%). Detailed data and refinement statistics are given in
Table 1. Note that the electron density of OrfG central domain
displayed a blob (Supplementary Figure S1) that remained
unassigned despite attempts to fit various compounds in it.
This density was located between f, and the C-terminal end of a;.

The polypeptide chain adopts an alpha + beta fold, composed
of two a-helices named «; and a,, followed by a B-sheet of four
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A 98 . 316
TcpC domain (pfam12642) —*l

OrfG (ICESt3) N= TMD Central domain C-terminal domain C
[——— OrfGgy.504 =
[ OrfGg4.215 OrfGaz3.331 =

OrfGesgs1 ——————————————>

37 59
TraM (pIP501) N-I N-terminal domain H TMD Hfele C-terminal domain (o}
214 322
TraH (pIP501) N C-terminal domain C
57 183

[ WP_003479712 TcpC conjugative plasmid pCW3 [Clostridium perfringens]
100

ABF47296 TpcC conjugative plasmid pJIR26 [Clostridium perfringens]
85 A

[ AAK17951 ORF13 ICE CW459 tet(M) [Clostridium perfringens]

99

VKB97988 ORF13 Tn916 [Streptococcus pneumoniae GPSC94]

CAE52365 OrfG ICESt3 [Streptococcus thermophilus CNRZ385]

NP_388372 ConB ICEBs1 [Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 ]

FIGURE 1 | OrfG belongs to the TcpC superfamily (A) Schematic representation of OrfG, TraM and TraH subdomains organization. Boundaries of OrfG
subdomains and TraM and TraH NTF2-like domains are stated. TMD for transmembrane domain; CC for coiled-coil domain (B) Phylogenetic tree of representative
members from the TcpC superfamily including OrfG. This tree was inferred by using the Maximum Likelihood method based on the JTT matrix-based model (Guindon
etal., 2010). The percentage of trees in which the associated taxa clustered together is shown next to the branches. The tree is drawn to scale, with branch lengths
measured as the number of substitutions per site. All positions containing gaps and missing data were eliminated. There was a total of 284 positions in the final dataset.
Evolutionary analyses were conducted using MEGA7 (Tamura and Nei, 1993).

OrfGeg 04 TepCiosan TraM, o035, TraHs;. 165
(6zgn) (3ubl) (4ec6) (5aiw)

FIGURE 2| Structures of OrfGgs_s04, TcPC104-231, TraMyg0_a22, and TraHs_1g3. From left to right respectively, the four monomers (PDB id 6zgn, 4ec6, 3ub1, and
baiw) are displayed in the same orientation and represented as rainbow-colored cartoons, with the N-terminal end of the polypeptide chain in blue and the C-terminal end
in red (A). Their topology is schematized with the same rainbow-color code and the name of the secondary structures (B).
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strands (B;—P4), the last of which has a marked disruption into
two subparts Py, and Py (Figure 2). Cross-comparisons
performed by DALI (Holm and Sander, 1995) and PDBefold
(Krissinel and Henrick, 2004) classify the spark OrfG central
domain in the NTF2-like superfamily. Its folding pattern mainly
consists in a highly curved antiparallel beta sheet that wraps
around a central alpha helix surrounded by shorter additional
ones. As expected from sequence analysis, the closest VirB8-like
structural neighbours of OrfGg, 504 is the TcpC central domain
(TcpCiosa-231> L€, the first domain of TcpCog_359, PDB entry 3ubl
(Porter et al., 2012)), with an rmsd of 1.77 A for 92 aligned amino
acids. This search also highlighted the structure of the C-terminal
domain of TraM from pIP501 (TraM;gp 322, PDB entry 4ec6
(Goessweiner-Mohr et al., 2013b), rmsd of 1.90 A for 96 aligned
amino acids) as a close structural homolog (Figure 2). The folds
of TepCiog_231, TraMgg_322 and OrfGey 54 differ by the length of
their secondary structures and connecting loops. Furthermore,
TcpCios-231 has an additional helix a; prior to the -sheet. Both
TcpC and TraM were described as Gram-positive equivalents of
VirB8 from VirB/D4 T4SS from A. tumefaciens. Despite their low
sequence identity and their different domain organization, it was
proposed that proteins from Gram-positive Conj-T4SSs that
adopt a NTF2-like fold form the “VirB8-like” family
(Ambroset et al, 2015). This family also includes the soluble
domain of the conjugative component TraH from pIP501
(TraHs;_143, PDB entry 5aiw (Fercher et al., 2016)) (Figure 2).
Since the structure of OrfGgs 504 belongs to the NTF2-like
superfamily as well, we propose that OrfG from ICES3 is a
new member of the VirB8-like family found in Gram-positive
Conj-T4SS.

Structural Comparison of Available
VirB8-like Structures

Unexpectedly, known structures of VirB8-like proteins show
subdomains that harbor an overall fold similar to the unique
NTF2-like domain of Gram-negative VirB8s. This observation
sparked our interest in a structural comparison of these proteins.
A previous study using sequence analysis, secondary structure
prediction and domain composition of a large set of sequences
distinguished three classes of proteins (Goessweiner-Mohr et al.,
2013b). Here we conducted a distinct analysis that focused on the
available three-dimensional structures of the NTF2-like domain
of these proteins, with the aim to point out the shared features
and the specific characteristics of both Gram-positive and Gram-
negative proteins. It was based on the superposition of their
atomic coordinates, independently of their amino acid sequence.
The results emphasized a surprising diversity despite the
simplicity and small size of the NTF2-like fold.

The set of Gram-negative VirB8 structures encompasses 13
independent entries in the protein database (Protein Data Bank).
That of known Gram-positive VirB8-like structures is poorer: the
crystallographic analysis of OrfGg, 504 brings their number to
four. The NTF2-like pattern is globally conserved in the 17
structures. On average, their fold consists in three antiparallel
alpha helices followed by an antiparallel four-stranded sheet, for
which we propose the nomenclature a;o,03p10,p5p4. However,
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the length of the secondary structures (especially beta strands)
and their relative orientation, the curvature of the beta sheet, plus
possible decorations inserted in the minimal fold bring enough
diversity to make the structural superimposition delicate. We
found the mTM-align algorithm as the most suited one to deal
with these differences. The global superimposition of the 17
structures and the corresponding structural alignment
provided by mTM-align were analyzed using an in-house
developed script to allow their visualization in Pymol (see
Materials and Methods) (Figure 3). The structure-based tree
obtained using mTM-align indicated that Gram-positive
VirB8-like structures clearly separate from the group formed
by the Gram-negative ones (Figure 4). The presence of clusters
with members that share high sequence similarities and others
where modest to low sequence similarities are observed confirms
that the structural alignment was performed independently from
primary sequences (Supplementary Table S2). At least three
classes appear in the Gram-negative VirB8s (named I", II" and
II" for the convenience of their description) and one in the
Gram-positive VirB8-like structures (I"), while the three other
proteins did not belong to identified classes (Figure 4). In the
Gram-negative group, the three classes differ by the way their
helix a3 is disrupted in two parts as, and asp,, separated by a
protruding loop of four residues with two distinct conformations
in classes I and II', or by a strong kink in class III" (Figure 4).
This disruption of @3 is not a distinctive trait of the Gram-
negative proteins since CagV from Helicobacter pylori (PDB entry
6iqt (Wu et al., 2019)), not assigned to a class, has a straight helix.
All members of classes I” and II"™ have a small additional helix a,
between B3 and B4, which is involved in protein dimerization,
while members of class III" have a loop instead. Furthermore,
class III" and CagV display a bulge that separates B, in two parts
12 and Py, (Figure 4).

Strikingly, the four Gram-positive VirB8-like proteins have no
specific structural feature that unambiguously distinguishes them
from the Gram-negative ones. However, the overall structure
superposition separated them in the structural tree, which seems
to be explained by the small differences disseminated along their
polypeptide chains (Figure 4). Indeed, OrfGgy 504 has no a;
(replaced by an unobservable region) and a strand f, that
clearly splits in two short portions P4, and Py, separated by a
bulge that ends with Pro200 (Figure 2). By comparison,
TraMg9_32, (PDB entry 4ec6) has a shorter a,, also misses a3
and has a slightly longer loop between P; and B,. In contrast,
TcpCioa-231 (PDB entry 3ubl) possesses a3 and has much longer
strands B, B2, and s, together with a longer loop between them.
TraHs;_j43 is the most distant structure, as it is the only one with
a continuous strand 4 with no bulge insertion, while on the
contrary B; possesses two parts P;, and P, with a bulge in
between (PDB entry 5aiw) (Figure 2), more similar to some
Gram-negative proteins (class III" and CagV). Furthermore,
TraH has a pronounced helix a; with four turns and a long
loop towards f;.

The most distinguishable difference between Gram-negative
and Gram-positive VirB8 proteins lies in the length of the
connection between P; and P4 It has 10-17 amino acids in
Gram-negative VirB8s (including &, in classes I" and II"), and
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variable conserved
2 7 B

FIGURE 3 | Comparison of 17 representative three-dimensional structures of VirB8 and VirB8-like proteins. The structure of OrfGgs_o04 (PDB id 6zgn) is
represented as a cartoon (A), with its amino acids colored according to the Consurf server (Ashkenazy et al., 2016) which analyzed the similarity calculated in the
sequence alignment deduced from the structure superposition produced by mTM-Align (Dong et al., 2018a) for a set of sventeen selected proteins. The amino acid
shown with sticks (Val191 in OrfG) and localised in B4 facing «+ is the only one whose side chain shares a similar nature in all structures, while there is no conserved
residue. The 17 structures (PDB ids 2cc3, 3ub1 (limited to TcpCqoa-031), 3Wz3, 3wz4, 4akz, 4ecB, 4if8, 4kz1, 4lso, 4mei, 4nhf, 403v, 5aiw, 5cnl, 5197, Bigt, 6zgn) are
represented (B) as superposed wires (except OrfG as a cartoon) using a color-code based on the quality of the superposition of these structures. For each position, a
gradient from violet to red is used depending on the low to high values of the root mean square calculated on the distance between all the possible pairs of the 17
superposed Ca carbons at this position (grey means that mTM-Align found at least one structure impossible to align). This representation highlights the resemblances

and differences in the NTF2-like folds of these proteins.
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only four to seven in Gram-positive ones. However, deleting all
these atoms in the seventeen structure files prior to calculation of
the structural tree resulted in the same classification, with only
minor modifications. Thus, it seems that Gram-positive and
-negative VirB8 and VirB8-like proteins separate according to
details evenly distributed across the structures instead of localized
marked traits that would characterize each group.

The script that we developed to analyse the structural
alignment of the seventeen structures easily identified the
conserved or similar residues within the different sets of
proteins that we considered. Interestingly, we found no
conserved residue common to all 17 structures. In the subset
of the 13 Gram-negative VirB8 structures, once again, no amino
acid is conserved. On the contrary, up to 30 residues are
conserved within each Gram-negative class, among which
many form hydrophobic contacts where the B-sheet faces «,
(Supplementary Figure S2). By comparison, in the four Gram-
positive VirB8-like structures, only six residues share similar
natures and constitute a hydrophobic patch within the core of
the protein near the C-terminal side of ;. In addition, it is worthy
to notice the presence of a conserved glutamate residue (Glul54
in OrfG) at the end of B,, with its side chain towards the surface.

Its conservation might be the result of happenstance due to the
low number of analyzed structures and no apparent involvement
in any observed assemblies. As for Gram-negative VirB8s, only a
subset of Gram-positive VirB8-like proteins display more
conserved residues (designated as Class I") (Supplementary
Figure S2). The absence of any signature was already noticed
in the NTF2-like superfamily (Eberhardt et al., 2013). However, it
is surprising that, despite probably having the same function, this
observation also applies to the restricted subset of NTF2-like
superfamily proteins that constitute the VirB8-like proteins.

Crystal Packing of VirB8-like Proteins
Raises the Question of their Multimerization

In the tetragonal crystal, the OrfGgs 504 monomer interacts with
symmetry-related partners, among which one forms a questionable
pair with a nice arrangement of the facing alpha helices (Figure 5A).
However, the interaction involves a low surface area of 1,600 A%, or
only 12% of the solvent accessible surface, as determined by PISA
(Krissinel and Henrick, 2007), which rejects the arrangement as an
effective quaternary structure. As well, we struggled to find an
explanation to the resulting location of both N-termini in this
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Structure-based tree

TrwG, Bartonella grahamii (4nhf)

Group | ~

TraE, Escherichia coli (5197) 90

VirB8, Agrobacterium fabrum (2cc3)
VirB8, Bartonella quintana (4lso)
VirB8, Bartonella tribocurum (4mei) 99
VirB8, Bartonella grahamii (4kz1) 1 75

Phylogenetic tree
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TrwG, Bartonella birtlesii (4jf8) 87

VirB8, Brucella suis (4akz) 71
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Group It
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FIGURE 4 | Structural and phylogenetic trees of Gram-negative VirB8 and Gram-positive VirB8-like proteins. (A) Structure-based tree derived from the optimized
superposition of the atomic coordinates (left). 17 representative structures were retrieved from the PDB and compared by mTM-align (Dong et al., 2018a). The name of
the protein, its source and PDB id are indicated for each protein. Members of class I~ are in green, class I~ in red, class Ill~ in blue, and class I* in orange where the () and
(*) correspond to VirB8-like structures from Gram-negative and -positive bacteria, respectively. (B) Secondary structure topology observed within each class is
schematized at the bottom of the figure. Among the proteins compared in the structural analysis, all the sequences that belong to the PFAM group PF04335 were
subjected to multiple sequence alignment and neighbor-joining tree building. The result is shown on the right-hand side of the figure. Numbers at nodes indicate the
bootstrap values as percentage (1,000 replicates). Scale bar indicates the number of amino acid differences per site.
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association. Indeed, it would place the transmembrane domain of
each OrfG monomer at opposite sides of the dimer, but this
argument should be used with caution since 27 N-terminal
residues are missing in the model with respect to the crystallized
protein. Altogether, the pair of OrfGg, 594 monomers observed in
the crystal is not a convincing proof of the existence of a dimer with
a biological relevance.

Analysis of structural similarity positioned OrfGgy_s4 in the
same class as TraM;q9_32, and TcpCipyq_p31, while TraHs; g5 is
more distant (Figure 4). The proximity of these three proteins
raises once again the question of a possible multimerization of
OrfG. Indeed, both TraMgg_32, and TcpCog_zs50 form trimers in
their crystal assembly (Figures 5B,C). Yet, TraM;go_ 3z
corresponds to a single domain, like the fragment of OrfG
that has been crystallized (OrfGes 204), while TcpCoo_359 has
two subdomains equivalent to the central and C-terminal
domains of OrfG (OrfGgs_33;, no structure available). Do the
protein interfaces share homology that allows prediction of an
equivalent assembly of OrfG? Alternatively, does the latter has
specificities that would result in a different oligomeric form?
Comparison of the trimers formed by TraM;go 3, and
TcpCoo_359 emphasizes a surprising similarity in the
positioning of their common domain (Figures 5B,C).

TraMg0_3,, and the central domain of TcpC (TcpCioq_231)
bring their N-termini near the 3-fold axis that defines the
trimer. Interactions that build this assembly are mainly located
at the @; N-terminal moiety of one partner and near the [,
C-terminal end of the facing partner, in a circular pattern of
interactions. Detailed analyses are provided in the papers that
describe these crystallographic structures (Porter et al., 2012,
Goessweiner-Mohr et al., 2013b). Briefly, TraMgo_3,, hides 14%
of the calculated solvent-accessible surface area of one isolated
monomer in this contact, which involves three hydrogen bonds
and several van der Waals contacts (Figure 5B). Consistently
with this observation, the weakness of this interaction gives little
credibility to the existence of a trimer in solution. However, its
existence in the crystal makes sense with respect to the prediction
of a coiled-coil motif formed by some thirty residues that precede
the NTF2-like domain, which could stabilize a trimeric assembly
of TraM (Goessweiner-Mohr et al., 2013b). In the case of
TcpCog_350, the equivalent interface between the central
domains TcpCigq_23; is a bit wider and based on more
hydrogen bonds (a total of eight) (Porter et al, 2012)
(Figure 5C). The striking observation that arises from a
precise comparison of these interfaces is their total lack of
commonality, except for the region they concern. Two
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TraMg0.35,

FIGURE 5 | Assemblies of Gram-positive VirB8-like proteins observed in the crystals. A crystallographic 2-fold axis relates two monomers of OrfGg,_204 (PDB id
6zgn) (A), while TraM;gg_z22 (4ec6) (B) and TcpCgg_ssg (3ub1) (C) form trimers. Each assembly is shown perpendicular (top) and parallel (bottom) to its symmetry axis.
The interface with the highest surface area, here represented for OrfGgs_s04, iS resolutely rejected by PISA (Krissinel and Henrick, 2007). The interface (*1) in TraMygo_g22
extends on ~300 A2 and involves two to nine hydrogen bonds or salt bridges depending on the observed monomer (as calculated by PISA for residues 214 to 318

of 4ecB). The equivalent interface in TcpCgg_gs9 (“2) represents ~430 A? (PISA onresidues 104-228 of 3ub1) and six to nine hydrogen bonds or salt bridge depending on
the monomer. Itis by far slighter than the interface (*3) observed between the central domain (TcpCip4-231) of one monomer and the C-terminal domain (TcpCogg_gs9) Of @
second one, which extends on ~980 A? and involves 13-14 hydrogen bonds or salt bridges depending on the observed monomer. The structure-based sequence
alignment of OrfG, TcpC and TraM available in Figure 6 shows residues involved in these interactions.

(3ub1)

particular examples illustrate this conclusion. First, in
TraMjgg_325, the side chain of Lys217 at the beginning of «;
interacts with Tyr269 in f§; of the partner, via van der Waals
contact with its aromatic ring and the addition of a hydrogen
bond with its main chain on four of the six instances observed in
the asymmetric unit. At the equivalent positions of TcpCog_359
(Figure 6), GInl08 and especially Phel61l have different
orientations so that instead GIn108 interacts with Glul06 at
the beginning of «; in the neighbouring monomer. The
second example concerns Tyr224 («;) in TraM;gg_ 32, the side
chain of which forms a hydrogen bond with Asn285 (B,) of the
associated monomer. In TcpCog_sse, the residue Glull5 at the
equivalent position in &, prefers an interaction with Ser159 in f,
of the facing monomer. As a conclusion, the driving force that
governs the trimer formation does not originate from conserved
residues at this interface. However, the observation of similar
multimeric forms with similar arrangements is suggestive of their
probable relevance. Structure and sequence comparisons with
OrfGgy 504 revealed no conservation of interacting pairs of
residues (neither with TcpCgg_359 nor with TraM;gq_3;,) but
they also revealed no element that would prevent formation of
the same interaction (Figure 6).

No trimer is observed in the crystal form of OrfGey 204
Deletion of the C-terminal domain is a plausible explanation
but it is not appropriate for TraM;q9_32,.- A closer analysis of the
different structures shows that TraM;¢y_3,, has a C-terminal
extension of five residues after P4, which follows the same
direction as the first residues of the linker between the two
domains of TcpCgg_3s9. Its penultimate residue Phe321

positions its side chain in a hydrophobic environment formed
by several aromatic residues in «;, «, and P4, of the facing
monomer. In TcpCoy 359, the linker residue Lys233 also
contributes to stabilization of the trimer, but via a hydrogen
bond with the polypeptide main chain following «,. In OrfG, the
equivalent GIn209 could play the same role (Figure 6). In order to
evaluate the contribution of this extension, we solved the
structure of OrfGgy 55. However, no change was induced,
neither in the crystallization conditions nor in monomer
packing in the crystal (data not shown) demonstrating that the
linker was not sufficient to promote OrfGg,_»;5 multimerization.

The crystal structure of TcpC soluble domain (TcpCog_359)
shows that its C-terminal domain (TcpCs39_359) also belongs to
the NTF2-like superfamily (Porter et al., 2012). It has a peripheral
position in the trimeric assembly, far from the N-terminal
domain (TcpCips31) to which it is connected through an
extended coil that allows to the three monomers to intertwine
(Figure 5C). This organization mode results in a large interface
(1000 A?) between the central domain of one monomer and the
C-terminal domain of the partner. Thirteen hydrogen bonds are
formed, together with hydrophobic interactions. It alone
accounts for much more than the interactions formed between
the central domains and described above. However, this
convincing arrangement, which buries 24% of the accessible
surface area of each monomer, was not observed in solution
(Porter et al, 2012). The authors proposed that the deleted
N-terminal residues, in particular a transmembrane domain,
could explain this discrepancy. The similarity between OrfG
and TcpC in their domain organization and in the structure of
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FIGURE 6 | Structure-based sequence alignment of three Gram-positive VirB8-like proteins. The sequence alignment was generated by mTM-align and manually
modified, based on the three structures of OrfGgs_o04 (Pdb entry 6zgn), TcpCgg_zsg (3ub1) and TraMygo_z22 (4ecB). Residues of OrfGgs_o04 that were not observed in the
electron density are shown as lowercases, as well as residues 205-327 equivalent to the C-terminal domain of TcpC and for which no structure is known yet. Numbering
above the sequences corresponds to OrfG. Secondary structures are represented by arrows (B-strands) and squiggles (a-helices), in black when shared by OrfG
and TcpC, in grey when only present in OrfG, and in cyan when only present in TcpC. Residues of TraM and TcpC involved in the trimer assemblies are highlighted, in
orange in one partner and in blue in the facing monomer: white letters with dark background are for residues involved in hydrogen bonds in all interface instances in the
asymmetric units, while dark letters with lighter background are involved in contact in at least one interface (medium background when at least 50% of the residue is
buried in the contact, light background if less than 50% is buried). Residues of OrfGgs-204 that delineate the pocket in which an unknown ligand is bound (see
Supplementary Figure S1) are marked with an overbar.

their central domain, despite a low sequence identity, suggests a
similar overall structure of the whole protein, and a similar
oligomeric state. The missing linker and C-terminal domain
probably  hinder trimerization in the crystallization
conditions used.

In Vitro Self-Oligomerization of OrfGg4_331

and Its Subdomains

The closest structural homologs to OrfGg,_ 504 form trimers in
their crystal arrangement (Figures 5B,C). Thus, it was proposed
that trimers constitute the functional biological assembly of both
proteins (Porter et al., 2012, Goessweiner-Mohr et al., 2013b).
These observations strongly call for the assessment of the
oligomeric state of OrfGgy 204 solution.  Protein
multimerization can be monitored by chemical cross-linking.
We performed in vitro chemical cross-linking experiments with a
constant amount of the protein in presence of an increasing
concentration of the cross-linking agent paraformaldehyde
(PFA). As observed in Figure 7A, in the presence of a low

in

amount of PFA (0.05-1%), OrfGg,_33; predominantly forms
dimers. High molecular-mass oligomers of OrfGgy 33; are
visible at higher PFA concentrations (2 and 5%)
demonstrating the predisposition of OrfGgs 33; to oligomerize
in solution. The ability of OrfGgs 33; to self-assemble was
confirmed by the analysis of the size exclusion
chromatography (SEC) profile where the 31kDa OrfGgy 33
was eluted into two defined peaks. SDS-PAGE analysis showed
that both peaks are exclusively composed by OrfGegy_33; protein
(Figure 7B). These results suggest that OrfGe,_33; adopts two
oligomeric states in solution. To further examine the apparent
existence of these two oligomeric states of OrfGey 33, we
analyzed purified OrfGg,_33; by SEC coupled to multiple angle
light scattering (SEC-MALS) (Figure 8A). The predominant
form (97.3% of the total mass fraction) was eluted at 29 min
and corresponds to the monomeric form of OrfGg,_33; with a
calculated MW of 32 kDa (theoretical MW = 31 kDa). The less
present form (2.7% of the total mass fraction) was eluted earlier at
25 min with a calculated MW of 172 + 11 kDa which can be
assigned as 6-mer of OrfGg,_33; (186 kDa theoretical MW). SEC-
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FIGURE 7 | Analysis of oligomerization of native and truncated versions of OrfGe4-s3+ by in vitro chemical cross-linking and size exclusion chromatography. In vitro
chemical cross-linking of OrfGgs_as1 (1A), OrfGes_s04 (2A) and OrfGoo3_331 (BA). SDS-PAGE analysis of 3 uM of the purified OrfGgs_s31 and its truncated versions in
absence or in presence of an increasing concentration (0.05-5%) of paraformaldehyde (PFA). Samples were loaded without heating treatment. The concentration of PFA
used for each reaction is mentioned at the top of each column. Asterisks indicate the identified oligomers stabilized by PFA cross-linking. Size exclusion
chromatography (SEC) of the purified OrfGgs_gz1 (1B), OrfGes_204 (2B) and OrfGioog 331 (8B) using Superdex 200 16/600. The elution volume (ml) is plotted on the x-axis
and the 280-nm absorbance is plotted on the y-axis. SDS-PAGE analysis of SEC purification of OrfGgs_za1 (1C), OrfGga_o04 (2C) and OrfGoos 331 (8C). Red and green
lines correspond to the SEC fractions selected from each peak and analyzed by SDS-PAGE. Electrophoretic separation shows that all identified peaks contain
exclusively the analyzed protein. Molecular weight markers (in kDa) are indicated on the left of each SDS-PAGE pattern. Protein bands corresponding to each protein are
indicated by black arrows.

MALS data confirm the ability of OrfGgy 33, to form ordered
homo-multimers in solution. Intriguingly, such behavior has not
been reported for other characterized members of the Gram-
positive VirB8-like proteins. In fact, AUC and SEC analysis
performed for TcpC and TraH truncated for their TMD,
respectively, revealed that both proteins were strictly
monomeric in solution (Porter et al, 2012; Fercher et al,
2016). TraMgo_33> (TraM lacking its N-terminal domain and
the TMD) was able to form oligomers only in the presence of
cross-linking agents whereas DLS and SAXS analysis indicated a
monomeric form of TraM in solution (Goessweiner-Mohr et al.,
2013).

The knowledge that OrfG can assemble into ordered oligomers
in solution led us to question whether OrfG central domain or

OrfG C-terminal domain or both would promote/contribute to
OrfGgy_33; oligomerization. For that purpose, we investigate
separately their capacity to self-assemble by using chemical
cross-linking. Regarding OrfGeg, 04, the in vitro chemical cross-
linking using PFA gave mostly a dimeric form when using at least
0.05% of PFA (Figure 7C). At higher PFA concentrations, an
additional band with a higher mass was observed that might
correspond to a trimeric form. On the contrary to OrfGgy 504,
the chemical cross-linking of OrfG,,; 33; leads to the formation of
multiple oligomers of OrfG,y; 33, easily distinguished when
analyzed by SDS-PAGE (Figure 7E). These results suggest that
both subdomains were independently able to form oligomers in
solution. Interestingly, during SEC analysis of both OrfGg, 594 and
OrfGj,,3_331, we observed the presence of two well-defined peaks as

Frontiers in Molecular Biosciences | www.frontiersin.org

12

March 2021 | Volume 8 | Article 642606



Structure and Assembly of OrfG

1x10"0
3 OrfGey.331 32 +2kDa
] 97.3% =
1x1084 10
E X
2 e
© 6 o
8 1x10% — %
P
kd 05 2
= g
1x10%4 172 = 11 kDa
E (27 %)
1x100 T T T T 0.0
24 26 28 30 32
C Time (min)
1x1010g
0 oG 13 kDa
] (99.3 %)
1.0
2 ] it
g 1x10°4 g‘
e E ~ g
% 1x1044 05 =
g
1x10%4 95 + 9 kDa
E (0.7 %)
1x10° e T 0.0
30 35 40
Time (min)
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index is plotted in the second y-axis. The molecular weight (in kDa) and the contribution in mass fraction (in %) of each visible peak are shown at the top of the

corresponding peak.

1x10"03
3 OrfGgy 04 17 kDa
= (99.2 %)
11084 =10
E o
& ] 2
S 1x10%g g
= E qQ
& ] - 5
5 1x104_§ 0.5 5
1x10%3 108 £ 8 kDa
E (0.8 %)
1x10° Ty 0.0
30 35 40
Time (min)
10.
R o 8= 1kDa
E (98.1 %)
1x108 1.0
2 5 g
g 1%10°3 g.
ra 3 M’ §~
3 1x10%4 05 =
1x10%4  105=7 kDa
E (1.9 %)
1x10° T T T T 0.0
30 32 34 36 38 40
Time (min)

seen on the SEC profile of OrfGg, 33, (Figures 7B,D,F). These
findings prompted us to characterize further the oligomerization of
OrfGgy 04 and OrfGsy;_33; using SEC-MALS. As observed in
Figures 8B,C, both OrfGgy 504 and OrfG,y; 33, form two
oligomeric states. A predominant monomeric form was eluted
at 36 min for OrfGgy_504 and at 34 min for OrfG,,5_33; with a
calculated molar mass of 17 and 13 kDa, respectively. Additional
early peaks were barely detected at 32.5 min and 31 min with
calculated molar mass of 108 + 8 and 95 + 9 kDa for OrfGg,_504
and OrfG,y; 331, respectively. Interestingly, calculated molar
masses for the ordered oligomers detected for the OrfGgy 33,
subdomains were compatible with 6-mer assembly for each
subdomain (102 and 78 kDa theoretical MW for OrfGg,_504 and
OrfGy,3_331, respectively).

DISCUSSION

During the last decades, a great effort was made to understand
the mode of action of conjugative type IV secretion systems
(Conj-T4SSs) due to their major role in antibiotic resistance
spreading among bacteria. More attention was devoted to the
study of Conj-T4SS from Gram-negative bacteria. Multiple
structural information has been gained for individual
components/proteins and isolated complexes improving our
understanding of their architecture and assembly mode
(reviewed in (Grohmann et al, 2018)). Conj-T4SS from
Gram-positive bacteria have been less investigated resulting in
little knowledge on their architecture and on the molecular
mechanisms underlying DNA transfer in these bacteria
(reviewed in (Goessweiner-Mohr et al., 2013a)).

In order to gain further information on the architecture and
the assembly mode of Conj-T4SS from Gram-positive bacteria,
we focused on the structural, biochemical and biophysical study
of OrfG, a putative transfer protein encoded within the
conjugative module of ICESt3 from S. thermophilus. By using
X-ray crystallography, we solved the structure of the central
domain of OrfG. Structural analysis revealed that OrfG central
domain adopts an NTF2-like fold, common to all known VirB8-
like proteins in both Gram-negative and -positive Conj-T4SSs.
VirB8-like proteins are essential structural and functional
component of Conj-T4SSs. Consequently, we propose that
OrfG operates as a VirB8-like protein in the conjugative
apparatus of ICESt3. The structure of OrfG central domain
represents the first structure of a VirB8-like protein from ICEs
described so far and rises to four the VirB8-like protein solved
structures for Gram-positive Conj-T4SS. Notwithstanding the
tricky task to identify VirB8-like proteins in Gram-positive Conj-
T4SS clusters due to their low sequence identity, the growing
number of VirB8-like structures indicates that it is a conserved
protein in conjugation machines and underlines the similarity
between protein complexes that govern the transport of mobile
genetic elements across the cytoplasmic membrane in both
Gram-negative and -positive bacteria.

OrfG central domain shares strong resemblance with the TcpC
central domain of pCW3 from C. perfringens. Despite their low
sequence similarity/identity, in silico analysis (see Materials and
Methods section) suggests that both OrfG and TcpC adopt the
same domain organization with an N-terminal transmembrane
domain (TMD) followed by two soluble subdomains. This
domain organization appears to be conserved in a large
number of putative transfer proteins from both conjugative
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plasmids and ICEs alike TcpC from pJIR26, Orfl3 from
ICECW459, Tn916 and Tn5397 and the VirB8-like protein
(conB) from ICEBsI. Our phylogenetic analysis supports this
observation showing that these proteins belong to the TcpC
family (Figure 1B).

In addition to TcpC and OrfG, two other transfer proteins,
TraM and TraH from the conjugative plasmid pIP501 from E.
faecalis, hold a NTF2-like domain in their C-terminal domains
and were proposed to be VirB8-like proteins. Interestingly, both
TraM and TraH adopt a different domain organization compared
to TcpC and OrfG (Figure 1A). In fact, TraM is composed of two
soluble subdomains separated by a TMD while TraH is composed
of an N-terminal TMD followed by a unique C-terminal
subdomain. The variability in domain organization is
restricted to VirB8-like proteins from Gram-positive bacteria
since VirB8-like proteins from Gram-negative bacteria share a
common domain organization with an N-terminal TMD
followed by a single NTEF2-like C-terminal periplasmic
domain. The modularity/flexibility in domain organization
perceived for Gram-positive VirB8-like proteins could be
explained in part by the evolutionary scenario of conjugative
systems. In fact, it was proposed that Gram-positive conjugative
systems emerge from Gram-negative ones by gene deletion and
such transfer was followed by diverse adaptive routes
(Guglielmini et al., 2013). This significant variation could have
originated from the varied cell envelope composition and
thickness and/or the functional adaptation of conjugative
systems regarding the nature of the donor and recipient cells
as well as the variation of the conjugation environment (Alvarez-
Martinez and Christie, 2009). Actually, most of the NTF2-like
domains of the VirB8-like proteins from Gram-positive Conj-
T4SS are localized in the cell-wall, such localization makes these
domains more exposed to the environmental stress and this may
contribute to their modularity compared to the periplasmic
localization of VirB8-like protein in Gram-negative bacteria
(Christie, 2016; Waksman, 2019).

Strikingly, although they are subtle, the differences observed when
comparing the structures of all the NTF2-like domains of VirB8-like
proteins lead again to distinguish Gram-positive and -negative
bacteria. The tree based on structural similarities seems significant
as it groups structures in a way comparable to the one obtained
through phylogenetic analysis (when applicable ie., for sequences
that belong to the PFAM group PF04335, see Figure 4). Moreover,
this tree, strictly based on the spatial superposition of atoms without
valuing sequence conservation, associates in a same class, proteins
that share low sequence similarity. For instance, in the case of Gram-
negative bacteria with more known structures, VirB8s from A.
tumefaciens and from Bartonella quintana gather in class II"
although they only have 22% of sequence identity; Class III”
contains TraM from Plasmid R64 (Kuroda et al., 2015) and the
IcmL-like protein from Legionella pneumophila despite only 13% of
identity (Supplementary Table S2). Thus, the partition of VirB8-like
structures from Gram-negative bacteria on one side, and Gram-
positive ones on the other side in the tree is highly significant since the
low sequence similarity of the latter with any other could have
distribute them anywhere in the tree. However, if clear in the tree,
this distinction is less apparent when looking at the structures

Structure and Assembly of OrfG

themselves, so that it is hard to define peculiar features that cause
this distinction. Enrichment of the database by new structures of
VirB8-like proteins from Gram-positive bacteria will probably bring
elements that underpin this partition, as well as it will certainly draw
several new classes in this part of the tree. The current distribution
separates the monomeric E. faecalis TraH/Orf8 from the class I
which contains TcpC from C. perfringens and TraM from E. faecalis.
The presence of OrfG with these two members that share the same
trimeric crystal packing questions the physiological assembly of this
protein.

One of the most puzzling questions on the study of bacterial
secretion systems including the Conj-T4SS concerns the
oligomeric state and dynamics of their components inside the
cells. In Conj-T4SS, VirB8 proteins are bitopic proteins of the
cytoplasmic membrane. In Gram-negative bacteria, many studies
suggested/supported that VirB8 function as a multimers. Most of
the periplasmic domains of all studied VirB8 proteins adopt a
dimeric assembly in solution and it is believed that these dimers
are the forming subunits of higher-order multimers which should
be structural parts of the functional Conj-T4SS (Casu et al., 2018).
Structural and biochemical data proposed that the full-length
VirB8 protein self-assembles into a homo-multimers with C3
symmetry. Indeed, the stoichiometry of VirB8 was estimated to
12 in Conj-T4SS from E. coli R388 (Low et al., 2014). In line with,
the purification of full-length TraE and TraM, a VirB8 homolog
from pKM101 and Ré64, respectively, revealed that TraE and
TraM forms hexamers in solution (Kuroda et al., 2015; Casu et al.,
2018). Dissimilar to what was described in Gram-negative
bacteria, VirB8-like proteins in Gram-positive bacteria are
proposed to function as trimers in vivo (Porter et al,, 2012,
Goessweiner-Mohr et al,, 2013). Up to date, no higher-order
oligomers were obtained for VirB8-like proteins from Gram-
positive bacteria supporting a different assembly mode compared
to VirB8-like proteins recovered in Gram-negative bacteria.
Nevertheless, this variation in the assembly mode do not
amend the capacity of VirB8-like proteins to self-assemble
following a C3 symmetry independently from the origin of the
conjugative system. For Gram-positive VirB8-like proteins, TMD
was proposed to trigger trimeric assembly since isolated TMD-
less VirB8-like sub-domains were monomeric in solution. In
addition, a predicted coiled-coil motif preceding the NTF2-like
domain, not conserved in all VirB8-like proteins, seems to play an
important role in the stabilization of the trimeric assembly
(Goessweiner-Mohr et al., 2013b). In this context, our in-
solution characterization revealed intriguing properties
concerning OrfG: 1) significant but small fraction of OrfG
soluble domain multimerize independently of its TMD and/or
a coiled-coil domain since in silico analyses failed to find a
predicted coiled-coil motif in the purified OrfG soluble
domain, 2) OrfG soluble domain has the ability to
spontaneously assembles into 6-mer. This ordered oligomeric
state observed in solution appears to be a physiological property
of OrfG since SEC-MALS analysis performed on OrfG central
and C-terminal sub-domains revealed that both form the same
ordered-oligomers in solution. The low proportion of OrfG
oligomers observed in solution could be explained by the
absence of the TMD known to be essential for VirB8
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oligomers stabilization (Kuroda et al., 2015; Casu et al., 2018).
These data exposed a discrepancy on the number of the forming
subunits between OrfG 6-mer oligomers and TcpC and TraM
trimers. This could be explained by the fact that OrfG 6-mer
oligomers could result from the dimerization of trimeric
complexes. Another probable explanation lies on the ability of
OrfG to adopt a different assembly mode not yet described for
Gram-positive VirB8-like proteins.

Nevertheless, our results combined with published data obtained
for TcpC, TraM and TraH consolidate the fact that VirB8-like
proteins from Gram-positive bacteria act as multimeric entity on
their biological systems but interrogates on their physiological
stoichiometry that may depends on their dedicated systems.

VirB8 proteins from Gram-negative bacteria were considered
to be interesting targets to develop specific inhibitors of Conj-
T4SS by abolishing VirB8 dimerization. These inhibitors interact
with a specific site localized in a structurally conserved groove not
directly involved in the dimerization of VirB8 proteins (Smith
et al, 2012; Casu et al, 2016). Since the inhibitor-binding
interface is on the opposite site of dimerization interface, it
was proposed that conformational changes on this groove
directly affect VirB8 dimerization. Surprisingly, the electron
density of OrfG central domain displayed an unassigned blob
(Supplementary Figure S1) nicely docked in a pocket localized in
a hydrophobic cavity that shares intriguing similarity with the
groove identified in Gram-negative VirB8 proteins. In fact,
residues located on the C-terminal end of o; and B, delimit
both of the identified pockets. Thus, the localization of this groove
suggests a probable oligomerization inhibition site for OrfG. The
presence of this pocket in VirB8-like proteins could be explained
by the nature of the NTF2-like fold. In fact, this fold is widely
distributed in bacteria and is associated with various functions
including enzymatically active and non-enzymatically active
proteins. When extracellular, these proteins often possess non-
catalytic ligand-binding activities (Eberhardt et al., 2013).
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Tables S2. Pairwise alignment lengths, identities and similarities between the 13 Gram-negative VirB8 and 4

Gram-positive VirB8-like proteins considered in this comparison (Table S3a). The sequences are derived

from the structures, i.e. there might be missing residues (see protein description below) corresponding to

unobserved regions in the electron density. Values are calculated from the alignment of the sequences

corresponding to the overall superposition of the 17 structures, as performed by mTM-align (Dong et al.,

2018a). The TM-scores (Dong et al., 2018b) and the pairwise rmsd (A) calculated from the same overall

superposition are also given (Tables S3b and S3c¢). Clusters that appear in the structural tree are coloured as

in Fig.5 and numbered for their convenient description in the main text.

For each following PDB code, the source organism, the Uniprot code, the sequence that was used for the

experiment (X-Ray or NMR), where appropriate the unobserved residues (which are therefore missing in the

sequence) and the resulting coverage of the whole sequence are given hereafter.

2cc3:  VirB8 from Agrobacterium tumefaciens; Uniprot: P17798; Crystallized sequence: 92-237; C-ter
(232-237) unobserved in the electron density; Coverage 59%.

3ubl: TcpC from Clostridium perfringens; Uniprot: Q1PLHS8; Crystallized sequence: 99-309, central
domain as defined by authors: 104-231; loop B2-B3 (190-192) unobserved in the electron density
(coverage 35%).

3wz3: TraM from Plasmid R64; Uniprot QI9R2H2; Crystallized sequence: 91-230; C-ter (227-230)
unobserved in the electron density (coverage 59%).

3wz4: IecmL/Dotl from Legionella pneumophila; Uniprot: 054626; Crystallized sequence: 73-212; C-ter
(209-212) unobserved in the electron density (coverage 64%).

4akz:  VirB8 from Brucella suis; Uniprot: Q7CEG3; Crystallized sequence: 97-234 (coverage 57%).

4ec6:  TraM from Enterococcus faecalis; Uniprot: Q8L1C7; Crystallized sequence: 190-322; N-ter (190-
213) unobserved in the electron density (coverage 34%).

4if8:  TrwG from Bartonella birtlesii; Uniprot: DOAAZS; Crystallized sequence: 63-232; N-ter (63-88)
unobserved in the electron density (coverage 62%).

4kz1: VirB8 from Bartonella grahamii; Uniprot: C6AERY; Crystallized sequence: 51-222; N-ter (51-84)
and C-ter (220-222) unobserved in the electron density; Coverage 61%.

41so:  VirB8 from Bartonella quintana; Uniprot: Q6FYW3; Crystallized sequence: 65-234; N-ter (65-93)
unobserved in the electron density; Coverage 60%.

4mei:  VirB8 from Bartonella tribocurum; Uniprot: AIIWNG6; Crystallized sequence: 51-222; N-ter (51-84)
and C-ter (221-222) unobserved in the electron density; Coverage 61%.

4nhf:  VirB8 from Bartonella grahamii; Uniprot: CO6AATS; Crystallized sequence: 63-233; N-ter (63-88)
and C-ter (233) unobserved in the electron density (coverage 61%).

403v:  VirB8 from Rickettsia typhii; Uniprot: Q68X84; Crystallized sequence: 61-232; N-ter (61-89), loop
B3-p4 (208-209) and C-ter (232) unobserved in the electron density (coverage 60%).

Saiw:  TraH/Orf8 from Enterococcus faecalis; Uniprot: Q9AL12; NMR sequence: 56-183 (coverage 69%).

Senl:  IemL-like from Legionella pneumophila; Uniprot: Q5ZZ91; Crystallized sequence: 22-176; C-ter
(162-176) unobserved in the electron density (coverage 79%).

5197:  TraE from Escherichia coli; Uniprot: Q17U16; Crystallized sequence: 70-232; N-ter (70-87) and C-
ter (231-232) unobserved in the electron density (coverage 59%).

6iqt:  CagV from Helicobacter pylori; Uniprot: 025265; Crystallized sequence: 74-229; N-ter (74-85),
loop B3-p4 (202-209) and C-ter (229) unobserved in the electron density (coverage 51%).

6zgn:  OrfG from Streptococcus thermophilus; Uniprot: Q70CA4; Crystallized sequence: 65-204; N-ter (65-
91), loop before f1 (134-138) and loop B2-B3 (169-175) unobserved in the electron density (coverage
31%).



Table S2a: Sequence comparison

Gram-negative VirB8 Gram-positive VirB8-like
Class I Class IT Class III" Class I
5197 | 4akz | 4nhf | 4jf8 |4mei |4kz1 | 4lso | 2cc3 | 6iqt 403V |3wz4|3wz3| Scnl | 6zgn [3ubl [4ec6 | Saiw
length [ 143
5197 lident. | 1
simil. | 1
length | 145 | 138
4akz (ident. [0.414| 1
simil. [0.586[ 1
length | 149 | 148 | 144
4nhf fident. [0.383]0.419| 1
simil. |0.557|0.534| 1
length | 150 | 149 | 145 | 144
4jf8 lident. |0.367(0.422(0.976| 1
simil. |0.573|0.564/0.924| 1
length | 150 | 145 | 149 | 150
4mei fident. |0.200(0.338(0 282(0.287
simil. {0.413] 0.51|0.456|0.473
length | 149 | 144 | 149 | 150
4kz1 fident. |0.215/0.340(0.295/0.300
simil. {0.436]0.535|0.456|0.473
length | 152 | 150 | 150 | 151
4lso [ident. |0.204(0.300(0.253|0.265
simil. {0.454|0.493/0.460/0.477
length | 157 | 153 | 158 | 159
2cc3 fident. |0.248(0.242(0.241(0.233
simil. {0.331/0.279/0.261|0.346
length | 154 | 151 | 157 | 158 | 151 | 150 | 155 | 157 | 135
6iqt fident. {0.091|0.139|0.134/0.139|0.133|0.133]0.136[0.115] 1
simil. {0.227|0.258/0.280/0.279|0.265]0.267|0.252(0.274| 1
length | 163 | 158 | 163 | 164 | 152 | 152 | 156 | 156 | 156 | 138
4o3v fident. |0.147(0.196(0.172(0.195/0.151|0.145|0.160(0.186|0.103| 1
simil. {0.282|0.310]0.319|0.335|0.265|0.322(0.308|0.333(0.244| 1
length | 165 | 161 | 165 | 166 | 154 | 153 | 158 | 163 | 154 | 162 | 137
3wz4 fident. {0.091/0.093|0.091|0.102|0.104(0.085/0.089(0.074(0.104|0.062| 1
simil. {0.249|0.248|0.285/0.295/0.292(0.288|0.272]0.282(0.266(0.235| 1
length | 166 | 161 | 165 | 166 | 154 | 153 | 159 | 163 | 155 | 161 | 139 | 137
3wz3 jident. {0.042|0.081|0.097|0.054/0.091[0.084(0.076{0.074{0.058|0.037/0.266| 1
simil. {0.187|0.205/0.206/|0.175/0.260[0.261]0.245/0.227|0.187]0.199(0.453| 1
length | 169 | 164 | 167 | 168 | 157 | 157 | 161 | 166 | 158 | 164 | 148 | 149 | 139
Scnl fident. {0.112]0.110]0.132|0.125|0.096[0.096{0.099/0.060{0.101|0.073|0.264{0.134| 1
simil. {0.231/0.226|0.252|0.262|0.236/0.255|0.248|0.217]0.234(0.220(0.432/0.322| 1
length | 152 | 147 | 153 | 153 | 145 | 144 | 150 | 153 | 145 | 149 | 144 | 144 | 146 | 101
6zgn fident. {0.059/0.068|0.059|0.072|0.062(0.063]0.053]0.059/0.076|0.060[0.056|0.069(0.062| 1
simil. {0.197|0.204/0.177|0.170/0.172]0.181]0.160[0.163]0.186(0.168|0.188]|0.208(0.164| 1
length | 169 | 165 | 171 | 171 | 163 | 162 | 168 | 170 | 158 | 165 | 159 | 159 | 160 | 127 | 122
3ubl fident. |0.041|0.042|0.035|0.041|0.080(0.086(0.083(0.035(0.101]0.042|0.063]0.063|0.063(0.095| 1
simil. {0.189/0.188|0.164/0.175/0.178]0.185]0.173]0.171]0.203{0.182(0.182]|0.201/0.181[0.323| 1
length | 158 | 153 | 157 | 157 | 151 | 150 | 155 | 159 | 147 | 155 | 146 | 146 | 147 | 114 | 129 | 109
4ec6 fident. |0.051(0.046(0.045(0.051{0.046|0.047|0.032|0.038|0.088|0.039]|0.055|0.089(0.075|0.105(0.109| 1
simil. {0.190/0.206/0.153|0.159|0.166/0.167]0.155]0.182]0.218]0.194]0.240|0.206(0.197]0.290/0.256| 1
length | 165 | 161 | 166 | 167 | 158 | 157 | 162 | 167 | 154 | 161 | 154 | 155 | 159 | 141 | 155 | 144 | 128
Saiw [ident. |0.067|0.087]0.108|0.096|0.063|0.064(0.056|0.066]0.065]0.118|0.065|0.071|{0.031/0.028|0.077(0.049| 1
simil. {0.200/0.193|0.217|0.198|0.203]0.204/0.191]0.186/0.175]0.236]0.214{0.232|0.195|0.177|0.200{0.208] 1




Table S2b : TM-scores

Gram-negative VirB8

Gram-positive VirB8-like

Class I

Class II"

Class III"

Class I*

5197

4akz

4nhf

4i8

4mei

4kz1

4lso

3cc3

6iqt

403v

3wz4 | 3wz3 | Scnl

6zgn

3ubl | 4ec6

Saiw

5197

1

4akz

0.9167

1

0.8942

0.9071

1

4nhf
4jf8

0.893

0.9259

0.9438

1

4mel

0.8768

0.8754

0.8789

0.8699

4kz1

0.8854

0.8842

0.879

0.8748

4lso

0.8665

0.8619

0.878

0.8702

2cc3

0.825

0.8901

0.8365

0.838

6iqt

0.8129

0.8043

0.8053]

0.7898

0.8311

0.8298

0.8377

0.8139

1

403v

0.7696

0.7971

0.8158

0.7971

0.8208

0.8247

0.8242

0.8326

0.784

1

3wz4

0.7218

0.7233

0.7432

0.7402

0.7669

0.7691

0.7674

0.7462

0.7733

0.739

1

3wz3

0.7054

0.7159

0.7391

0.7371

0.7257

0.7291

0.7221

0.7282

0.7408

0.7414

0.8873] 1

Scnl

0.7108

0.7177

0.7397

0.7324

0.7519

0.75

0.7468

0.7258

0.7738

0.7559

0.88230.8142] 1

6zgn

0.733

0.7587

0.7454

0.7442

0.743

0.7445

0.7426

0.7586

0.7462

0.7548

0.7725/0.7626/0.7655

1

3ubl

0.6146

0.6399

0.6202

0.6237

0.6259

0.6266

0.6342

0.6268

0.6432

0.656

0.6907/0.6641/0.6714

0.8122] 1

dec6

0.6871

0.7121

0.7052

0.715

0.7119

0.7081

0.7212

0.6703

0.7231

0.6991

0.7363]0.716 0.7169

0.8057(0.7764] 1

Saiw

0.6882

0.6891

0.7054

0.6988

0.6775

0.6757

0.6976

0.6962

0.7257

0.7022

0.7033]0.7047,0.678

0.7036/0.6537] 0.656

Table S2¢: rmsd (A)

Gram-negative VirB8

Gram-positive VirB8-like

Class I

Class II"

Class III"

Class I*

5197

4akz

4nhf

4if8

4mei

4kz1

4lso

3ce3

6iqt

403v

3wz4 | 3wz3 | Scnl

6zgn

3ubl | 4ec6

Saiw

5197

4akz

1.426

0

4nhf

1.628

1.631

4jt8

1.56

1.525

1.316

4mei

2.059

1.837

1.738

1.812

4kz1

2.062

1.818

1.754

1.758

4lso

2.133

1.86

1.969

2.015

2cc3

2.128

1.503

1.996

2.114

6iqt

2.286

2.013

2.256

2.505

1.513

1.395

1.738

1.979

403v

2.942

2.172

2.495

2.465

2.061

2.348

2.488

2.037

3wz4

3.108

2.843

2.687

2.628

2.096

2.103

2.134

2.456

2.408

2.379

3wz3

3.179

2.95

2.694

2.715

2.799

2.82

2.84

2.759

2.77

2.638

1.691 |0

Scnl

3.045

2.823

2.902

3.152

2.301

2.301

2.475

2.814

2.498

2.452

1.631 2.161 [0

6zgn

2.704

D.444

2.605

2.62

2.401

2.402

2.411

2.314

2.359

2.33

2.262 [2.393 2.399

3ubl

3.362

3.271

3.675

3.415

3.312

3.248

3.332

3.263

3.219

3.002

2.849 3.18 [3.042

1.99

dec6

2.841

2.718

2.939

2.767

2.691

2.673

2.558

3.114

2.762

2.757

2.599 2.939 2.97

1.878

2.301 [0

Saiw

2.943

R.777

2.931

2.888

2.774

2.757

2.852

2.997

2.774

3.13

2.939 [2.863 3.034

2.474

2.637 [3.12




Figure S1: Presence of an unknown ligand bound to OrfGe4.204. Stereo view of an unattributed blob of
electron density observed in the Fo-Fc map contoured at +3c. Surrounding amino acids are shown in sticks
and labeled.



TraM (3wz3

TraE (5197)

Figure S2: Superposition of VirB8-like structures within each class identified in the structural tree.
Structures were superposed by mTM-Align, and represented using the same color code as in Figure 3 (see
also Materials and Methods). Amino acid sidechains that are conserved are shown in green sticks, those that
share a similar nature within a class are drawn as black lines. For each class, front view, rear view and

secondary structure topology of a representative member are shown vertically.



VII.2 Complément cristallographique a I’article pour le domaine central OrfGgy_294

VII.2.1 Collecte des données de diffraction pour la résolution de la structure

FIGURE 33 — Cristaux de la construction OrfGgy-204

3

Cristaux de la construction OrfGgs-204 dans la condition contenant 2 M de sulfate d’ammonium, 100 mM Tris-HCI,
pH 8,5. Détails dans la partie " Materials € Methods" de I’article Cappele et al., 2021.

L’ensemble des collectes a été réalisé au synchrotron SOLEIL sur la ligne Proxima-2. Pour cela,
2 cristaux d’OrfGgg204 (voir Figure 33, page 103) avaient été trempés dans une solution contenant
de ’hexachloroosmate(IV) de potassium, ¢’est-a-dire des diffuseurs anomaux (les atomes d’osmium)
dont la présence a pour but de permettre 'utilisation de la méthode SAD (" Single-wavelength ano-
malous dispersion") afin de résoudre le probléme de la phase. En effet, les homologues structuraux
d’OrfGgy.204 n’ayant pas une identité de séquence atteignant les 20%, nous ne pensions pas pouvoir
déterminer les phases grace au remplacement moléculaire. Le spectre d’émission de fluorescence
autour du seuil d’excitation L3 de 'osmium dans le cristal est disponible sur la figure 34 (page 104)

et les facteurs anomaux qui en découlent sont représentés sur la figure 35 (page 105).

L’analyse des données de diffraction de la premiére collecte au pic de 'osmium (A = 1,1398 A)
révélait un signal anomal faible et insuffisant pour résoudre le probléme de la phase. Martin Savko,

notre local contact, nous a alors conseillé de collecter plusieurs jeux de données en modifiant a
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FIGURE 34 — Spectre de fluorescence d’un cristal d’OrfGgg.004 enrichi en osmium

ESCAN, Proxima 2A, SOLEIL, element Os, edge L3, Sun Jun 16 08:47:38 2019
# points 134
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Spectre brut de I’émission de fluorescence en fonction de 'énergie excitation (eV) au voisinage du seuil L3 de I'osmium,
pour un cristal d’OrfGea-204 trempé dans 1’hexachloroosmate de potassium. La mesure, réalisée sur la ligne Proxima
2A du synchrotron SOLEIL, confirme la présence du diffuseur anomal dans les cristaux.

chaque collecte ’angle kappa du goniométre et en étant centré & différents endroits du cristal afin
de limiter les dommages causés par les irradiations répétées. 7 jeux de données ont été collectés en
utilisant les deux cristaux, pour une redondance moyenne anomale de 81. Les statistiques décrivant
ces jeux de données sont disponibles en annexe S4, S5 et S6 respectivement page 208 & 210. Elles

montrent que la qualité de chaque jeu est trés satisfaisante au regard des critéres usuels.
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FIGURE 35 — Contribution anomale de ’atome d’osmium

ESCAN, Proxima 2A, SOLEIL, element Os, edge L3, Sun Jun 16 08:47:38 2019
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Les contributions anomales f’ (en rouge) et f” (en noir) au facteur de diffusion de 'osmium contenu dans le cristal
d’OrfGea-204 , au voisinage du seuil d’absorption L3.

VII.2.2 Phasage a 'osmium

La localisation des diffuseurs anomaux puis le phasage ont été réalisés en utilisant le pipeline
SAD Phaser disponible dans la suite CCP4 (Collaborative Computational Project, 1994). Toutefois,
il faut bien préciser que la procédure n’a réussi que lorsque les 7 jeux ont été regroupés ensemble.
En testant I’ajout progressif des jeux un a un, aucun phasage n’a abouti avant que le dernier jeu ne
soit ajouté. Les données statistiques fournies par le logiciel XDS de traitement des données (Kabsch,
2010) puis le pipeline SAD Phaser sont disponibles dans la Figure 36, page 106. Les 5 premiers jeux
correspondent & un méme cristal et sont ordonnés selon ’angle x croissant, de 0° & 67°. Les deux
derniers jeux correspondent au second cristal aux angles 0° et 27°. Aucun essai n’a réussi avec les

jeux du premier cristal ou du second. Ce n’est qu’avec ’addition des jeux des deux cristaux que le

phasage réussit.

L’une des plus grosses interrogations dans I’obtention des phases dans ce cas particulier concerne
le compte-rendu que SAD Phaser produit aprés avoir affiné les positions, occupations et facteurs

d’agitation des atomes d’osmium localisés par ShelX (Sheldrick, 2008), dans la procédure de phasage.
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FIGURE 36 — Analyse des données de diffraction obtenues pour les cristaux d’OrfGgg.204 comportant
de I'osmium

546708 853149 1015357 1176026 1413770 1637839

27,0 42,1 50,1 58,0 69,7 80,7
99,9% 100% 100% 100% 100% 100%
101,9% 102,7% 102,7% 102,7% 102,8% 102,6%
4,6% 4,8% 6,1% 5,7% 8,5% 10,7%
1,97 2,8 2,81 2,8 2,79 2,77
45,24 54,97 55,2 59,6 58,21 55,6

74,3% 83,3% 83,2% 83,4% 83,1% 84,5%
100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

1,128 1,208 1,21 1,253 1,238 1,207
31% 29% 29% 31% 30% 31%
Non Non Non Non Non Oui

Statistiques analysant la qualité des données de diffraction obtenues selon le nombre de jeux rassemblés. Les jeux 1
a b sont issus d’un premier cristal, les jeux 6 et 7 d’'un second. Les jeux sont ajoutés successivement a 1’ensemble
précédent : la colonne "2" signifie que les deux premiers jeux ont été rassemblés, la colonne "3" signifie que le jeu 3
a été ajouté a I’ensemble précédent, etc. Les statistiques sont issues d’XDS.

4 atomes d’osmium ont été détectés dans I'unité asymétrique, mais avec des occupations treés faibles,
¢’est-a-dire inférieures a 6%. Les figures de mérite pour les deux mains possibles sont identiques, avec
une valeur de 0,13 proche de signifier que les phases sont aléatoires. L’inspection des comptes-rendus
de Phaser obtenus en exploitant 2 a 6 jeux de données de diffraction (c’est-a-dire les procédures ayant
échoué) montre que le nombre d’osmium détectés oscille entre 3 et 4 atomes dans 'unité asymétrique,
mais toujours avec des occupations faibles et des positions variables. Et surtout, les positions de
ces atomes, évaluées a posteriori a la lumiére de la structure affinée, sont invraisemblables car
complétement enfouies dans le coeur de la protéine, et trés proches les unes des autres (voir Figure

37, page 107).

Quelques vérifications supplémentaires ont été effectuées concernant la localisation et ’affine-
ment des paramétres des 4 atomes d’osmium. Tout d’abord, la carte de densité électronique liée au
signal anomal a été déterminée avec pour module de chaque paire de réflexions la différence entre

Frua et Fopo et pour phase associée celle calculée a partir du modéle. Assez curieusement, la carte ne
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FIGURE 37 — Représentation des sites osmium d’OrfGgg004 €n vue stéréoscopique

Représentation en mode "cartoon" de la protéine OrfGega-204 en vue stéréoscopique par PyMOL. Les positions des
atomes d’osmium détectés par SAD Phaser de la suite CCP4 sont symbolisées par des sphéres vertes. Ces positions
ne sont tout simplement pas possibles a cause de I’encombrement stérique induit par les ions chlorure qui entourent
I’osmium dans le contexte du coeur hydrophobe de la protéine. Malgré ces positions que 'on peut qualifier de fictives,
le phasage a fonctionné.

montre pas de signal aux positions des diffuseurs anomaux utilisées dans le phasage. Au contraire,
des pics a 4o sont présents & de nouvelles positions & la surface de la protéine, bien plus logiques
et compatibles avec I’encombrement stérique du diffuseur anomal qui est entouré par 6 ions chlo-
rures (voir Figure 38, page 109). Egalement, les sections de Harker au sein des cartes de Patterson
anomales ont été explorées a la recherche des signaux interprétés par ShelX (Sheldrick, 2008) pour
trouver les diffuseurs anomaux. Les coordonnées atomiques des 4 atomes d’osmium sont associées
soit & des pics larges couvrant les axes de symétrie de la fonction de Patterson différence anomale,
soit & des zones vides de signal. Enfin, une évaluation visuelle de la qualité de la densité électronique
a la fin du phasage en utilisant un contour & 3c permet de constater une nette différence entre le

phasage réussi, et tous les échecs précédents. Il est délicat de comprendre pourquoi 'utilisation des
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paramétres de ces 4 atomes d’osmium, visiblement faux, permet de déterminer des phases initiales

suffisamment correctes.

Quoi qu’il en soit, comme le phasage a été réussi et que la structure qui en a découlé correspondait
a celle des autres protéines VirB8-like, nous n’avons pas persévéré dans 1’étude de ce cas particulier.
En effet, méme si la compréhension et 1’étude d’un cas difficile de phasage avec la méthode SAD
aurait été formateur, il était plus utile a I'avancement du projet de se concentrer sur 'analyse de
la structure et de la comparaison avec ses homologues dans le cadre des systémes de sécrétions.
Il existe certainement une explication & ces résultats d’apparence surprenante, mais nous en avons

reporté 'analyse & plus tard.
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FIGURE 38 — Représentation de la carte anomale OrfGgy004 en vue stéréoscopique

Représentation filament de la protéine OrfGega-204 en vue stéréoscopique par Coot (Emsley et al., 2010). Le monomeére
central est coloré en arc-en-ciel depuis son extrémité N-terminale (en bleu) jusqu’a son extrémité C-terminale (en
rouge), les autres monomeéres générés par symétrie sont en gris. La carte anomale représentant les pics d’osmium est
en rouge et est ajustée a +4 sigma pour réduire le bruit.

109



VII1.2.3 Blob de densité

Ce point a été trés rapidement discuté dans la publication. Proches de la sérine 82 et relati-
vement enfouis dans le modéle se trouvent deux pics de densité positive dans la carte différence
Fo-Fc contourée & 30 (voir Annexe S1 de l'article). La modélisation de molécules d’eau n’a pas été
probante, n’expliquant pas l'intensité du signal. Nous nous sommes intéressés a ces deux pics car
ils sont localisés dans une région similaire & une poche ciblée dans la protéine VirB8 pour inhiber
la conjugaison des T4SS dans les bactéries & Gram négatif (Eberhardt et al., 2013). Ont été testés
"manuellement" & titre de ligand potentiel les composés présents dans les solutions de préparation
des cristaux comme 'ion sulfate, le glycérol ou encore le tampon tris(hydroxyméthyl)aminométhane
(ou Tris). Aucun n’a été placé de fagon satisfaisante dans la densité et les interactions environnantes
n’étaient pas convaincantes. Suite & cela, le protocole automatisé d’identification de ligand du logi-
ciel Phenix (Liebschner et al., 2019) a été tenté, avec plus de 200 ligands testés. Aucun ligand n’a

été trouvé par cette procédure automatique.

L’une des molécules utilisées dans le protocole de purification de nos collaborateurs est le PMSF
(" PhenylMethylSulfonyl Fluoride"), afin d’inhiber les protéases & sérine lors de la purification de la
protéine. En modifiant de fagon spécifique la sérine catalytique de ces protéases en O-benzylsulfonyl-
sérine, 'activité est totalement inhibée. L’application de cette modification sur la sérine 82 dans
le modeéle d’OrfGgy.204 pourrait correspondre a la densité inexpliquée (voir Figure 39, page 111).
Cependant, quelques génes stériques et interactions défavorables sont observées entre les atomes
d’oxygéne portés par le soufre et leur environnement. De plus, I’absence des autres résidus impor-
tants de la triade catalytique des protéases & sérine permettant a cette derniére d’étre réactive rend
douteux le fait que cette modification ait eu lieu spontanément. Cet essai permet cependant d’éva-
luer visuellement la taille du ligand recherché, et montre qu'une modification de la sérine est une
éventualité plausible. Pour autant, face a 'absence d’explication et de ligand qui correspondrait a

ces deux pics de densités positives, nous avons décidé de laisser cette zone vide.
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FIGURE 39 — Vue stéréo de la modification potentielle de la sérine 82 en O-benzylsulfonyl-sérine

chez OrfGega204
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Vue détaillée de la région de la sérine 82. La densité électronique représentée en bleu correspond & la carte 2Fo-Fc

(niveau de contour :

+1,2 o), celle en vert a la carte Fo-Fc (43,0 o), toutes deux calculées & une étape avancée de

Paffinement du modeéle comportant la sérine 82 non modifiée. Le résidu O-benzylsulfonyl-sérine (code pdb SEB) a ici
été substitué a Ser82 a titre de test de son positionnement (affinement non effectué).
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VII.3 Compléments de résultats obtenus aprés la publication sur OrfGgy_294

Pendant que l’article était en cours d’édition avant publication, une nouvelle structure de VirB8-
like d’un organisme & Gram positif est parue dans la base de données des protéines. L’article associé
a cette nouvelle structure n’ayant pas encore été accepté par un éditeur, une version préliminaire
est disponible sur les archives bioRxiv (Jager et al., 2020). La structure du domaine soluble de
la protéine PrgL retrouvée sur le plasmide pCF10 chez Enterococcus faecalis a été résolue et est
disponible sous le code PDB 7TAED. L’unité asymétrique contient 2 monoméres de la protéine
assemblés en un dimére inédit. Par comparaison avec les autres VirB8-like de bactéries a Gram
positif, cette protéine appartient & la classe o introduite par Fercher et al., 2016, en présentant un
domaine transmembranaire dans les 30 premiers résidus de son extrémité N-terminale ainsi qu’'un
long domaine C-terminal NTF2-like qui constitue le domaine VirB8-like que nous avons étudié dans
Particle. Cette structure appartient a la méme classe que TraH dont la structure (code PDB : 5AIW)
a été résolue par RMN. Pour rappel, TraM appartient a la classe y et les protéines TepC et OrfG a

la classe .

Les nouveaux alignements structuraux obtenus aprés ’ajout de la nouvelle structure Prgl, sont
disponibles dans les Figures 40 et 41 respectivement pages 114 et 115. L’arbre structural issu de
mTM-align (Dong, Pan et al., 2018; Dong, Peng et al., 2018) a peu évolué par rapport a l'arbre
présenté dans la publication. Les groupes formés précédemment restent similaires. En effet, le groupe
I comportant les VirB8-like de bactéries a Gram positif des classes y et B est toujours séparé des
groupes de VirB8-like de bactéries & Gram négatif. TraH (5AIW) et Prgl. (TAED) s’intercalent

entre ces deux secteurs Gram positif et Gram négatif, sans former de groupe.

Concernant la structure tertiaire, Prgl. posséde le repliement attendu des VirB8-like, avec un
enchainement ol-a2-03-31-2-33-4. Les structures de PrgL et TraH sont semblables avec des points
communs qui les distinguent du groupe [T associé aux bactéries & Gram positif, & 'instar du brin
B4 en une seule partie alors qu’il est scindé en deux parties $4a et B4b au sein du groupe I (voir
Figure 42, page 116). Toutefois des différences claires sont a noter. L’hélice a3 est scindée en deux
chez PrgL alors qu’elle est & peu prés de méme longueur mais en une seule partie chez TraH. La
différence principale réside dans le brin 31 qui est en une seule partie chez PrgL et scindé en deux

chez TraH avec une boucle qui semble flexible. Cette derniére différence explique peut-étre pourquoi
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PrgL et TraH n’ont pas été rassemblées dans 'arbre structural. Toutefois, il est important de re-
préciser que TraH est une structure RMN alors que toutes les autres structures proviennent de
données de radiocristallographie. Les biais inhérents aux deux méthodes (et cela s’applique a toutes
les structures) n’étant pas parfaitement maitrisés, seuls davantage de structures permettront de voir

si Prgl. et TraH peuvent étre regroupées.

Les VirB8 Gram négatif connues a ce jour appartiennent a la classe o dont le domaine soluble est
localisé dans le périplasme. Les protéines TraH et Prgl. sont également deux protéines de la classe
o ou la position du domaine soluble reste sujette a discussion. En effet les données expérimentales
obtenues pour ces deux protéines ont permis de proposer dans les deux cas que le domaine soluble
serait localisé dans le cytoplasme et non dans Ienvironnement extra-cellulaire (Fercher et al., 2016).
Cette topologie différente interroge. Dans le cas de TraH, des interactions faibles avec les protéines
ViB4-like (TraE) et VirD4-like (TraJ) ont été observées (Fercher et al., 2016). Un role putatif de
TraH serait le recrutement de ces facteurs essentiels au T4SS pour assembler le canal de transloca-
tion. Toutefois, TraM de la classe y appartient au méme plasmide que TraH (pIP501) et posséde
également un domaine soluble cytoplasmique (Goessweiner-Mohr, Grumet et al., 2013). Deux ques-
tions restent ouvertes : (1) Pourquoi existe-il deux VirB8-like pour un méme T4SS? (2) Quel est le

role exact de ces domaines cytoplasmiques ?
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FIGURE 40 — Nouveaux alignements structuraux de protéines VirB8-like

Contexte alignement Gram positif

VirB8-like
Gram +

OrfG64_204 7AED

VirB8-like

Contexte alignement toutes VirB8-like

Représentation par échelle de couleur de la superposition structurale des domaines VirB8-like présentés dans la
publication, ajoutée de la structure de PrgL (code PDB : TAED). Les colorations utilisées dans A et B correspondent
aux colorations appliquées par MPSA Viewer. Pour la position dans I’espace d’un acide aminé donné, le RMSD
entre tous les carbones Co des structures superposées est calculé et la position est colorée en fonction du résultat.
Un RMSD de 1 A est associé au bleu profond, tandis qu'un RMSD de 10 A est associ¢ au rouge sang. Un RMSD
moyen sera représenté par une couleur violette (moyenne entre rouge et bleu, 5 A) Une coloration noire/grise signifie
que la distance entre les carbones alpha sur la position est supérieure a 10 A ou que I'alignement n’a pas pu étre fait
sur cette position avec au moins une des structures. A. De gauche & droite, représentation dOrfGga-204 , de PrgL et
de la superposition de toutes les VirB8-like appartenant a des organismes & Gram positif. B. Similaire & A, sauf que
l'alignement comprend ’ensemble des domaines VirB8-like, tout organisme confondu.
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FIGURE 41 — Arbre structural des protéines VirB8-like

Arbre structural mTM-align Arbre phylogénétique

TrwG, Bartonella grahamii (4nhf) = 100
TrwG, Bartonella birtlesii (4jf8) 87

Groupe | TraE, Escherichia coli (5i97) 90

VirB8, Brucella suis (4akz) 71
VirB8, Agrobacterium fabrum (2cc3)

VirB8, Bartonella quintana (4lso)
VirB8, Bartonella tribocurum (4mei) -I|99
VirB8, Bartonella grahamii (4kz1) 1 75

- \[irB8, Rickettsia typhi (403v)

39

Groupe I~

- \/irB8, Helicobacter pylori (6iqt)

—I: i DM, Legionella pneumophilia (3wz4)
TraM, R64 Plasmid (3wz3) 0.50

Groupe Il ™~

Ipg0120, Legionella pneumophilia(5cnl)

TraH, Enterococcus faecalis (5aiw)
PrglL, Enterococcus faecalis (7aed) -

OrfG, Streptococcus thermophilus (6zgn)
_|: TcpC, Clostridium perfringens (3ub1)

Groupe It

TraM, Enterococcus faecalis (4ec6)

Arbre structural et phylogénétique des protéines VirB8-like, adapté des résultats du serveur mTM-align en prenant
en compte la nouvelle structure de Prgl. (code PDB : 7TAED), par rapport a lalignement initial de Cappele et al.,
2021. Cette nouvelle structure est colorée en violet.
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FIGURE 42 — Structures secondaires de OrfGgy.o04 , Prgli et TraH

PrgL (7AED) TraH (5AIW)

Représentation schématique des structures secondaires des domaines VirB8-like des protéines PrgL (code PDB :
TAED), TraH (code PDB : 5AIW) et OrfGgs-204 (code PDB : 6ZGN). La coloration en arc-en-ciel est appliquée
depuis 'extrémité N-terminale (en bleu) vers I'extrémité C-terminale (en rouge). Les brins sont symbolisés par des
fleches pleines, les hélices par des cylindres pleins. Les structures secondaires sont numérotées selon leur ordre depuis
I'extrémité N-terminale jusqu’a I'extrémité C-terminale.
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VIL.4 Etude structurale du domaine soluble OrfGg4.331

Le domaine soluble OrfGgys.331 , rappelons-le, est le domaine constitué des résidus 64 a 331,
correspondant & la protéine OrfG dépourvue de son extrémité N-terminale et donc de son do-
maine transmembranaire (TMD). OrfGgy.331 comporte deux domaines : le domaine OrfGgy 204 dont
la structure a initialement été résolue et discutée précédemment, et le domaine C-terminal com-
prenant les résidus 223 & 331. Les deux domaines sont connectés par une chaine de 19 résidus.
OrfGegg 331 , notre cible initiale, a pendant longtemps posé des difficultés pour obtenir des cristaux
avec un bon pouvoir diffractant. Assez rapidement et dans de nombreuses conditions, des cristaux
réguliers d’une taille suffisante ont été obtenus. Cependant, les tests de diffraction au laboratoire
comme au synchrotron montraient systématiquement un faible pouvoir de diffraction avec une ré-
solution maximale ne dépassant pas les 6 A. Aprés 3 mois, de nouveaux cristaux qui semblaient
identiques ont été observés dans les mémes conditions d’obtention, mais cette fois-ci diffractant
jusqu’a 1,8 A (voir Figure 43 page 117). Deux jeux de données ont pu étre collectés sur la ligne

Proxima2 du synchrotron SOLEIL et ont été exploités par la suite.

FIGURE 43 — Cristaux de la construction OrfGegs-331

Cristaux de la construction OrfGes-331 dans la condition contenant 2,4 M de malonate de sodium dibasique monohy-
draté.
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VII.4.1 La structure d’OrfGgs-331

En utilisant le domaine central OrfGgy.204 (code PDB 6ZGN) ainsi que le domaine C-terminal de
TepC (code PDB 3UB1) comme modéles pour le remplacement moléculaire, la structure d’OrfGgy.331 a
été résolue facilement, et est présentée dans la Figure 45 page 120. Nous n’avons pas tenté le rem-
placement moléculaire avec un monomeére complet de TepC : d’une part les deux domaines sont
séparés par un linker d’une vingtaine d’acides aminés dont la fixité aurait empécher les domaines de
s’orienter correctement si nécessaire ; d’autre part la structure d’OrfGgy_o04 précédemment résolue
donnait un point de départ a priori beaucoup plus juste pour ce domaine. Le cristal appartient
au groupe d’espace cubique P4732. Un seul monomeére d’OrfGgy.331 est présent dans 'unité asymé-
trique. Lorsque I'on en génére les équivalents cristallographiques, on observe un assemblage plausible
en triméres dont les trois TMD seraient localisés du méme c6té du multimére. En revanche, 'em-
pilement cristallin ne révéle pas de super-assemblage vraisemblable. En effet, les associations de
triméres observées ne semblent pas avoir d’intérét biologique puisqu’elles ne respectent pas la ca-
ractéristique membranaire de la protéine : elles correspondent par exemple & des triméres orientés

téte-béche (Voir Figure 44, 119).

La structure du monomére d’Orf(Gg4.331 contient les acides aminés 87 a 328 incluant le domaine
central (94-204) et le domaine C-terminal (223-328). Le domaine central (94-204) conserve la to-
pologie observée pour le domaine central seul (i.e. OrfGgs-204 ), soit 'enchainement de structures
secondaires ol-02-B1-$2-83-B4, avec le brin (4 scindé en deux brins 34a et B4b. Le domaine C-
terminal est également un domaine VirB8-like. Il adopte également la topologie al-a2-31-32-33-34.
Le brin 34 est continu, et I’hélice o2 est plus courte par rapport a celle observée dans le domaine
central. Comme dans OrfGggo04 , I'extrémité N-terminale de 64 & 86, ainsi que les résidus 168 &
176 n’ont pas été modélisés par manque de densité électronique. En revanche, la boucle entre 1’hé-
lice a2 et le brin 1, en partie absente de la structure d’OrfGegy-204 , est présente dans la structure

d’OrfGegy-331 (voir ci-dessous).

OrfG et TepC sont deux protéines appartenant a la classe y (Fercher et al., 2016) et leurs
domaines solubles cristallisent avec le méme arrangement trimérique. Toutefois les orientations entre
les domaines centraux et C-terminaux dans chacune des structures sont suffisamment distinctes pour

rendre médiocre la superposition globale des domaines solubles d’OrfG et de TepC. Une comparaison
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FIGURE 44 — Représentation stéréo de ’assemblage dans le cristal d’OrfGgy-331

Visualisation stéréoscopique réalisée avec PyMOL. OrfGega-331 s’assemble en triméres dans le cristal, et chaque trimeére
est représenté avec une couleur différente. L’extrémité N-terminale de chaque monomeére, avant laquelle se situerait
la partie transmembranaire, est montrée en sphéres magenta. Des paires de trimeéres orientés téte-béche sont ainsi
visibles, ici représentées avec des couleurs voisines associées a chacun des triméres qui les composent.

des domaines séparés est ainsi plus pertinente.

Le domaine central (94-204) observé dans la structure d’OrfGgy-331 est assez logiquement trés
similaire a celui d’OrfGgg204 déja résolu, mais certaines différences sont a noter. En effet, I’écart qua-
dratique moyen (RMSD) résultant de la superposition du domaine central (94-204) dans OrfGg4.331 avec
le domaine central seul (OrfGgsn04 ) est de 0,71 A (87 résidus alignés). Les boucles supposées flexibles
et non modélisées dans OrfGGgy.004 le sont dans la présente structure du domaine central, & I’excep-
tion de deux régions. Le nouvel empilement cristallin entraine une stabilisation et/ou un changement
de conformation des régions 165-168 et 175-179, qui allonge de quatre résidus a la fois la fin du brin
B2 et le début du brin B3 (voir Figure 46 page 121). La proximité du domaine C-terminal d’un
autre monomeére permet la formation de nouvelles interactions. On citera par exemple la présence
de deux nouvelles liaisons hydrogéne réalisées par la chaine latérale du glutamate 166 (extrémité
C-terminale du brin 32, domaine central), avec le groupement amide de la glycine 295 d’une part, et

avec le groupement hydroxyle de la thréonine 296 d’autre part. Ces résidus 295 et 296 appartiennent
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FIGURE 45 — Monomeére d’OrfGgy-331

Représentation de la structure d’OrfGes-331 en stéréo. La structure est colorée en arc-en-ciel du bleu pour I'extrémité
N-terminale au rouge a lextrémité C-terminale. Le domaine central apparait en teinte bleutée/verte et le domaine
C-terminal apparait orangé/rouge.

a la boucle entre 32 et 33 du domaine C-terminal.

L’une des originalités de cette nouvelle structure est la présence d'un deuxiéme domaine de
type VirB8-like (résidus 228 a 319), de la méme maniére que chez TepC (résidus 250 a 344). En
effet, les deux domaines C-terminaux possédent deux hélices al et o2, suivies de 4 brins 31 a 34
formant un feuillet anti-paralléle. Dans la Figure 48 page 123 sont présentés les différents domaines
VirB8-like de ces deux protéines dans une orientation conservée en fonction de I'alignement réalisé.
La Figure 49 page 123 présente la mesure des écarts entre ces différents domaines. On y constate
que les domaines centraux OrfGegg.004 et TecpCipa-029 Se superposent trés bien, avec un RMSD entre
eux de 1,27 A, comme nous avions déja pu le constater dans la partie dédiée & OrfGggo04 . De

la méme maniére, les domaines C-terminaux des deux protéines (OrfGaas.331 et TepCagg_s6 ) sont
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FIGURE 46 — Vue détaillée des brins 2 et 33 du domaine central d’OrfG

Comparaison de la région de connexion des brins 2 et B3 du domaine central des structures OrfGgs-z31 (en bleu)
et OrfGea-204 (en orange). Les chaines principales sont représentées en batons, les chaines latérales sont masquées et
les structures secondaires en ruban sont montrées en transparence en suivant la méme coloration. Les acides aminés
n’ayant pas de densité suffisante ne sont pas modélisés et sont donc absents des structures. Ces régions sont figurées
par des traits pointillés (résidus 169-174 en bleu chez OrfGega-331 et 169-175 en orange chez OrfGega-204 ).

trés similaires et présentent un RMSD de seulement 1,13 A. Dans ces superpositions 1’alignement
des feuillets est presque parfait ainsi que celui de I’hélice al. Des différences plus importantes
apparaissent dans les comparaisons entre les domaines centraux et C-terminaux ot les RMSD varient
de 2,1 44,2 A. Ces superpositions "croisées" sont similaires. Quelle que soit la superposition, aucune
structure secondaire n’apparait mieux alignée qu’une autre. Les variations des valeurs des RMSD
d’une superposition croisée a 'autre semblent plutét corrélées au nombre de résidus superposés

(Figure 49 page 123).

Avant de comparer plus en détail les différents domaines VirB8-like en incluant les domaines
centraux dans ’arbre structural et en les analysant grace & mTM-align, notons que dans la structure
du monomeére d’OrfGgy.331 et plus particuliérement dans le domaine central, un blob de densité moins
intense est retrouvé a la méme position que pour OrfGggo04 . La probabilité que ce blob présent
dans deux structures similaires ne soit qu’un artefact diminue, mais nous n’avons pas non plus réussi

a y placer de molécule permettant de I'expliquer.

Lorsque I'on inclut dans la superposition structurale des domaines VirB8-like les domaines cen-
traux et C-terminaux séparés des protéines OrfGgy.s31 et TepC, on obtient 'arbre présenté dans

la figure 50 page 124. Un changement mineur par rapport a I’arbre précédent est constaté. Le do-
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FIGURE 47 — Vue stéréoscopique des brins 2 et 33 du domaine central d’OrfGes-331

Représentation des brins 32 et 33 du domaine central en vert et de la boucle entre les brins 32 et 33 du domaine
C-terminal. La boucle entre I'hélice o2 et le brin 1 du domaine central est représentée en bleu.

maine central d’OrfGgy-331 et le domaine C-terminal de TraM (code PDB 4EC6) sont maintenant
inversés, de sorte que le score d’alignement de paire entre TraM et le domaine central de TepC est
meilleur qu’avec le domaine central d’OrfGgg.331 . Les différences structurales entre le domaine cen-
tral seul (OrfGga204 ) et son équivalent dans OrfGgg 331 pourraient en étre une des causes, résultant
par exemple de l'allongement des brins 32 et 33. Cette différence observée au sein de I’arbre est
accessoire car elle ne remet pas en cause les groupes définis auparavant. Pour finir, les domaines
C-terminaux d’OrfGgg.331 et TcpC n’intégrent pas I’arbre précédent dans le sens ou ils ne sont pas
affiliés aux autres groupes. Ainsi les groupes définis auparavant possédent en commun des caracté-
ristiques structurales non partagés avec les domaines C-terminaux d’OrfGgg.331 et TepC. Ces deux
domaines pourraient appartenir & un nouveau groupe de VirB8-like spécifique aux bactéries & Gram

positif, et plus particuliérement & la classe [3.
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FIGURE 48 — Comparaison des différents domaines VirB8-like d’OrfGgy.331 et de TepC

OrfGey.331 TepC OrfGey.331 TepC
Domaine Central Domaine Central Domaine C-terminal Domaine C-terminal

Représentation des domaines VirB8-like isolés des protéines OrfGgs-331 et TcpC en arc-en-ciel. La coloration débute
4 extrémité N-terminale en bleu jusqu’a 'extrémité C-terminale en rouge. De gauche a droite sont représentés les
domaines centraux d’OrfGea-331 (présent dans OrfGes-204 ) et TcpC, puis leurs domaines C-terminaux. Toutes les
structures sont alignées sur le domaine C-terminal d’OrfG, 'orientation de ces représentations est donc conservée.

FIGURE 49 — Tableau comparatif des RMSD entre les différents domaines d’OrfGgy-331 et TepC

= 4,103 1,176 3,991
88 = 2,541 1,061
69 61 = 2,123
90 88 58 =

La partie supérieure droite du tableau indique la valeur de RMSD calculé entre les Ca des deux structures gréace a
I’algorithme SUPER intégré dans PyMOL. La partie inférieure gauche du tableau indique le nombre de Ca pris en
compte dans le calcul du RMSD correspondant. En bleu est indiqué le RMSD entre les domaines centraux, et en
rouge est indiqué le RMSD entre les domaines C-terminaux. La longueur de chaque domaine est précisée a droite de
son nom (nombre d’acides aminés).
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FIGURE 50 — Arbre structural incluant les domaines C-terminaux d’OrfGegy.331 et TepC

Arbre structural mTM-align Arbre phylogénétique

TrwG, Bartonella grahamii (4nhf) =100
Trw@G, Bartonella birtlesii (4)f8) 87
90

TraE, Escherichia coli (5197)
VirB8, Brucella suis (4akz)

VirB8, Agrobacterium fabrum (2cc3) —_l
- \IrB8, Bartonella guintana (4lso) 39
- VirB8, Bartonella tribocurum (4mei)—lr
- V/irB8, Bartonella grahamii (4kz1)] 75
VIrB8, Rickeltsia typhi (403v)

Groupe I~
71

Groupe I~

e \[(1B8, Helicobacter pylof (6iqt)
_ 0.50

TraM, R64 Plasmid (3wz3)
Ipg0120, Legionella pneumophilia(Scnl)

Groupe Il ™

TraH, Enterococcus faecalis (5aiw)
Pral, Enterococcus faecalis (Taed)

TraM, Enterococcus faecalls (4ect)

- TepC - Domaine Central, Clostridium perfringens (3ub1) GFOUPE |+

- QrfG - Domaine Central, Streptococcus thermophilus (6zgn)

TcpC - Domaine C-terminal, Clostridium perfringens (3ub1)
OrfG - Domaine C-terminal, Strepfococcus thermophilus (6zgn)

Nouvel arbre structural et phylogénétique adapté des résultats du serveur mTM-align, en prenant en compte la
nouvelle structure du domaine central observée dans OrfGega-331 , son domaine C-terminal, ainsi que celui de TepC.
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VII.4.2 Oligomérisation

FIGURE 51 — Structures trimériques d’OrfGgy.331 et ses homologues

Toutes

Représentation schématique de l'organisation trimérique des différentes VirB8-like Gram positif. De gauche & droite :
OrfGea-331 est en bleu, TepC est en vert, TraM est en rose et en derniére position se trouve une superposition structurale
des 3 molécules. Les triméres sont représentés perpendiculairement (en haut) ou parallélement (en bas) a I’axe 3 reliant
leurs monomeéres.

Concernant la structure quaternaire de la protéine, les monomeéres d’OrfGgy.331 s’enroulent en-
semble pour former le méme trimére que TepC (code PDB : 3UB1). Dans cet assemblage caractéris-
tique, les domaines centraux sont proches de I’axe ternaire et chaque domaine C-terminal s’enroule
autour du domaine central d’'un autre monomére grace au grand linker qui relie les domaines. Sans
avoir de domaine C-terminal comme TcpC et OrfGgy-331 , la premiére structure de VirB8-like Gram
positif publiée, TraM, présente également un trimére similaire. A noter que pour TepC et TraM, Ias-
semblage trimérique est directement observé dans 'unité asymétrique, sans recours aux symétries
cristallographiques. Les trimeéres sont représentés alignés dans la Figure 51 page 125. Cet assem-
blage trés particulier présent dans la structure cristallographique de TepC n’a étonnamment pas été
discuté dans la publication associée, malgré sa similitude avec ’assemblage formé par TraM. Cela
s’explique probablement par 1’état monomeérique observé en solution pour les domaines solubles de
TepC et TraM. La structure cristallographique d’OrfGgg.331 vient renforcer 1'idée que cette oligomé-
risation a un sens biologique. Ce méme argument avait été utilisé par Bailey et collaborateurs pour
proposer un role biologique a la forme dimérique de VirB8 du T4SS d’Agrobacterium tumefaciens

(Bailey et al., 2006). En effet le méme dimére avait été observé dans la structure cristallographique
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de VirB8 du T4SS de Brucella suis (Terradot et al., 2005). Concernant le trimére d’OrfG, une ana-
lyse détaillée et comparative des différentes interfaces entre les domaines sera faite dans la partie

VII.4.3, page 128.

FIGURE 52 — Région centrale du trimére d’OrfGgg.331 et de ces homologues

Représentation schématique de l'organisation trimérique des différentes VirB8-like Gram positif avec zoom sur le
centre du trimére, au niveau du canal potentiel formé par les hélices a1 des différents domaines centraux des triméres.
De gauche a droite : OrfG, TcpC et TraM avec respectivement des distances mesurées d’environ 16, 7 et 10 A entre
les hélices.

En comparant les triméres, on se rend compte qu’OrfGgs-331 adopte une conformation un peu
plus étendue que TcpC, ce qui a peut-étre pour conséquence la présence d’une ouverture légérement
plus grande au centre de la protéine. En effet, les distances entre les hélices al des domaines centraux
sont d’environ 16 A chez OrfGgy 331 contre seulement 7 A chez TepC et 10 A chez TraM (voir Figure
52 page 126). Ces différentes conformations au niveau des centres de ces multiméres pourraient
constituer des canaux, permettant & un substrat protéique de traverser dans une conformation
ouverte, ou bien de bloquer le passage dans une conformation fermée. En effet, une publication
récente (Miletic et al., 2021) présente une structure dans le contexte du systéme de sécrétion de
type III contenant le substrat protéique déplié en cours de transfert. La mesure de 'ouverture du
canal entre les Ca des acides aminés en bout d’hélice révele une ouverture de 15 a4 18 A permettant
au substrat protéique sous forme dépliée de traverser le canal. Dans le cas du T4SS Gram négatif,
il a été montré récemment que la relaxase, couplée & 'ADN simple brin, est dépliée lors de la
translocation (Trokter & Waksman, 2018). En mesurant sur des protéines les sites de fixation a

I’ADN simple ou double brin, on se rend compte que l'ouverture respective est d’environ 18 A ou
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30 A entre les deux points les plus proches du squelette peptidique. Dans le cas d’OrfG, en I'état,
louverture observée n’est pas compatible avec I’ADN simple brin (Dickey et al., 2013 ; McGrath
et al., 2018).

Il est également possible d’imaginer que le trimére observé pour OrfG (ou TepC) ne soit qu’une
forme fermée du canal, tandis qu’une oligomérisation supérieure telle qu'un hexameére permettrait
d’ouvrir considérablement ce canal pour que traversent facilement les substrats protéiques et ADN,
ou encore que la forme trimérique soit spécifique au passage du substrat protéique et qu'une hypo-
thétique oligomérisation supérieure se produise par la suite pour permettre le transfert de ’ADN
simple brin. Il est important de noter que cette hypothése est potentiellement valable pour OrfG
et TcpC car pour ces protéines les domaines transmembranaires ne s’associent pas pour former un
coiled-coil (superhélice formée d’hélices enroulées en spirale) qui condamnerait la possibilité d’un
tel canal. Une prédiction et une simulation ont été réalisées dans le cas de TraM (Goessweiner-
Mohr, Grumet et al., 2013), démontrant la possibilité que les hélices transmembranaires s’associent
ensemble, favorisant le trimére. De plus, TraM possédant une organisation différente avec le do-
maine transmembranaire au milieu de ses deux domaines solubles, il est possible que les T4SS des

organismes qui hébergent ces protéines et éléments mobiles soient complétement différents.

Dans la structure d’OrfGgy.331 , une interaction quaternaire est intéressante a noter au centre du
trimére et entre les domaines centraux. L’extrémité N-terminale d’'un domaine central d’OrfGg4-331
interagit avec le brin 1 du domaine central voisin de sorte que ce segment N-terminal et les brins 31
et 32 forment un court feuillet a 3 brins (voir Figure 53 page 128). Cette interaction également inédite
au sein des trimeéres VirB8-like induirait, en admettant qu’elle ait une certaine vérité biologique, que
le domaine transmembranaire ne soit pas situé en dessous du domaine central du méme monomeére,

mais en dessous du domaine central du monomeére voisin.
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FIGURE 53 — Interaction du segment N-terminal d’'un monomeére d’OrfGey.331 avec les brins 31 et
B2 du monomere voisin

GLY 155 %
2%6
ALA 87

Représentation de 'interaction du segment N-terminal de I'un des monoméres d’OrfGega-331 modélisé en bleu avec les
brins 31 et 32 d’un second monomére en rouge. Les distances indiquées représentent des liaisons hydrogénes et sont
en A (les hydrogenes ne sont pas représentés).

VI1.4.3 Etude de ’interface

Au niveau de linterface entre les différents monoméres d’OrfGgs.z31, le logiciel PDBePISA
(Krissinel & Henrick, 2007) détecte plus d’une trentaine de résidus impliqués dans des liaisons
hydrogéne et 4 résidus impliqués dans des ponts salins, tout domaine confondu. Un domaine central
donné est en interaction avec les deux autres domaines centraux et I'un des domaines C-terminaux.
Pour représenter au mieux ces interactions au sein des triméres des VirB8-like Gram positif, la
Figure 54 est présentée en page 129 et est accompagnée des annexes S7 page 211, S8 page 211 et

S9 page 212 permettant de visualiser plus précisément les interfaces.

Pour OrfGgy.331 , la représentation de la figure 54 page 129 montre que le domaine central du
monomeére A (en "cartoon" gris) interagit fortement avec les deux domaines de la chaine C, ainsi

qu’avec le domaine central de la chaine B. Il résulte de cet agencement global que I'extrémité N-
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FIGURE 54 — Visualisation des interfaces hydrophiles des trimeéres

TepC (3UB1) TraM (4EC6)

. spheéres = pont salin
Distance interaction

/ batons = liaisons hydrogénes avec les chaines

Représentation PyMOL des triméres de VirB8-like Gram positif incluant OrfGea-z31 , TepC et TraM (de gauche a
droite). La chaine A est représentée en cartoon, avec une coloration grise. Les chaines latérales des acides aminés
représentées en batonnets sont impliquées dans des liaisons hydrogénes, tandis que celles représentées en sphére sont
impliquées dans des ponts salins. Comme indiqué dans la légende, la coloration de ces chaines latérales dépend de
deux facteurs : 1. la distance de 'interaction ; 2. avec quelle chaine elles interagissent. Les interactions entre les chaines
A et B sont colorées en suivant un gradient bleu-rouge de 2 4 5 A de distance, et les interactions entre les chaines A
et C sont colorées en suivant un gradient jaune-cyan de 2 a 5 A de distance.

Remarque : cette visualisation étant trés difficile a représenter en deux dimensions, les figures disponibles en annexe
contiennent des vues stéréoscopiques ainsi que des QRcodes vers des vidéos également en stéréo.

terminale de chaque domaine central interagit avec le monomeére "a sa gauche" (comme déja illustré
a la Figure S7, 211); simultanément, le linker et le domaine C-terminal s’enroulent quant & eux
autour du domaine central du monomére "a sa droite". Le domaine C-terminal n’interagit qu’avec

un seul domaine central, celui qui s’est inseré entre son propre domaine central et lui-méme.

TepC reprend dans les grandes lignes cette méme conformation, plus serrée autour de ’axe 3
non cristallographique reliant les monomeéres, mais qui s’étend plus en hauteur le long de ce méme
axe. Entre les différents domaines, PDBePISA (Krissinel & Henrick, 2007) détecte également une

trentaine de résidus impliqués dans des liaisons hydrogéne et 4 ponts salins. Toutefois, ces interac-
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tions ne semblent pas étre similaires & celles d’OrfGgy.331 tant leurs positions et leurs natures sont
différentes. Ce jeu d’interactions a pour origine (ou pour conséquence) une inclinaison différente du
domaine central par rapport & ’axe du trimére. En particulier, les axes d’allongement des hélices ol
des domaines centraux de TcpC semblent se diriger vers un méme point sur I’axe du trimére, tandis
que ceux des hélices ol des domaines centraux d’OrfGgg.ss; sont plutdt dirigées vers le domaine
central du monomére voisin, créant une interaction avec un de ses brins. On remarque d’ailleurs
I’absence du segment N-terminal de TepC qui n’apparait pas dans la structure, et n’est donc vrai-

semblablement pas en interaction avec la partie inférieure du domaine central voisin comme dans

OrfGea-331 -

Cette notion est assez importante puisque dans le cas d’OrfGgy.331 , U'interaction du segment N-
terminal est associée & une plus grande ouverture du "canal", alors que dans le cas de TcpC, ’absence
d’interaction est associée a ce que 1'on pourrait qualifier de fermeture du "canal". Cette interaction
pourrait également étre influencée par la position et les interactions des hélices transmembranaires
qui se situeraient en dessous des triméres. Si des partenaires protéiques venaient & interagir avec ces
hélices afin de les déplacer (ainsi que I’ensemble du linker N-terminal) et faciliter une interaction avec
les brins des domaines centraux voisins, cela pourrait comme dans le cas d’OrfGgy-331 , permettre
d’ouvrir le "canal". Cependant, cette hypothése est encore mince et nécessiterait la connaissance

des structures de nombreuses autres VirB8-like Gram positif pour étre confirmée.

Le dernier trimére dont les interfaces restent a analyser est TraM. Selon PDBePISA chaque
monomeére posséde 6 résidus impliqués dans des liaisons hydrogéne et 1 résidu impliqué dans un
pont salin. Cette interface compense son manque en résidus hydrophiles en étant plus riche en
résidus aromatiques (au moins 8) qui semblent former une poche hydrophobe assez importante dans
la partie inférieure de chaque interface, 14 ot les monomeéres sont les plus proches. Encore une fois,
il est difficile de comparer ces interactions puisqu’elles sont de nature et de position différentes par
rapport aux deux autres trimeéres. Les extrémités N-terminales n’y sont pas non plus modélisées,
mais l'inclinaison des hélices et la direction de leurs axes sont intermédiaires entre celles de TepC

et d’OI'fG64_331 .
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VII.5 Discussion

Les études structurales des différents domaines VirB8-like au sein des organismes Gram positif et
négatif permettent un premier constat : le repliement est globalement conservé avec une identité de
séquence trés faible. Cela confirme les approches d’alignement utilisant des informations structurales
comme le repliement et les structures secondaires pour identifier des protéines similaires 1a ot les
identités de séquences sont trés faibles (Geourjon et al., 2001). Par exemple en se basant sur leur
superposition structurale, les monoméres solubles d’OrfG et de TcpC partagent une identité de
séquence de 9,5%; OrfG et TraM 10,5%. Sur les superpositions structurales, on remarque que le
coeur hydrophobe au sein des différents groupes reste similaire, avec au minimum plus d’une dizaine
de résidus identiques. Dés lors que ’on réalise une superposition plus large entre groupes, il n’y a plus
aucun acide aminé conservé, méme dans le coeur hydrophobe. Ces informations mettent en évidence
I'importance du repliement VirB8-like et de ses structures secondaires qui restent conservées alors

que les identités de séquence sont trés faibles (inférieures ou égales a 10%).

Chez les bactéries & Gram négatif, on trouve a ’heure actuelle des VirB8 appartenant a la classe
o avec un domaine transmembranaire et un domaine VirB8-like situé dans le périplasme qui interagit
avec d’autres partenaires du T4SS entre les deux membranes. Chez les bactéries & Gram positif, on
trouve des membres appartenant aux 3 classes o, 3 et y. De plus, les domaines VirB8-like peuvent
étre a la fois présents en plusieurs exemplaires dans le milieu extérieur (équivalent périplasme),
ou bien dans le cytoplasme des bactéries. A I’heure actuelle, les fonctions exactes de ces différents
types de VirB8 ne sont pas connues, et ces protéines pourraient posséder des domaines VirB8-like
sans étre des VirB8, notamment Prgl. et TraH. Ces domaines VirB8-like gardent toutefois leur role
présumé dans les interactions protéine-protéine vu qu’aucune fonction catalytique n’a été décrite

pour le moment.

La plupart des VirB8 Gram négatif s’agencent en dimeéres dans un cristal, tandis que ’on observe
plutot des conformations trimériques pour les principales VirB8 Gram positif. Le fait que les VirB8
n’aient pas été observées au sein des structures de T4SS Gram négatif jusqu’a I’heure actuelle ne
permet pas de savoir si ces diméres sont biologiquement pertinents, ou bien s’ils reflétent des oligo-
méres transitoires, voire des artefacts de cristallisation. Cette derniére hypotheése reste peu probable

vu le nombre d’exemples disponibles adoptant cette structure quaternaire. Cette interrogation se
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transpose également aux VirB8 Gram positif. Les trimeéres des trois VirB8 principales Gram positif
(OrfG, TepC et TraM) possédent de nombreuses interactions hydrophiles et hydrophobes permettant
aux triméres d’exister dans le cristal. Surtout dans le cas d’OrfG et TcpC, 'agencement commun
de leurs domaines enroulés est difficilement interprétable comme un artefact de cristallisation. Au
minimum, nous proposons que ce trimére est soit transitoire, soit fonctionnel avec une ouverture
flexible permettant la formation du pore. Toutefois, comme pour les bactéries Gram négatif, de
nombreuses données suggérent que les différentes protéines du T4SS sont présentes en au moins 6
a 12 copies. Les données biologiques concernant OrfGgg.331 indiquent qu’une trés faible proportion
de 6-méres existe, caractéristique qui semble étre liée a la concentration de la protéine (B. Douzi,
communication personnelle) et qui pourrait dépendre du domaine transmembranaire absent des

constructions étudiées en solution.

Lors de nos essais de cristallisation, un cristal d’OrfGgg-331 diffractant & 6 A de résolution a pré-
senté un groupe d’espace hexagonal (I’axe de symétrie 6 étant toutefois avec glissement). Les données
étant de trés basse résolution, le remplacement moléculaire a été tenté mais n’a pas abouti. Les sta-
tistiques indiquent que I'unité asymétrique pourrait accueillir 6 monoméres d’OrfG. De nouveaux
essais de cristallisation ont été réalisés afin d’optimiser ces cristaux. Ils ont conduit & une forme
monoclinique contenant plusieurs monoméres assemblés en triméres dans 'unité asymétrique, sans
nouveauté. L’obtention de nouveaux cristaux de cette forme hexagonale singuliére pourrait résoudre

la question d’un oligomére supérieur pour les VirB8 Gram positif.

Les VirB8 Gram positif restent encore mal connues et peu étudiées. On en compte aujourd’hui
4 qui ont été résolues par cristallographie des rayons X et 1 par résonance magnétique nucléaire.
De plus, nous ne sommes pas certains que les protéines ayant un domaine VirB8-like qui se situe a
Iintérieur de la bactérie possédent une fonction équivalente aux VirB8 Gram négatif, ni pourquoi
certaines possédent deux domaines VirB8-like. Toutefois, comme VirB8 est I'une des derniéres pro-
téines du complexe de la membrane interne des T4SS Gram négatif & interagir avec le substrat, il
est probable qu’il en soit de méme au sein des T4SS Gram positif au niveau de la membrane. Mieux
comprendre cette fonction potentielle ainsi que les interactions avec d’autres partenaires protéiques

est déterminant dans ’étude des T4SS Gram positif.
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VIII Etude structurale de la protéine OrfM

Dans cette avant-derniére partie, nous allons discuter des résultats de résonance magnétique
nucléaire (RMN) sur la protéine OrfM. En premier lieu, les résultats concernant la production et
la purification de la protéine marquée seront présentés ainsi que les conditions physico-chimiques
qui ont été testées dans le but de trouver le protocole final, dont le détail est décrit dans la partie
Matériels et Méthodes XI, page 193. Les expériences de RMN et les résultats sur la protéine OrfM
seront ensuite présentés et discutés, en finissant par les expériences de dynamique et d’interaction

avec le partenaire OrfL.

VIII.1 Production et marquage isotopique

Habituellement, les textes traitant de la méthode de production/purification d’une protéine se
trouvent dans la partie Matériels et Méthodes de ce type de document. Cependant, dans le cas
de la protéine OrfM, ’ensemble du processus d’optimisation de cette production et du marquage

isotopique a pris plusieurs mois, il mérite donc (a4 mes yeux) sa propre partie.

La RMN permet 'observation de noyaux atomiques présentant des propriétés magnétiques ca-
ractérisées par un spin nucléaire non nul. Le proton, c’est-a-dire le noyau de l'isotope 'H le plus
commun de I'hydrogéne, est trés aisément détectable en RMN. Toutefois, du fait de la multitude
d’atomes d’hydrogéne présents dans une protéine, 'attribution des signaux RMN est impossible &
partir d'une expérience de RMN du proton a une dimension. En effet, les recouvrements de signaux

sont bien trop nombreux, comme l'illustre le spectre 1D proton d’OrfM sur la Figure 55, page 135.

L’étendue des déplacements chimiques proton observée sur ce spectre, allant de -0,5 & 10 ppm
environ, indique néanmoins que la protéine OrfM semble structurée globalement. En effet, le dé-
placement chimique d’'un noyau est directement li¢é & son environnement chimique. Les protons
dans une protéine repliée possédent des environnements chimiques distincts les uns des autres, ce
qui se traduit par une gamme de déplacements chimiques relativement étendue. Au contraire, une
protéine désordonnée (en "random coil" ou "pelote aléatoire") a une gamme de déplacements chi-
miques réduite, typiquement entre 0,8 et 8,5 ppm, puisque le déplacement chimique d'un proton

résulte de la moyenne de tous les environnements chimiques dans lesquels ce proton est trouvé et il
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difféere donc assez peu de celui des autres protons. En solution, I’étude des protéines par RMN est
généralement possible pour des poids moléculaires inférieurs & 10 kDa. Elle est réalisée par le biais
d’un jeu de spectres homonucléaires proton-proton a deux dimensions montrant soit des couplages
proton-proton & travers les liaisons soit des couplages proton-proton a travers ’espace. Pour des pro-
téines de plus grande taille se pose le probléme de superposition de signaux a cause du trés grand
nombre d’atomes d’hydrogéne présents. Le recours a des expériences RMN mettant en jeu les atomes
d’azote et/ou de carbone devient indispensable pour différencier les atomes d’hydrogéne possédant
le méme déplacement chimique proton. Les isotopes azote ®N et carbone '3C possédant un spin
nucléaire adéquat pour pouvoir étre observé par RMN sont malheureusement en faible abondance
naturelle, n’étant que de 1,1 % pour le carbone 3C et de 0,36 % pour I'azote N . Les expériences
de RMN hétéronucléaire bi-, voire tri-dimensionnelles nécessaires a ’attribution, requiérent alors un
marquage °N et/ou 3C de Iéchantillon, c’est-a-dire que la protéine doit contenir majoritairement
les isotopes azote N et/ou carbone '3C au lieu des isotopes habituels azote *N et/ou carbone ?C
naturellement présents. Le marquage isotopique d’une protéine est effectué lors de I'expression de
celle-ci. Si la cellule ne posséde que des acides aminés enrichis en isotopes N et /ou 13C | la protéine
synthétisée le sera également. Toutefois, pour que cela soit possible, il faut suivre plusieurs régles

strictes.

Un marquage isotopique ne peut pas se faire sans précaution. Il faut minutieusement et scru-
puleusement controdler les sources de nutriments pour les isotopes qui nous intéressent. Dans le cas
d’un double marquage azote N et 13C (nous verrons un peu plus tard pourquoi cela a été nécessaire
dans notre cas), il faut controler a la fois la source de carbone et la source d’azote. Il n’est donc
pas possible d’utiliser les sources usuelles type peptones et sucres variés. Comme les hommes, les
cellules n’apprécient guére les régimes. La seule source de carbone passe par le glucose et la seule

source d’azote passe par le chlorure d’ammonium, marqués avec l’isotope désiré.
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FIGURE 55 — Spectre uni-dimensionnel proton 'H de la protéine OrfM
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Les conditions physico-chimiques sont indiquées en haut a gauche. L’axe des abscisses représente le déplacement
chimique proton en ppm. L’axe des ordonnées représente l'intensité du signal. La représentation du spectre a été
réalisée avec NMRView (Johnson & Blevins, 1994).

Le déplacement chimique d’un noyau dépend de son environnement chimique donc du groupement chimique
auquel il appartient. Un proton de groupement amide se trouve & un déplacement chimique entre 6 et 10 ppm et est
observable lorsque sa vitesse d’échange avec le solvant n’est pas trop élevée. La gamme de déplacement chimique
des protons aromatiques est entre 6,5 et 8 ppm et se chevauche avec celles des protons amides. Enfin, les protons
aliphatiques se situent entre 0 et 5 ppm environ, les CHs étant généralement les plus blindés en dessous de 1,5 ppm,
et les protons Ha figurant parmi les plus déblindés au-dessus de 3,8 ppm. Le signal de I’eau normalement présent
vers 4,7 ppm (*) a été supprimé grace a une séquence d’impulsions appelée WATERGATE qui touche également les
signaux de méme déplacement chimique. Les signaux fins et intenses entre 2,8 et 3,9 ppm proviennent de 'HEPES.
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VIIL.2 Protocoles de production

VIII.2.1 Protocole initial de production en milieu riche

La souche E. coli BL21 a été transformée avec le plasmide pSKB3-OrfM pour permettre d’expri-
mer la protéine. Cela a été réalisé dans le laboratoire de nos collaborateurs, je n’y ai pas participé.
Tous les détails et les protocoles qui ne sont pas présentés dans cette section sont précisés dans le
chapitre "Matériel et Méthodes" dans la partie production/purification d’OrfM XI, page 193. Le

protocole initial de production non marqué est le suivant :

(1) Ensemencement de la pré-culture en milieu LB (lysogeny broth, "bouillon lysogéne") +
kanamycine :
Il est trés important de commencer une culture viable par une pré-culture de la souche ensemencée
la veille de l'induction. Afin de sélectionner uniquement les bactéries comportant le plasmide, un
antibiotique est utilisé, la kanamycine. Le plasmide pSK3B utilisé contient un géne de résistance a
I’antibiotique. Les bactéries qui se débarrassent du plasmide ne seront pas en mesure de survivre.
L’incubation se fait la veille en fin de journée, & température optimale de croissance de la bactérie,

c’est & dire 37°C.

(2) Ensemencement d’une culture intermédiaire :
Le lendemain, aprés 13 a 16h de pré-culture, on ensemence un plus grand volume avec une quantité
donnée de bactéries. En mesurant la turbidité de la pré-culture par spectrométrie & une longueur
d’onde )\ de 600 nm (également appelée densité optique, ou DO), on ensemence a environ 0,1 unité
de DO par mL de milieu de culture. Encore une fois, le milieu LB contient I'antibiotique permettant
de sélectionner les bactéries contenant le plasmide. On incube & 37°C environ 90 minutes, puis on
mesure la DO par intervalle de 15 minutes jusqu’a ce qu’elle atteigne 0,7 unité de DO par mL de

milieu de culture. A ce moment la, I'induction doit étre faite.

(3) L’induction par 'IPTG (isopropyl 3-D-1-thiogalactopyranoside) :
Sur le vecteur plasmidique est présent le géne de la protéine OrfM. Toutefois, pour éviter toute
expression précoce qui pourrait impacter sérieusement 1’évolution de la culture, le géne est controlé
par un promoteur lactose qui ne peut étre activé qu’en présence de ce dernier, ou d’un équivalent

comme I'IPTG. L’induction est réalisée lorsque la souche est dans sa phase de croissance exponen-

136



tielle et c’est en mesurant la DO que I'on se situe dans son évolution. A ce moment la, les bactéries
sont dans un état favorable pour la production de protéines, notamment grace a une quantité accrue

de ribosomes, entités essentielles & la traduction des protéines depuis les ARN messagers.

(4) Arrét de I'induction et congélation du culot bactérien :
L’induction dure environ 4 & 5 heures, et est arrétée par centrifugation de ’ensemble du milieu
de culture, élimination du milieu, récupération du culot bactérien et congélation & -80°C. Cette
derniére permet de retarder I’étape de purification qui peut se faire plus tard, a discrétion. OrfM,
qui se trouve en quantité dans le cytoplasme de la bactérie, est dans des conditions favorables pour

la conservation & trés basse température.

VIII.2.2 Variation des conditions physico-chimiques

La principale différence dans le protocole de production avec marquage est le controle strict des
sources de nutriments, en particulier des sources de carbone et d’azote comme précisé précédemment.
Pour réaliser cela, on utilise des milieux dits "minimum" qui sont entiérement préparés avec les seuls
ingrédients choisis par ’expérimentateur. Pour permettre un développement correct des bactéries
en milieu minimum, plusieurs éléments sont importants, incluant les conditions physico-chimiques.
Il faut noter qu’au cours de l'optimisation du protocole de production en milieu minimum, ces
éléments ont été testés au fur et & mesure, sauf le premier point (1) qui est essentiel & la croissance
des bactéries. Avant de réaliser un marquage avec des composés comportant les isotopes qui sont

trés chers, les essais sont réalisés avec les équivalents non marqués.

(1) Les sels, les tampons et I'antibiotique :
Les composés essentiels dans le développement d’'un organisme telle qu’une bactérie comprennent :
I’eau ; une source de carbone (glucose) ; une source d’azote (chlorure d’ammonium); une source de
soufre (sulfate) ; une source de phosphore (sels de phosphate) et les oligo-éléments usuels comme le
sodium, le potassium, le calcium et le magnésium qui sont retrouvés avec les sources citées plus haut
ou sous forme de sels (chlorure de sodium, chlorure de calcium, etc). L’antibiotique est systémati-
quement présent pour sélectionner les organismes comportant le vecteur. Théoriquement, méme si
la croissance est ralentie, les bactéries sont dans un environnement adéquat a leur prolifération. Les

quantités additionnées des solutés permettent une condition osmotique favorable pour les bactéries,
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c’est-a-dire que I’eau située a 'intérieur de la bactérie ne sort pas pour diluer le milieu extérieur (s’il
est hypertonique), et inversement si le milieu n’est pas assez riche (hypotonique). L’utilisation d’une
quantité double de source de carbone en cas de culture supérieure a 12 heures est une possibilité

pour réaliser des cultures sur la nuit.

(2) Température, nombre de pré-cultures, durée d’induction et croissance :
De nombreux protocoles sont possibles en utilisant le milieu minimum et plusieurs ont été testés.
La pré-culture est systématiquement réalisée en milieu riche et toujours sur la nuit a température
optimale de croissance. En revanche, 2 cultures en milieu minimum & volume croissant sont réalisées
le lendemain en ayant pris soin d’éliminer toute trace de milieu riche grace & des cycles de centrifu-
gation et de ringcage du culot. Ces cultures successives en milieu minimum sont réalisées dans le but
de conserver une densité bactérienne ni trop faible ni trop élevée, tout en augmentant la masse bac-
térienne totale au fur et & mesure. En ayant permis aux bactéries de croitre dans le milieu minimum
sur de nombreuses générations, on a trés largement augmenté la proportion qu’elles contiennent en
isotopes issus des sources de carbone et d’azote. Une fois la phase de croissance optimale atteinte
dans le volume désiré, on réalise la méme induction que dans le protocole classique. Celui-ci stipule
que 'induction & 37°C pendant 4 & 5 heures permet d’obtenir une trés grande quantité de protéines
a purifier par la suite. Cependant, plusieurs autres approches ont di étre testées en milieu mini-
mum. En effet, les essais préliminaires n’ont montré que des quantités trés faibles de protéines, ou
bien une proportion importante était sous une forme insoluble, irrécupérable durant la purification.
Aussi différentes températures (4°C, 30°C et 37°C) durant 'induction ainsi que la durée d’induction

(4 h, 6 h et sur la nuit) ont été testées.

(3) Les vitamines et les oligo-éléments :
L’un des derniers points qui a été testé durant ces optimisations est I’ajout de compléments sous
forme de vitamines (biotine et thiamine) ainsi que des oligo-éléments plus rares comme le cobalt,
le fer, le zinc, le manganése et d’autres métaux sous forme de sels en petite quantité (de 'ordre du
pM ou mM en concentration finale). De nombreux enzymes et processus cellulaires dépendent de
ces éléments présents en petite quantité. Concernant les vitamines, leur synthése peut étre ralentie
lorsque la population bactérienne évolue dans des milieux pauvres voire dénués d’acides aminés.
Dans le but d’accélérer la croissance des bactéries, I’ajout de vitamines est une méthode simple et

relativement efficace. Comme le marquage isotopique de ce type de molécules est difficile et trés
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coliteux, il n’est pas effectué et I'on considére que le bénéfice & la croissance obtenu par ’ajout
de ces molécules non marquées est bien supérieur aux désavantages liés & ’apport d’isotopes non

désirés.

VIII.2.3 Protocole hybride

Produire et purifier la protéine OrfM en milieu riche est un jeu d’enfant, et il est possible en fin
de purification d’obtenir plusieurs dizaines voire centaines de mg de la protéine. En milieu minimum
et en utilisant les protocoles usuels de marquage isotopiques, c¢’est une autre histoire... Sur plusieurs
mois, les différents essais mis en place (dont les motivations sont décrites dans la partie précédente)
dans le but d’obtenir de plus grandes quantités de protéines ont permis de passer de 1 & 2 mg
de protéine en fin de purification, a environ 4 mg. Les premiers essais a l'azote ®N ont permis
d’obtenir les premiers spectres RMN que 'on discutera un peu plus tard. Quoi qu’il en soit, la trés
faible quantité de protéine produite ne nous permettait pas d’envisager un marquage au carbone
13C (beaucoup plus cher) alors que ce marquage était pourtant nécessaire dans le but de résoudre

la structure de la protéine.

Parmi les méthodes peu prisées des microbiologistes et des RMNistes, il existe un protocole
hybride (ironiquement surnommé "la méthode barbare") qui allie milieu riche et milieu minimum,
a l'inverse de ce qu’il faut théoriquement faire pour espérer un marquage uniforme. Les quantités
de protéines que nous obtenions en fin de purification étaient si faibles que nous nous devions de

I’essayer.

Au risque de diminuer le pourcentage d’isotopes °N et '3C dans la protéine, la solution a été de
combiner le protocole classique en milieu riche avec le protocole en milieu minimum, de sorte que la
pré-culture de la veille puis la culture principale visant & placer les bactéries dans un état idéal pour
la production des protéines se font en milieu riche (LB). Une fois que la culture primaire atteint entre
0,8 et 1 de DO par mL de milieu, le culot bactérien est nettoyé par des cycles de centrifugations. Le
culot est ensuite directement ajouté dans un plus petit volume de milieu minimum que ’on place
en incubation a température optimale de croissance pour la bactérie durant environ 1 heure, temps
nécessaire a la bactérie pour s’adapter. On induit & 'IPTG, et la culture est de nouveau placée a

37°C sur la nuit. Le culot bactérien est récupéré de la méme maniére que pour les autres protocoles.
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Grace & ce nouveau protocole, plus de 12 mg de protéine OrfM ont été obtenus en fin de
purification, donc trois fois plus qu’en suivant le protocole classique. Cela a permis la préparation
d’un échantillon doublement marqué °N et 3C pour la RMN, de concentration molaire 0,55 mM

de protéine, ce qui apporte un gain important par rapport au précédent échantillon a 0,15 mM.

VIIL.3 Attribution RMN de la protéine OrfM

Le détail des paramétres utilisés pour les expériences RMN figure dans le chapitre "Matériel
et Méthodes" XII, page 199. Nous allons ici expliquer le cheminement depuis les spectres bruts

jusqu’aux résultats et leur interprétation, en présentant rapidement l’intérét de chacun des spectres.

VIIL.3.1 Analyse du spectre HSQC-1°N

Un des intéréts du marquage isotopique est de résoudre, grace a des expériences hétéronucléaires,
des problémes de superposition de signaux de protons. Un marquage simple '°N permet l’enregis-
trement d’une expérience hétéronucléaire proton-°N | & deux dimensions, appelée HSQC-°N (pour
"Heteronuclear Single Quantum Correlation"). Ce spectre est déterminant dans une étude RMN

car il sert de base a de nombreuses autres expériences RMN.

Le spectre HSQC-15N montre les couplages 1J entre les noyaux de deux atomes H et N séparés
par une liaison covalente. Sont visibles sur ce spectre toutes les liaisons H-N de la protéine, a
condition que le proton ne s’échange pas trop rapidement avec ’eau, c’est-a-dire qu’il ne soit pas
trop labile. Les liaisons amides de la chaine principale, celles des chaines latérales ainsi que la liaison
H-N présente dans un cycle de la chaine latérale des tryptophanes remplissent généralement ces
conditions. Le spectre, bi-dimensionnel, comporte alors des pics de corrélation & 'intersection entre
le déplacement chimique proton (entre 6 et 10 ppm environ) et le déplacement chimique N de ces
groupements H-N. Ainsi, des protons qui présenteraient le méme déplacement chimique proton ont
une chance d’étre différenciés sur un spectre HSQC-15N si les noyaux °N auxquels ils sont couplés
posseédent des déplacements chimiques N différents. Par ailleurs, ce spectre renseigne sur le degré
de repliement de la protéine de fagon plus précise que le spectre 1D proton grace a l'ajout de la
deuxiéme dimension qui permet d’individualiser la plupart des signaux. Des signaux bien dispersés

sont le signe d’une protéine bien repliée, tandis qu'un spectre composé de signaux empaquetés et
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peu résolus signifie généralement que la protéine est peu structurée.

De plus, enregistrement d’une expérience HSQC-'*N | qui ne nécessite qu'une dizaine de mi-
nutes, permet de surveiller I’état de la protéine au fur et & mesure des expériences. En effet, les
spectres multi-dimensionnels en RMN sont généralement enregistrés sur plusieurs heures sur les
appareils tels que ceux que nous utilisons. Il faut donc que la protéine reste stable plusieurs jours
d’enregistrement & une température d’environ 25°C, ce qui est facilement vérifiable par ’acquisition
d’un spectre HSQC-'®N qui est trés sensible a la moindre évolution de I’échantillon. Finalement, le
spectre HSQC-'°N constitue une "empreinte" spécifique a la protéine et représentative de I’ensemble
de son squelette. Il permet d’estimer si la protéine est structurée ou non, et de controler la stabilité

de I’échantillon au cours du temps.

Le spectre HSQC-°N de la protéine OrfM est présenté dans la Figure 56, page 142. Les signaux
présents sur le spectre sont bien dispersés, entre 6,3 et 9,7 ppm dans la dimension proton et entre 107
et 131 ppm dans la dimension '°N . En tout, un peu plus de cent pics peuvent étre comptés, toutefois
il est & remarquer qu’une quinzaine d’entre eux sont trés peu intenses et il ne peut étre exclu qu'’ils
ne soient artéfactuels. OrfM contient 98 résidus, dont six asparagines et une glutamine possédant
un groupement amide NHs sur leurs chaines latérales. Chaque groupement NHs donne deux pics
supplémentaires & un déplacement chimique azote identique mais des déplacements chimiques proton
légérement différents généralement, formant des paires caractéristiques dans une région blindée du
spectre HSQC-'°N |, en haut a droite. La protéine OrfM contient aussi neuf prolines, ne possédant
pas de proton amide et ne donnant alors pas de signaux sur ce spectre. Par ailleurs, 'azote de la
chaine principale du résidu N-terminal est sous forme d’une amine et non d’un amide, et ne sera pas
non plus observé. Par conséquent, le nombre de pics attendus est de 98+2x7-9-1 soit 102, ce qui est
en accord avec le nombre de pics observés. Au final, le spectre HSQC-15N indique que la protéine

semble globalement structurée mais que certains résidus semblent donner des signaux peu intenses.
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FIGURE 56 — Spectre bi-dimensionnel HSQC-'N de la protéine OrfM
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L’axe des abscisses représente le déplacement chimique proton et I'axe des ordonnées représente le déplacement
chimique azote. La représentation du spectre a été réalisée avec NMRView (Johnson & Blevins, 1994).

Le spectre bi-dimensionnel HSQC-'°N est spécifique aux liaisons NH, que l'on peut retrouver entre 6 et 10
ppm sur l'axe des déplacements chimiques protons (représenté sur le spectre 1D-'H au centre-gauche de la figure).
Les signaux, représentés en bleu sur le spectre HSQC-1°N | correspondent aux pics de corrélation proton-azote dans
une liaison NH. Les "paires" de pics en haut a droite du spectre correspondent aux liaisons amides NHo des chaines
latérales de glutamine et asparagine dans lesquelles les deux protons sont couplés au méme noyau azote, mais ont
des déplacements chimiques protons distincts & cause d’un environnement chimique différent.
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VIII.3.2 Attribution des spectres de corrélations hétéronucléaires 'H -1°N

L’étude de protéines par RMN s’apparente 4 un gigantesque puzzle en 3 dimensions. Avant de
pouvoir visualiser des interactions inter-atomiques a travers l’espace et déterminer des angles de
torsion phi et psi, afin de réaliser un calcul de structure de la protéine, il faut d’abord 'attribuer

c’est-a-dire associer des signaux & des atomes au sein de la molécule.

En 2021, la Protein Data Bank compte un peu plus de 13 000 structures de protéines réalisées
par RMN liquide. Le recensement des déplacements chimiques de ces structures permet d’établir
des tables de déplacements chimiques pour I’ensemble des protons, azotes et carbones contenus dans
les acides aminés d’une protéine. Ce type de tables aide & attribuer un signal non identifié car le
déplacement chimique renseigne sur le type de groupement chimique et le type de résidu. Sur le
spectre 1D-'H | nous avions vu que les protons amides ont généralement un déplacement chimique
entre 6 et 10 ppm, les protons aromatiques entre 6 et 8 ppm et les protons aliphatiques entre 0
et 5 ppm, avec les protons Ha entre 3,5 et 5 ppm. La nature du résidu est plus ou moins facile a
reconnaitre. Les alanines et les glycines sont parmi les plus aisées a identifier car elles présentent
une signature caractéristique. Les alanines possédent en plus du proton Ha un groupement méthyle
CHj3 qui donne un signal trés intense au voisinage de 1,3 ppm sur la dimension 'H | et les glycines
possédent deux protons Ho donnant deux signaux proches, entre 3,5 et 5 ppm. Certains acides
aminés ont des signatures similaires, & la fois par le nombre et la position de signaux, et sont alors
difficiles & différencier. Les prolines sont absentes du spectre HSQC-°N car elles ne possédent pas
de proton amide. Leurs déplacements chimiques doivent alors étre repérés indirectement, grace aux

corrélations avec le proton amide suivant dans la séquence.

De nombreuses expériences peuvent en effet étre mises en oeuvre pour corréler certains signaux
de maniére spécifique, par le biais de couplages a travers les liaisons chimiques ou a travers 1’espace.
Tout comme un gel d’électrophorése peut avoir plusieurs dimensions afin d’obtenir une meilleure
résolution des taches et faciliter 'analyse, les expériences RMN multidimensionnelles utilisent le
méme type d’astuce. En ajoutant au spectre HSQC-’N une troisiéme dimension, il est possible
d’associer & chacun des pics du spectre 2D un ou plusieurs signaux provenant de noyaux corrélés au
proton amide considéré et qui permettront d’attribuer ce pic & un résidu précis, comme nous allons

I’expliquer.
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Les expériences TOCSY-HSQC-!N (TOCSY pour " T'Otal Correlation SpectroscopY ") et NOESY-
HSQC-*N (NOESY pour "Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY") nécessitent seulement un
marquage isotopique N car la troisiéme dimension est une dimension proton qui sera représentée
cette fois-ci dans son intégralité afin d’inclure tous les signaux, dont les protons aliphatiques. Le
spectre HSQC-TOCSY-!N met en évidence des couplages relayés avec le proton amide. Ces trans-
ferts d’aimantation se font a travers les liaisons covalentes et ne peuvent avoir lieu que vers des
protons d’'un méme résidu. Le spectre NOESY-HSQC-15N repose sur l'effet Overhauser nucléaire
(NOE, prononcer "noé"), correspondant & un couplage a travers l'espace. Il montre les corrélations
du proton amide avec tout proton proche dans ’espace, qu’il appartienne ou non au méme résidu.
L’intensité du pic de corrélation décroit en 1/1% avec la distance r entre protons et devient négligeable
au-dela de 5 a 6 A. L’analyse combinée de ces deux spectres peut suffire pour obtenir I'attribution
des signaux d’une protéine de petite taille, le spectre TOCSY-HSQC-'°N renseignant sur le type de
résidu et le spectre NOESY-HSQC-'°N permettant 'identification du résidu voisin. L’autre voisin
de ce dernier sera ensuite recherché, et en répétant cette procédure de proche en proche jusqu’a ren-
contrer une difficulté, on pourra obtenir ainsi ’attribution de segments de la séquence. La position
des protons Ha du résidu i peut étre confirmée par I’analyse d’un spectre 3D HNHA montrant les

couplages scalaires 3J entre le proton Ho (i) et le proton amide (i).

La Figure 57, page 148 présente un exemple d’attribution, pour le segment allant de la sérine
42 jusqu’a la phénylalanine 48, en utilisant les spectres NOESY-HSQC-'’N , TOCSY-HSQC-'SN
et HNHA. Une bandelette est associée a chaque signal présent sur le spectre 2D HSQC-°N | donc
a chaque groupement amide de la protéine. Elle représente une portion du plan 'H -'H extrait du
spectre 3D au déplacement chimique azote de ’amide et centrée dans la dimension horizontale autour
du déplacement chimique du proton amide. Ces expériences 3D consistent & disperser le spectre 2D
HSQC-N dans une troisiéme dimension, proton 'H | perpendiculaire aux deux autres dimensions.
Cela donne alors lieu & une enfilade de signaux qui apparaitra le long d’une ligne verticale sur la

bandelette.

Au départ, nous disposions d’autant de bandelettes que de pics sur le spectre HSQC-'°N mais
ignorions en fait & quel résidu chacune de ces bandelettes correspondait. Choisissons ensemble une
bande, celle qui sera plus tard attribuée a la glycine 46. Sur cette bande, deux signaux rouges et

plusieurs signaux noirs apparaissent dans la zone entre 3,5 et 5 ppm, ol sont trouvés la majorité
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des protons Ha. En rouge est représenté le spectre TOCSY-HSQC-°N qui est spécifique aux pro-
tons du résidu i. La présence de ces deux signaux rouges dans la région des Ho suggére que cet
acide aminé est une glycine. Des pics noirs aux mémes déplacements chimiques sont retrouvés sur
la bande représentée a droite de celle-ci sur la Figure 57. Ceci indique que cette derniére corres-
pond probablement au résidu suivant dans la séquence car les protons Ha d’un résidu i donnent
généralement des corrélations NOE bien visibles avec le proton amide du résidu i+1. Par ailleurs,
il est facile d’identifier ce résidu comme étant une alanine, grace aux signaux rouges (intra-résidu)
montrant la présence d'un proton Ha et des protons HB de type méthyle caractérisés par un signal
unique trés intense aux alentours de 1,3 ppm. L’analyse de ces spectres montre finalement que les
deux bandes considérées correspondent & une glycine suivie d’une alanine. En regardant la séquence
protéique, cet enchainement glycine-alanine n’a été trouvé que pour les résidus glycine 46 et alanine
47, ce qui a permis d’attribuer précisément ces bandes, avec le numéro de résidu correspondant. En
poursuivant cette analyse combinant les informations des différents spectres 3D, il a été possible a
partir de la bandelette de I'alanine 47 de trouver celle qui correspondait & la phénylalanine 48 et
a partir de la bandelette de la glycine 46, celle de I'histidine 45, puis celle de la lysine 44, etc. La
figure 57 représente le résultat de ce travail, les bandes correspondant aux acides aminés 42 & 48 de

la séquence d’OrfM ont été extraites et mises dans l'ordre de la séquence.

Ces expériences ont d’abord été menées sur I’échantillon simplement marqué N d’OrfM. Mal-
heureusement, leur analyse s’est avérée difficile et n’a abouti qu’a attribution de 40 % des résidus.
La concentration de I’échantillon de 0,15 mM était faible et un certain nombre de pics visibles sur
le spectre 2D HSQC-'N ne donnaient que trés peu voire aucun pic de corrélation sur le spectre
3D NOESY-HSQC-'N , sensible aux couplages a travers l’espace. Afin de confirmer et compléter
Pattribution obtenue, un marquage double °N et 3C , nettement plus cotliteux, a été entrepris afin
d’accéder a un ensemble d’expériences triple-résonance *H | °N et 3C complémentaires, basées sur

d’autres types de transferts, a travers les liaisons.

VIII.3.3 Attribution avec 1’aide d’expériences triple résonance 'H -15N -13C

D’une part, un spectre HBHA(CO)NH a été enregistré pour faciliter et compléter 'attribution
des protons . Cette expérience met en jeu des couplages avec les carbones Ca, C3 et CO et permet

de visualiser sur la bandelette du résidu i les protons Hoa et HZ de I'acide aminé précédent i-1. Ce
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spectre HBHA(CO)NH a été superposé aux spectres TOCSY-HSQC SN | NOESY-HSQC !N et
HNHA et apparait en violet sur la Figure 57. Dans I’exemple présenté, le spectre montre bien, sur
la bandelette de la phénylalanine 48, des signaux aux déplacements chimiques du proton Hua et des
Hf de 'alanine 47 et sur la bandelette de I’alanine 47, des signaux aux déplacements chimiques des
deux protons Ha de la glycine 46. Le spectre HBHA(CO)NH apporte dans ce cas une confirmation

que les deux bandelettes correspondent bien & des résidus consécutifs dans la séquence.

D’autre part, I’acquisition de plusieurs expériences 3D 13C -1°N -'H basées également sur un
spectre HSQC-1°N mais montrant cette fois des corrélations du proton amide du résidu i non pas
avec des protons mais cette fois avec des C . Les bandelettes font donc apparaitre verticalement
une échelle de déplacement chimique '3C . L’attribution peut étre grandement facilitée grace aux
spectres 3D HNCACB et CBCA(CO)NH permettant d’observer les signaux des carbones Ca et C(,
et les spectres HNCO et HNCACO, ceux des carbones CO.

La Figure 58, page 149 représente les bandes extraites des spectres 3D HNCACO et HNCO
superposés, pour les résidus 42 & 48. Le premier spectre HNCACO permet ’observation des signaux
des carbones CO du résidu i ainsi que du résidu i-1, bien que le signal de ce dernier soit généralement
plus faible. Le spectre HNCO ne permet d’observer que le signal du carbone CO du résidu i-1, mais

offre une intensité de signal bien plus élevée.

La Figure 59, page 150 représente les bandes des spectres 3D HNCACB et CBCA(CO)NH
superposés pour les résidus 42 & 48. De la méme maniére que pour les carbones CO, le spectre
HNCACB permet d’observer les signaux des carbones Ca et CB du résidu i et de ceux du résidu
précédent i-1. L’une des particularités de ce spectre est que les signaux des carbones Ca sont de
signe positif et apparaissent ici en rouge tandis que les Cf3 sont de signe négatif et sont représentés en
vert. Cette différence de signe peut étre utile pour les distinguer I'un de 'autre et pour reconnaitre
le type de résidu, notamment dans le cas des sérines pour lesquels le déplacement chimique du Cf3
est particuliérement bas. Le spectre CBCA(CO)NH, en orange sur la Figure 59, ne montre que des
signaux positifs pour les carbones Ca et CB du résidu i-1 et permet de trouver I’enchainement des

bandelettes.

Les spectres enregistrés sur I’échantillon doublement marqué ont permis de passer de 40 % a

93 % d’attribution des groupements amides NH de la chaine principale, montrée sur la Figure
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60. Les résidus manquants sont ’asparagine 23, l'alanine 24, le glutamate 32, la thréonine 56, la
phénylalanine 72 et la leucine 73. De plus, 91 % des CO et 97 % des Ca et CB ont également été

attribués.
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FIGURE 57 — Bandes extraites des spectres 3D 'H -'H -'°N illustrant I'attribution séquentielle des
résidus 42 a 48
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Attribution séquentielle de la protéine OrfM grace aux spectres 3D enregistrés dans les dimensions 'H -'H -1°N
. Le niveau de contour de chaque spectre est calibré a la limite de 'apparition des artefacts causés par le bruit
de fond de chaque expérience. Les signaux sont colorés en fonction des spectres : NOESY-HSQC-!°N (en gris),
TOCSY-HSQC-**N (en rouge), HBHA(CO)NH (en violet), HNHA (en bleu). Les différentes fleches montrent des
corrélations entre résidus voisins ayant permis 'attribution séquentielle. La représentation du spectre a été réalisée
avec CCPNMR (Vranken et al., 2005).

Chaque bande représente une portion du plan 'H -'H , centrée autour du déplacement chimique proton
(dans la dimension horizontale), et a la valeur du déplacement chimique azote (indiquée en bas a droite de chaque
bande) correspondant au pic d’un groupement amide i sur le spectre 2D HSQC-'°N . Le spectre NOESY-HSQC-°N
fait apparaitre, dans la deuxiéme dimension proton, I’ensemble des protons dans lenvironnement proche (a 5 A
de distance maximum) du proton amide. Le spectre TOCSY-HSQC-1°N fait apparaitre uniquement des protons
du résidu i et le spectre HBHA(CO)NH, les protons Ho et HB du résidu précédent i-1. Le spectre HNHA permet
théoriquement de repérer le(s) proton(s) Hoa du résidu i, mais aucun n’est visible & un niveau de contour convenable
dans cet exemple.
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FIGURE 58 — Bandes extraites des spectres 3D 'H -'3C -1N pour 'attribution '*C des carbonyles
CcO
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Exemple d’attribution séquentielle de la protéine OrfM.

Le niveau de contour de chaque spectre est calibré a la limite de 'apparition des artefacts causés par le bruit de
fond de chaque expérience. Sont superposés les signaux des spectres HN(CA)CO (en rouge) et HNCO (en vert).
Les différentes fleches indiquent les signaux provenant du résidu i-1 ayant permis 'attribution séquentielle. La
représentation du spectre a été réalisée avec CCPNMR (Vranken et al., 2005).

Le spectre HN(CA)CO permet de visualiser les corrélations d’un proton amide d’un résidu i avec les car-
bones CO du résidu i et i-1 (en rouge), tandis que le spectre HNCO permet de différencier les deux en ne montrant
que le signal du CO du résidu i-1 (en vert).
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FIGURE 59 — Bandes issues de spectres 3D *H -13C -'°N pour I'attribution des carbones Ca, C[3
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Exemple d’attribution séquentielle de la protéine OrfM a ’aide de spectres 3D enregistrés dans les dimensions 'H
REIGIREING

Le niveau de contour de chaque spectre est calibré a la limite de I'apparition des artefacts causés par le bruit de
fond de chaque expérience. Sont superposés les spectres HNCACB (signaux positifs en rouge et négatifs en vert)
et CBCA(CO)NH (en orange). Les différentes fleches indiquent les corrélations entre résidus voisins permettant
Pattribution séquentielle. La représentation du spectre a été réalisée avec CcpNmr (Vranken et al., 2005).

Le spectre HNCACB montre les corrélations du proton amide d’un résidu i avec les carbones Ca en rouge et
CB en vert, a la fois pour le résidu i et pour le résidu i-1 (avec une intensité généralement plus faible). La position
des carbones Ca et CB du résidu i-1 est confirmée par les signaux en orange observés sur le spectre CBCA(CO)NH.
Le carbone CB de I’Ala47 est absent du spectre car il est en dehors de la zone de représentation sélectionnée pour la
figure.
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FIGURE 60 — Spectre 2D HSQC-N de la protéine OrfM annoté aprés attribution
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L’axe des abscisses représente le déplacement chimique proton et I’axe des ordonnées représente le déplacement
chimique azote. La représentation du spectre a été réalisée avec CCPNMR (Vranken et al., 2005).
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VIII.3.4 Détermination de la structure secondaire

L’attribution obtenue donne accés & un grand nombre d’informations qui vont permettre no-
tamment d’identifier les éléments de structure secondaire présents dans la protéine. En effet, les
déplacements chimiques observés pour les carbones 3C o, 13C 8 et 13C (notés C’ sur la Figure 61,
page 154) et pour les protons Ho peuvent étre utilisés comme indicateurs de structure secondaire. La
Figure 61 montre, pour chaque résidu, les écarts entre valeurs observées et valeurs dans une "pelote
aléatoire". Dans un feuillet B, les différences AS(*3C a) et AJ(*3C ’) sont généralement négatives
tandis que les différences AS(**C B) et AS(*H o) sont généralement positives. Dans une hélice o,
ces différences de déplacements chimiques sont de signe opposé par rapport a celles observées dans
les feuillets. Il est courant de déterminer, a partir de ces déplacements chimiques du Ca, CB, CO
et Ho, un paramétre appelé indice de déplacement chimique (CSI pour " Chemical shift indez") qui
rendra compte de ’ensemble de ces informations. Une valeur de CSI positive est indicatrice d’une
structure en feuillet 3, alors qu'une valeur négative indique plutot une hélice o. L’observation d’un
CSI de méme signe sur plusieurs acides aminés successifs est nécessaire pour définir une structure

secondaire.

En réalité, le déplacement chimique dépend d’un grand nombre de facteurs autres que le type
de structure secondaire dans lequel il se trouve, Uinterprétation du CSI doit donc étre corroborée
par 'analyse des corrélations NOE observées sur le spectre NOESY-HSQC-'°N . La Figure 61, page
154 répertorie les corrélations NOE séquentielles observées entre les protons o(i), amide(i) et B(i) et
le proton amide du résidu suivant (i+1) ainsi que certaines corrélations & moyenne portée entre un

résidu i et un résidu i+2, i+3 ou i+4.

Dans une structure en hélice o, le Ha et le proton amide du résidu i sont respectivement a
une distance de 3,5 et 2,8 A du proton amide i+1, ce qui correspond respectivement a une intensité
moyenne et moyenne-forte. Dans une structure en feuillet 3, ces distances sont de 2,2 et 4,2 A, ce qui
correspond respectivement & une intensité forte et faible. En plus de ces différences d’intensité, une
hélice o présente des corrélations & moyenne portée entre un résidu i et les résidus i+2, i+3 et i+4
alors que les feuillets 3 font apparaitre des corrélations a longue portée entre des résidus appartenant

a des brins adjacents mais pouvant parfois étre éloignés dans la séquence de la protéine.

Ces corrélations a longue portée qui permettent de définir 'appariement des brins 3 apparaissent
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sur la matrice d’interaction générée par le programme CcpNmr en Figure 62. Cette carte montre les
numéros des résidus entre lesquels une corrélation NOE a été observée. Par ailleurs, plus le nombre
de corrélations trouvées est grand, plus la case & l'intersection des numéros de résidus est foncée.
De nombreuses interactions entre le brin 36-42 et le brin 46-52 sont visibles et sont le long d’une
ligne perpendiculaire & la diagonale, ce qui montre que ’appariement est antiparallele. De méme,
une structure en feuillet 3 antiparallele entre les trés longs segments 16-28 et 31-42 est suggérée,
mais il est important de noter qu’aucune corrélation au niveau des résidus 23-24 n’est visible car
ces résidus n’ont pu étre attribués. Par ailleurs, la Figure 61 montre que les caractéristiques RMN
de feuillet B ne sont pas trouvées tout le long de ces segments. Par conséquent, ces deux long brins
B pourraient étre entrecoupés ou du moins ne pas suivre une structure canonique. La Figure 62,
page 155 met également en évidence un appariement antiparalléle entre les brins 16-19 et 62-65
d’une part et entre les brins 65-68 et 93-96 d’autre part. Enfin, un petit nombre de corrélations
sont visibles entre les segments 49-51 et 86-91 mais sont cette fois le long d’une ligne paralléle a la

diagonale et suggére la présence d’un appariement paralléle de ces portions de brins.

Pour résumer, dans I'état actuel de 'analyse des données RMN, la protéine OrfM peut étre
décrite comme étant composée de cing brins, 31 (16-28), (2 (31-42), B3 (46-53), B4 (62-68) et 35
(86-96), en précisant que les longs brins B1, 32 et 5 n’ont pas une structure canonique et pourraient
étre plutot décrits comme la succession de plusieurs brins plus courts reliés par des segments d’un
a trois résidus (Figure 61). Ces brins sont appariés suivant l'ordre 31-32-$3-$5-$4(-f1), le dernier
des brins, 34, revenant vers le premier brin 31 pour former un feuillet antiparalléle. Tous les autres

appariements sont également antiparalléles mis a part les brins 33-35 qui sont paralléles.
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FI1GURE 61 — Identification des structures secondaires d’OrfM & partir des données RMN
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La hauteur des batons figurant sur les lignes daN, dNN et dBN représentent l'intensité des corrélations NOE séquen-
tielles observées respectivement entre les protons o(i), amide(i) et B(i) et le proton amide du résidu suivant (i41).
Les corrélations & moyenne portée doN(i,i+3), dof(i,i+3), do(i,i+4), dANN(i,i+2) et daN(i,i-+2) sont représentées par
des segments reliant les résidus en question. I’index de déplacement chimique (Chemical Shift Index ou CSI) a été
calculé & partir des déplacements chimiques des Co, C3, CO et Ha. Les structures secondaires représentées en bas
ont été définies a partir de l’analyse de l’ensemble des données RMN. Les corrélations & longue portée (i,j) avec j
> i+4 permettant de caractériser ’appariement des brins 3 ne sont pas représentées ici. La figure a été générée par
CcpNmr.
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FIGURE 62 — Matrice d’interaction des résidus d’OrfM
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L’axe des ordonnées et ’axe des abscisses correspondent aux numéros croissants de résidu dans la matrice d’interaction.
L’intensité de la couleur de chaque case (i,j) représente le nombre de pics de corrélation NOE trouvés entre le résidu
i et le résidu j. Elle va du blanc (aucun pic) au bleu le plus foncé (28 pics). Les cases situées sur la diagonale (d’en
bas a gauche jusqu’a en haut a droite) représenteraient les interactions d’un acide aminé avec lui-méme, et ne sont
pas colorées. Les interactions entre acides aminés voisins (i,i-1) et (i,i4+1) apparaissent sur deux lignes autour de la
diagonale. L’analyse des interactions a longue portée (i,j) avec [j-i|>4 permet de visualiser 'appariement des brins
dans les feuillets 3 : les feuillets 3 paralléles se caractérisent par des bandes paralléles & la diagonale et les feuillets
anti-paralléles par des bandes perpendiculaires a la diagonale. En effet, si le résidu i est proche du résidu j, le résidu
i+1 le sera avec j+1 dans le cas d’un feuillet paralléle ou avec j-1 dans celui d’un feuillet anti-paralléle, puis le résidu
i+2 sera proche de j+2 ou du j-2, etc.
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VIII.3.5 Caractérisation dynamique a partir d’expériences de relaxation 1°N

La RMN est assez unique par rapport a d’autres méthodes structurales car elle permet de
caractériser des processus dynamiques a l'intérieur d’'une molécule se faisant a des échelles de temps
trés variées, de la picoseconde (10712 seconde) jusqu’a la seconde et au-dela. Les mouvements les plus
rapides recouvrent par exemple les vibrations et librations des liaisons et les rotations de chaines
latérales tandis que les plus lents incluent les changements conformationnels suite & la fixation d’un
ligand, les processus de repliement, les mouvements allostériques (Chao & Byrd, 2020). Le marquage
5N d’une protéine permet de déterminer des parameétres de relaxation de spin des noyaux PN
qui apporteront des informations dynamiques sur les liaisons NH amides et donc sur le squelette.
Les paramétres classiquement mesurés pour ’étude dynamique d’une protéine sont la vitesse de
relaxation longitudinale R, la vitesse de relaxation transversale Ry et le NOE hétéronucléaire 'H

SN

Le principe général des expériences de relaxation est le suivant. Le champ magnétique statique
du spectrométre induit un alignement des spins qui crée une aimantation. Lors des expériences
de mesure de R; et Ro, on va d’abord exciter les spins >N d’une certaine maniére, puis laisser le
systéme retourner a son état d’équilibre pendant une durée appelée délai de relaxation, et enfin
mesurer 'intensité de I'aimantation restante. La vitesse de relaxation longitudinale correspond & la
vitesse a laquelle 'intensité de 'aimantation évolue suivant 1’axe du champ magnétique z pendant
cette période de relaxation et la vitesse de relaxation transversale, a celle a laquelle l'intensité
de l'aimantation diminue dans le plan transversal xy. Ces vitesses peuvent étre déterminées en
acquérant une série d’expériences avec des valeurs différentes de délai de relaxation. L’intensité
des signaux est ensuite mesurée sur ces spectres, qui se présentent comme des spectres 2D HSQC-
5N . Enfin, les valeurs de R; ou Ry sont ensuite obtenues par un ajustement, avec une fonction
exponentielle décroissante, de l'intensité des pics en fonction de délai de relaxation. Dix délais entre
2 ms & 1,4 s ont été utilisés pour les expériences Ri. Quant a 'expérience NOE hétéronucléaire
'H -15N | elle consiste a évaluer le couplage dipolaire 'H -!N dans une liaison NH en mesurant
leffet d’une irradiation du proton 'H sur le noyau '°N . L’intensité des pics sur le spectre obtenu
est comparée a celle obtenue en I’absence d’irradiation. Le NOE hétéronucléaire 'H -'°N correspond
au rapport entre 'intensité de la premiére et celle de la deuxiéme, il est sans unité et a une valeur

inférieure & 1.

156



Les expériences de relaxation N ont été réalisées sur le premier échantillon de la protéine OrfM
marquée uniquement a l’azote N . Les valeurs de Ry, Ro et de NOE hétéronucléaires sont présentées
dans la Figure 63 page 160. Un jeu de données complet avec ces trois paramétres a été obtenu pour
77 acides aminés. Les résidus manquants sont (1) ceux qui n’ont pas été attribués sur 'HSQC-15N;
(2) ceux dont le pic sur 'HSQC-'5N n’est pas suffisamment résolu pour permettre une mesure fiable
de l'intensité; (3) ceux dont le signal est déja au départ de trés faible intensité et s’affaiblit encore
avec le délai de relaxation, ce qui donne une incertitude sur la vitesse de relaxation supérieure a sa
valeur. Les valeurs et les incertitudes moyennes observées sont <Rj;>= 1,7 + 0,1 s'!, <Ro>= 10,1

+ 0,6 st, <NOE hétéronucléaire> = 0,67 + 0,06.

La valeur du NOE hétéronucléaire est trés sensible aux mouvements trés rapides, & une échelle
de temps entre la ps et la ns, et refléte le degré de flexibilité du squelette polypeptidique. Plus la
valeur est faible, plus la chaine est flexible. Les résidus 2-11, 29, 71-76, 78-80, 84-88, 98 ont des
valeurs de NOE hétéronucléaire inférieures a 0,6, par conséquent la chaine polypeptidique peut
étre décrite comme non ou peu structurée au niveau de ces résidus. Le paramétre Ry montre des
valeurs supérieures a la moyenne dans les segments 2-13, 26, 29-33, 77-84 indiquant la présence
de mouvements rapides. Le paramétre Ry n’est pas seulement lié aux mouvements trés rapides de
I'ordre de la ps et ns, mais également aux mouvements plus lents a 1’échelle de la microseconde &
la milliseconde qui est la gamme des échanges conformationnels ou chimiques. Ces derniers peuvent
correspondre par exemple & des équilibres entre plusieurs conformations, entre une forme protonée
et une forme déprotonée, entre une forme liée et une forme libre (en cas d’interaction avec un ligand
ou un partenaire protéique...) ou entre une forme monomérique et une forme oligomérique.... La
présence de tels échanges se traduit par une augmentation de la valeur du Ry. Des résidus montrant
des valeurs particuliérement élevées sont situés dans les segments 6-14, 19-21, 29-30, 38, 48-54, 69,

74-75, 88-93, ce qui suggére qu’ils pourraient étre affectés par un phénomeéne d’échange.

Il est possible d’aller un peu plus loin dans I'interprétation des paramétres de relaxation, par une
analyse de type Lipari-Szabo qui peut étre effectuée par le logiciel Tensor 2.0 (Dosset et al., 2000).
Dans ce formalisme, on considére que les mouvements des liaisons NH résultent du mouvement
global de réorientation de la molécule dans la solution et du mouvement interne de cette liaison
dans la molécule. On cherchera donc & déterminer les paramétres dynamiques qui permettront de

décrire ces deux mouvements. Il faut dans une premiére étape caractériser le mouvement global
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de la protéine. Le modéle le plus simple d’une réorientation isotrope a été choisi, c’est-a-dire que
la molécule est supposée tourner sur elle-méme a la méme vitesse quelle que soit la direction. Ce
mouvement global est alors décrit par un seul paramétre appelé temps de corrélation global et noté
T¢, qui correspond au temps moyen nécessaire a la molécule pour effectuer une rotation sur elle-
méme. Dans ce formalisme de Lipari-Szabo, ce temps de corrélation peut étre évalué a partir des
rapports Ra/R1, & condition d’utiliser uniquement les valeurs des résidus relativement rigides ne
présentant pas de mobilité interne complexe. En choisissant des résidus présents dans les brins {3

clairement identifiés, une valeur de 7,3 ns (£ 0,1 ns) a été obtenue.

La mobilité interne au niveau de chacun des résidus est analysée dans une seconde étape, a
partir de ses valeurs de R1, Ro et NOE hétéronucléaire et du temps de corrélation global trouvé
pour la protéine. Les mouvements internes des liaisons NH sont modélisés par des mouvements de
libration ultra-rapides a une échelle de temps inférieure a 20 ps qui correspondent & des oscillations
de ces liaisons NH & l'intérieur d’'un cone dont ’angle d’ouverture est plus ou moins grand. Le
paramétre d’ordre S? est un parameétre associé a cet angle d’ouverture qui prend une valeur entre
0 et 1. Un paramétre d’ordre de 0 correspondant & l'angle d’ouverture le plus grand donc & un
mouvement non restreint dans l’espace, alors qu’un paramétre d’ordre proche de 1 correspond
a un angle tendant vers 0, donc a un mouvement extrémement restreint. Le paramétre d’ordre
S? et le temps de corrélation global interviennent dans l’expression littérale établie par Lipari-
Szabo pour ces trois paramétres de relaxation Rj, Ro et NOE hétéronucléaire. Le logiciel va donc
chercher a déterminer le parameétre S? qui permettra de rendre compte des trois paramétres de
relaxation expérimentaux. En cas d’échec, il va considérer un modéle de mouvement plus complexe
faisant intervenir un, voire plusieurs paramétres supplémentaires en cas de nécessité. Un temps
de corrélation interne T; peut étre introduit, lorsque s’ajoutent aux librations ultra-rapides, des
mouvements & une échelle de temps entre 20 ps et le temps de corrélation. Un terme d’échange Rex
peut également étre ajouté, dans le cas ot des mouvements encore plus lents de l'ordre de la ps
a ms auraient lieu. Ainsi, seuls les résidus possédant une mobilité interne complexe présentent des

valeurs de 1j et/ou Rex.

Les 77 résidus de la protéine OrfM dont les valeurs de Ri, Rg et NOE hétéronucléaire ont été
déterminées ont pu étre analysées par le logiciel Tensor2 et les résultats sont présentés en Figure

64, page 161. Les parameétres d’ordre S? les plus bas sont observés principalement dans la région
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N-terminale jusqu’au résidu 11, pour le résidu 71 et dans la région 77-86 (entre les brins 34-35)
ainsi que pour les deux derniers résidus. Leurs valeurs, pour la plupart inférieures a 0,7, témoignent
d’une trés grande flexibilité de squelette. La majorité des résidus dans ces zones présentent de
plus un temps de corrélation interne t; autour de 1-2 ns et certains méme un terme d’échange
Rex, ce qui indique la présence de mouvements internes de l'ordre de la ns et parfois d’échange
conformationnel ou chimique. Dans une plus faible mesure, plusieurs résidus du segment 43-47 (dans
la boucle $2-83) et le résidu 55 (dans la boucle $3-B4)possédent des paramétres d’ordre inférieurs
a la moyenne et présentent une flexibilité notable. L’obtention d’un temps de corrélation interne
1; de l'ordre de la nanoseconde suggére par ailleurs l'existence de mouvements internes rapides.
Enfin, le reste des résidus présentent un parameétre d’ordre S? supérieur a 0,8 et forment donc des
zones qui peuvent étre considérées comme structurées. L’ensemble des résidus constituant les brins
B identifiés précédemment figurent bien parmi cette derniére catégorie. Toutefois, on peut remarquer
que nombre de ces résidus notamment 19-21, 48-51, 66-69 présentent un terme d’échange, de 'ordre

de la micro- & la milliseconde, reflétant un équilibre conformationnel ou chimique.
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FIGURE 63 — Paramétres de relaxation '°N Ry, Ry et NOE hétéronucléaire de la protéine OrfM
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Paramétres de relaxation '°N mesurés sur le premier échantillon de la protéine OrfM marquée a l’azote '°N .
Protéine a une concentration de 0,15 mM dans un tampon Tris-Hel pH 7,5 et 200 mM NaCl, a 298 K. (A) Vitesse
de relaxation longitudinale Ry. (B) Vitesse de relaxation transversale Rz. (C) NOE hétéronucléaire 'H -15N .
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FIGURE 64 — Paramétres de dynamique interne de la protéine OrfM
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Parameétres de dynamique interne obtenus avec Tensor2 pour la protéine OrfM marquée a 'azote >N & une concen-
tration de 0,15 mM dans un tampon Tris-HCI pH 7,5 et 200 mM NaCl, a 298 K. (A) Paramétre d’ordre S?, (B)
Temps de corrélation interne tc, (C) Terme d’échange Rex.
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VIII.3.6 Calculs préliminaires de structure

Le logiciel CcpNmr est capable grace a plusieurs sous-programmes de générer des contraintes
pour les calculs de structure. En I'occurrence, des contraintes d’angles peuvent étre définies grace
au sous-programme DANGLE (Cheung et al., 2010) qui utilise les déplacements chimiques Ca, C(,
CO, 1°N et Ha attribués, elles réduisent ’amplitude des angles diédres (ou angles de torsion) phi et
psi de la chaine principale. Comme les signaux NOE possédent une intensité variant en 1/1% avec
la distance proton-proton, il est possible (aprés calibration automatique ou manuelle) de déduire
des contraintes de distances pour chaque pic de corrélation NOE attribué. Enfin, il est possible
de générer des contraintes de liaisons hydrogéne, par exemple dans des structures secondaires. Ces
contraintes, ainsi que la séquence primaire de la protéine 4 modéliser, sont ensuite fournies 4 un
logiciel de calcul de structure comme ARIAWeb (Allain et al., 2020) qui va chercher a générer des
conformations en accord avec ’ensemble des contraintes introduites. Pour cela, un terme énergétique
est associé & chaque contrainte et est ajouté a 1’énergie de la molécule, calculée dans le champ de
force implémenté dans le logiciel. Ce terme additionnel vaut zéro si la contrainte est respectée dans
le modéle structural mais augmente d’autant plus que la contrainte n’est pas respectée. Ainsi, en
cherchant & minimiser 1’énergie totale de la molécule, le logiciel va proposer un certain nombre de
modéles répondant au mieux aux contraintes RMN. Il est important de noter que le calcul de la
structure d’OrfM est encore en cours, les résultats présentés sont donc provisoires. Actuellement,
907 contraintes de distance, dont 282 intra-résiduelles, 291 séquentielles, 77 & moyenne portée et 257
a longue portée, ont été dérivées des pics NOE attribués sur le spectre 3D NOESY-HSQC N et
ont été introduites dans ARIAWeb comme des contraintes inambigués. Le calcul effectué utilise de
plus 152 contraintes d’angle générées par DANGLE et 24 contraintes de liaisons hydrogéne définies

a partir des feuillets B clairement identifiés.

Parmi la centaine de modéles générés par ARIAWeb, 14 modéles de basse énergie ont été sélec-
tionnés et superposés. En excluant les régions trés désordonnées 1-13, 23-36, 70-78, 82-85 et 95-98,
des RMSD moyens de 2,2 + 0,4 A sur les atomes du squelette et de 3,4 = 0,7 A sur les atomes
lourds ont été obtenus. Le nombre moyen de violations de distance supérieures a 0,5 A est de 58
et celui des violations d’angle supérieures a 5° est de 19. L’énergie moyenne des modéles est de 900
kcal/mol. La structure d’OrfM présente plusieurs brins § formant un feuillet mixte de cing brins

(voir Figure 66, page 166) en accord avec les structures secondaires identifiées sur la Figure 61, page
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154. Les résidus 16 a 42 forment une sorte de trés longue épingle & cheveux dont la structure est bien
définie & ses extrémités, montre un appariement antiparalléle des brins Bla et $1a’ entre les résidus
16-21 avec les résidus 38-42 du brin B2a. Le rapprochement des brins B1b (résidus 26-27) et 32b
(résidus 30-31) est bien visible et définit clairement la téte de I’épingle, cependant la conformation
des résidus 22-25 et 32-34 situés respectivement entre 31a’ et B1b et entre 32a et 32b est mal définie,
ce qui se traduit par I'observation d’un ensemble d’épingles plus ou moins distordues au niveau de
leurs parties centrales. L’échec dans 'attribution des résidus 23, 24 et 32 est en partie responsable
du faible nombre de contraintes RMN trouvées dans cette région et donc de sa mauvaise définition.
Toutefois, il est & noter qu’aucune de ces épingles n’apparait totalement droite, une boursouflure au
niveau des résidus 23-24 et/ou une torsion autour de l'axe de symétrie de 'épingle sont observées
dans les 14 modéles. Ces modéles reflétent donc bien les données RMN présentées précédemment
sur la Figure 61, page 154, a savoir la présence d’un trés long feuillet antiparalléle entrecoupé ou
pour le moins déformé. Quant aux autres brins (3, 'appariement parallele des longs brins 33 et B5a
apparait clairement mais le trés court feuillet antiparalléele 35b-34-f1 est plus difficilement visible.
Le modéle montre toutefois que la chaine polypeptidique entre les résidus 86 et 96 doit se recourber
pour que 35a et b puissent s’apparier respectivement avec 34 et 33 et ainsi contribuer & enrouler
ce feuillet sur lui-méme. Si on désigne ’ensemble du segment 86-96 par brin (85, il faut donc garder
a lesprit qu’il s’agit en fait de deux courts brins Bba et 35b reliés par deux résidus. Finalement,
la modélisation confirme le feuillet mixte B1-B2-83-B5-B4(-31) déduit de I'analyse des données RMN
présentée sur la Figure 61. Il peut étre noté que ce feuillet présente en son centre un coeur dense,
riche en acides aminés hydrophobes non aromatiques. Un tour d’hélice o est parfois présent entre les
acides aminés 10 et 13. La tres longue boucle 69-85 située entre les brins 34-35 est assez mal définie
globalement, peu de contraintes ont en effet été identifiées (Figure62, page 155), en particulier pour

les résidus 72 et 73 qui manquent a 'attribution.

VIII.4 Analyse préliminaire du modéle d’OrfM

Le modéle préliminaire d’OrfM a été analysé grace au serveur de comparaison structurale DALI
(Holm, 2020). Deux structures de protéine se distinguent, de codes PDB 2K5D et 2K50. Méme si
les scores d’homologie structurale sont modestes (Z = 4,6 et 3,6, respectivement), il ne fait aucun

doute que ces trois protéines partagent le méme repliement. La superposition des structures est
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FIGURE 65 — Superposition des structures homologues d’OrfM

OrfM Superposition

Superposition réalisée par le serveur DALI (Holm, 2020) des structures 2K5D (en vert), 2K50 (en rose) et de I'un des
états d’OrfM sélectionné parmi les 14 modéles de plus basses énergies générés par AriaWEB (en bleu).

présentée dans la Figure 65, page 164. Le RMSD est de 7,1 A (sur 81 résidus alignés) entre OrfM et
2K5D; il est de 3,6 A (sur 71 résidus) entre OrfM et 2K50. Bien que la longueur des brins ne soit
pas identique avec les deux autres structures, les 4 brins 8 qui participent au feuillet ont la méme

orientation et sont & des positions similaires dans ’alignement.

La protéine associée au code 2K5D est SAG0934 (code Uniprot : Q8E006), issue de Streptococcus
agalactiae serotype V. Cette structure a été déterminée en 2008 dans le cadre d’un programme de
génomique structurale, et n’a pas été publiée. Elle a cependant été citée dans la publication de
Thomas et al., 2013, comme homologue de la protéine HelP de 'ICE Bs1 de la bactérie & Gram positif
Bacillus substilis. HelP est démontrée comme nécessaire a I’hélicase hote (PerA) pour progresser au-
dela de lorigine de transfert oriT de 'ICEBs1. Ces informations fonctionnelles valident le modéle
RMN préliminaire d’OrfM et laissent penser qu’OrfM comme SAG0934 pourraient jouer un role
similaire & celui de HelP. De fagon intéressante, c’est cette méme protéine qui avait été initialement
identifiée comme homologue de OrfM et OrfL sur la base des analyses de séquences (Dahmane,
2017). Cette faible similarité de séquences entre protéines au méme role potentiel dans les T4SS de
bactéries & Gram positif rejoint la faible similarité de séquences déja constatée entre OrfG et ses

homologues Gram positif.

Le code PDB 2K50 est quant a lui associé a la structure d’une protéine de Methanobacterium

thermoautotrophicum, semblable & un domaine du facteur de réplication A, et déterminée par RMN
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dans le cadre d’un programme de génomique structurale (et non publiée). Ces facteurs de réplication
A (ou "Replication Factor A", RPA) auraient un role important dans la réplication, la réparation

et la recombinaison de I’ADN (Sakaguchi et al., 2009).

Parmi les résultats plus éloignés de la superposition DALI, d’autres protéines comme PriB
(Code PDB : 2CCZ) auraient aussi des fonctions associées aux facteurs de réplication (Huang et al.,
2006). Dans cette derniére structure, on peut d’ailleurs observer une molécule d’ADN simple brin
modélisée. Dans ’hypothése ot HelP posséderait un motif fixateur de ’ADN appelé motif OB pour
"Oligonucleotide Binding" (Thomas et al., 2013), il serait possible de retrouver un motif similaire
sur OrfM et OrfL. Notons toutefois que la plupart des structures associées a ce terme de facteur de

réplication A sont issues de programmes de génomiques structurales et ne sont pas (encore) publiées.
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FIGURE 66 — Calculs de structure préliminaires d’OrfM

Superposition mTM-align de 14 modéles de basse énergie de la protéine OrfM générés par ARIAWeb en vue stéréo.
MPSA Viewer a été utilisé pour colorer 'alignement structural en fonction du RMSD pour chaque position des
carbones Co dans la séquence d’acides aminés. En bleu, le RMSD est proche de 0 A tandis que le rouge indique que
le RMSD est proche de 2 A. Au dela de 2 A, les positions des acides aminés sont colorées en noir.
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VIII.5 Discussion

OrfM est une petite protéine de 98 acides aminés qui fonctionnerait de paire avec OrfL. comme
un facteur de processivité d’hélicase. L’étude RMN a permis l'attribution des noyaux 'H , N et
13C de 'essentiel de la chaine principale. Sur ’ensemble des spectres collectés, il reste les spectres
CC(CO)NH, H(CCO)NH et NOESY-HSQC-13C a analyser, ce qui devrait permettre de compléter
Pattribution 'H et '3C des chaines latérales, notamment des cycles aromatiques, et de générer des
contraintes supplémentaires afin de préciser la structure qui est en cours de résolution. Les résultats
préliminaires de modélisation sous contraintes RMN révélent une topologie globale s’apparentant
au motif "OB-fold" (Youkharibache et al., 2019), caractérisé par un tonneau 3 avec deux feuillets
antiparalléles B1-32-83 et 35-34-31 partageant le méme brin B1 et se positionnant orthogonalement.
Dans OrfM, le premier feuillet apparait assez nettement, cependant les brins 31 et 32 sont particu-
lierement longs et forment une épingle a cheveux dont seules les extrémités sont bien définies. Les
résonances 'H | 1°N de lasparagine 23, I’alanine 24 et le glutamate 32, localisés dans la partie cen-
trale de I’épingle, n’ont pu étre attribuées. Le faible nombre de contraintes qui en découle semble étre
la cause principale de la valeur élevée du RMSD observée sur tout le reste de 1’épingle, puisque les
données de relaxation indiquent une flexibilité relativement limitée et I'existence d’échange confor-
mationnel qui affecte seulement quelques résidus. Dans 1’état actuel d’avancement, le deuxiéme
feuillet est moins clairement défini, notamment au niveau du brin 34 qui est suivi d’une région ot
trés peu de contraintes ont été trouvées. En effet, les signaux correspondant aux résidus 71-82 sont
de faible intensité, une proline est présente en position 70 et les résonances *H et N des résidus 72
et 73 n’ont pu étre attribuées. Les expériences de relaxation montrent d’ailleurs dans cette région
une dynamique complexe pour la plupart des résidus, avec une flexibilité accrue, des mouvements a
I’échelle de la pico- & nanoseconde mais aussi de la micro- & milliseconde. Une analyse méticuleuse
des spectres non encore exploités pourrait aider a lever des ambiguités d’attribution et & caracté-
riser plus précisément cette région. Certains paramétres RMN présentés sur la Figure 61, page 154
seraient compatibles avec la présence d'un tour d’hélice o juste avant le brin 4, comme souvent
observé dans les protéines & "OB-fold". De méme, il n’est pas exclu qu’il y ait une extension du brin
B4 en 71-73 et un tour d’hélice entre 74 et 79 mais ces hypotheéses reposant sur seulement quelques
indices nécessiteraient d’étre corroborées par des éléments complémentaires. De la méme maniére, le

tour d’hélice a la fin du segment N-terminal 1 & 14 globalement trés flexible n’est actuellement pas
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fermement défini. Une amélioration de la résolution de la structure en solution d’OrfM peut étre es-
pérée en poursuivant I’analyse des spectres, toutefois les résultats de relaxation laissent prévoir que
certaines régions resteront mal définies, car peu structurées, par exemple dans la région N-terminale
et dans le segment 71-86. L’étude dynamique a en outre permis d’estimer le temps de corrélation
7. de la protéine a 7,3 ns a 25°C. Cette valeur est dans la gamme attendue pour une protéine de
11 kDa, ce qui indique qu’OrfM est majoritairement monomérique en solution, dans les conditions
d’expérience utilisées. Si une forme dimérique est présente, elle doit I’étre en faible proportion. Ces
résultats vont alors dans le méme sens que ceux de nos collaborateurs qui ont trouvé par diffusion
de la lumiére multi-angle (SEC-MALS) 95 % d’état monomérique et 5 % d’état dimérique (N. Soler,

communication personnelle).

Des expériences d’interaction ont été menées par RMN avec OrfL, dans le but de cartographier la
zone d’interaction au niveau de la protéine OrfM. Le principe consiste & ajouter OrfL. non marqué
a un échantillon d’OrfM marqué N et de repérer par une expérience 2D HSQC-'°N les résidus
d’OrfM qui voient leurs déplacements chimiques perturbés par OrfL. Néanmoins, de telles variations
de déplacements chimique n’ont pu étre observées pour des ajouts de 0,1 a plus de 2 équivalents
d’OrfL. Une diminution brutale de l'intensité des signaux a été a la place constatée sur ’ensemble
des pics du spectre 2D HSQC-'°N . Ceci peut signifier une interaction mais il est difficile de savoir
si elle est spécifique. Les forts élargissements de signaux observés pourraient étre dus a la formation
d’'un complexe de grande taille et/ou & un équilibre de formation du complexe se faisant a une
vitesse d’échange "intermédiaire". Il faudrait en fait se trouver dans un régime d’échange "rapide"
pour observer des variations de déplacement chimique sans élargissement important de signaux. En
effet, 'évolution d’un spectre RMN lors de la formation d’un complexe dépend de la constante de
vitesse de dissociation kg par rapport a la différence de fréquence de résonance du noyau entre
la forme complexée et la forme libre noyau. Pour étre dans un régime d’échange rapide, il faut
que la constante kog soit trés supérieure a cette différence de fréquence, qui est typiquement de
Pordre de 3 000 s! pour des expériences menées sur un spectrométre 600 MHz. Cela correspond
trés approximativement a un K4 qui doit étre supérieur & 3 pM (Williamson, 2013). Bien que
cette valeur ne soit qu'un ordre de grandeur, obtenue en supposant le modéle le plus simple d’une
fixation sur un seul site, elle permet d’expliquer les difficultés rencontrées. D’aprés les résultats
obtenus par SwitchSense et Titration Calorimétrique Isotherme (ITC), la valeur du Kq est de 300

nM (N. Soler, communication personnelle), qui est inférieure au seuil de 3 pM et correspond & une
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vitesse d’échange intermédiaire. Des changements de tampon (Tris, HEPES), de pH (de 7 & 6,5), de
la concentration saline (de 200 mM a 500 mM) et de la température (de 25 a 35°C) ont été testés
mais n’ont malheureusement pas apporté d’amélioration significative. D’autres essais n’ont pu étre

effectués car limités par les quantités disponibles de protéines OrfM marquée et OrfL.

A partir de la structure préliminaire d’OrfM, une similarité a été trouvée avec des modéles de
la banque de données des structures de protéines,révélant un motif de fixation aux oligonucléotides,
appelé motif OB ("oligonucleotide binding"). Cela est tout a fait plausible dans le cadre d’un éveé-
nement de conjugaison permettant de transporter un ADN. OrfM et OrfL. avaient été identifiées
comme homologues & la protéine HelP, qui elle-méme avait été associée a la protéine SAG0934
(Thomas et al., 2013). La structure de cette derniére est similaire au modeéle préliminaire d’OrfM.
Le calcul de structure, encore inachevé, semble donc cohérent. Il n’avait pas été possible de prédire
cette similarité & partir de la structure primaire d’OrfM car les similarités de séquences sont trop
faibles. En rassemblant toutes ces informations, on peut émettre ’hypothése qu’OrfM (et OrfL)
posséde(nt) un role dans la fixation & PADN dont les conditions restent a définir dans le cadre de

I’événement de conjugaison en lien avec 'ICE.
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IX MPSA Viewer

Les comparaisons structurales entre protéines permettent d’identifier des régions conservées dans
I’espace et donc probablement dans leur fonction, sans que la séquence qui leur corresponde ne soit
la méme. En effet, lorsque des protéines ont la méme fonction, il est possible qu’elles présentent
des similarités de séquence trés locales, par exemple au niveau d’un site actif, tandis que la confor-
mation globale conservée ne se traduit que par des identités de séquence bien inférieures aux 30%
habituellement attendus pour des homologues structuraux. Il en est de méme pour les sites de fixa-
tions aux ligands, sites d’interactions protéine-protéine ou protéine-ADN. Notamment, 1’évolution
convergente conduit & de telles situations, avec des repliements comparables malgré de trés faibles

similarités de séquences.

L’identité de séquence ne pouvant servir de base de comparaison dans ces situations, il faut
utiliser d’autres outils pour ces cas spécifiques. Ils ne doivent prendre en compte que les informa-
tions spatiales des atomes de la chaine principale, traduisant ainsi le repliement conservé malgré
la séquence différente. Il en existe plusieurs méthodes, et celle que nous avons retenue comme bien
appropriée a la problématique de la protéine OrfG est TM-Align (Zhang & Skolnick, 2005). Cette
méthode permet la superposition structurale d’une paire de protéines, évaluée par le score "TM"
(mesure de la similarité structurale), et s’est montrée particuliérement efficace dans notre cas pour
constituer une matrice en vue d’'une comparaison multiple, réalisée par le serveur mTM-align (Dong,
Pan et al., 2018 ; Dong, Peng et al., 2018). En effet, parmi tous les serveurs de comparaison mul-
tiple testés sur les différents domaines VirB8, mTM-align a fourni le résultat le plus convaincant.
Toutefois, le format et la représentation donnés par le serveur aprés traitement étaient trés limités.
L’alignement au format "fasta" qui en découle est pertinent, mais le fichier PDB que I'on peut
télécharger a perdu beaucoup d’informations durant le traitement (identifiant de chaine, position de
l’acide aminé dans la séquence originale) en plus de n’avoir pas traité les acides aminés marginaux
tels que les sélénométhionines, laissant des trous dans ’alignement. La représentation visuelle sur
la page des résultats montre une structure 3D avec une couleur uniforme appliquée pour chaque
position de ’alignement lorsque les distances entre tous les carbones alpha de cette méme position

ne dépasse pas 4 A (Voir Figure 67, page 172).

Cette représentation trés intéressante quoiqu’incompléte couplée & ’absence d’un fichier PDB
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FIGURE 67 — Sortie graphique du serveur mTM-align

Multiple structure alignment

1
123456789 123456789] 1234567601123
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Download the alignment in fasta format
Columns in magenta are common core regions (i.e., calumns with no gaps and the maximum pairwise residue distance < 44).

Visualization and Metrics of the alignment

Number of structures: 3
1gx1A 1iv3A 1jn1A

Metrics © Value
Leore @ 124
ccRMSD @ i
ccTM-score @ 0.778
L. @ 135
RMSD @ 1.18
Ti-score @ 0.843

Click on the buttons below to switch between different views (the default view is: 1).

| 1. Highlight the commen core in magenta color | @

[2. Show all regions with colored chains | @

(3. Show the common core with colored chains | @

Download the pairwise TM-score and RMSD
Download the superimposed structure file in common core regions
Download the superimposed structure file in all regions

Exemple de sortie graphique d’un projet avec mTM-align. En magenta sont indiquées les positions des acides aminés
qui font partie du "coeur commun" des différentes protéines, correspondant aux résidus dont les alignements de
paires des carbones Ca ne dépassent pas les 4 A de distance.

Lien vers le résultat d’exemple :
https ://yanglab.nankai.edu.cn/mTM-align /output/mTMO017169/

exploitable a été le premier pas vers la création du programme MPSA  Viewer (MPSA pour " Multi
Protein Structural Alignment"). L’idée principale est d’améliorer la sortie de mTM-align tout en
conservant l’alignement de séquence (basé sur la superposition de structure) ainsi que 'arbre struc-
tural découlant de la matrice des scores TM, qui permet de regrouper certaines protéines selon leur

ressemblance structurale.

IX.1 Limitations de la méthode mTM-align

Afin de réaliser un alignement multiple grace & mTM-align, il faut soit I'installer en local sous
linux pour un résultat trés sommaire et incomplet (deux fichiers uniquement, fasta et PDB), soit se

rendre sur le site dédié ("https ://yanglab.nankai.edu.cn/mTM-align/"). Pour ce dernier, I'une des
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options pour débuter l'alignement est de renseigner dans le formulaire ’ensemble des codes PDB
A traiter, ou bien téléverser un fichier compressé zip contenant toutes les structures désirées. Un
maximum de 30 structures est accepté, pour un nombre supérieur la version installée en local est
impérative. L’alignement en lui-méme est trés rapide. Les résultats présentés comprennent ’arbre
phylogénétique et un alignement de séquences, tous les deux basés sur la superposition structurale
multiple et le score TM de chaque paire de protéines. Ensuite est dessinée la visualisation 3D de
I’alignement avec une coloration des zones "conservées". On pourra toutefois regretter les défauts

suivants :

(1) mTM-align n’est pas encore capable de gérer les acides aminés spéciaux tels que les séléno-

méthionines.

(2) 11 n’est pas encore possible, lorsque 'on envoie les structures sous un format compressé,
de renseigner les identifiants de chaines du fichier PDB qui seront utilisées pour l'alignement. Ces
deux limitations sont contournables en modifiant manuellement les fichiers PDB ce qui peut s’avérer

extrémement fastidieux lors d’alignements & grande échelle.

(3) La coloration par position dans ’alignement se limite & mesurer les distances entre tous les
carbones Co sur cette position, et si la distance maximale est inférieure a 4 A, alors y sera appliquée

une coloration uniforme pour toutes les positions respectant cette condition.
(4) Cette coloration n’est disponible que sur la visualisation trés simplifiée du site.
(5) Les chaines latérales des acides aminés ne sont pas du tout montrées dans la visualisation.

(6) La superposition structurale et 'alignement des séquences (basé sur la superposition des
structures) que ’on peut télécharger sont trés simples, notamment le fichier PDB qui perd I’ensemble

des informations qui peuvent ensuite étre utilisées dans PyMOL pour travailler la représentation.

L’ensemble de ces défauts mineurs ne sont pas suffisants pour rejeter le résultat, car de notre
point de vue, sur un projet tel que les VirB8 contenant de nombreuses protéines avec de trés faibles
identités de séquences mais un repliement bien conservé, mTM-align reste le meilleur algorithme
de superposition structurale, outil incontournable pour un alignement des séquences associées. De

plus, mTM-align propose un arbre "phylogénétique" basé sur cette superposition structurale.
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Enfin, PyMOL étant 'un des logiciels de représentation tridimensionnelle des modéles les plus
utilisés pour les protéines et étant compatible avec les fichiers de script python, il était évident de

le choisir pour améliorer la représentation fournie par le serveur mTM-align.

IX.2 Description du fonctionnement de MPSA Viewer

Dans cette partie seront détaillées les différentes implémentations réalisées dans le script de
MPSA _Viewer afin de contourner ou de régler les différents problémes de mTM-align, dans le but

d’obtenir une représentation fidéle et parlante dans PyMOL.

IX.2.1 Mise en place et traitement des données initiales

Afin de faciliter la tache de 'utilisateur, le script MPSA Viewer compresse automatiquement
les structures choisies en un fichier zip qui peut ensuite étre utilisé pour lancer 1’alignement multiple
par mTM-align. Avant cela, plusieurs étapes sont nécessaires, notamment le paramétrage du logiciel

MPSA _Viewer en fonction de ce que l'utilisateur souhaite.

(1) Choix des paramétres du programme par 'utilisateur
De trés nombreux paramétres peuvent étre ajustés par l'utilisateur pour personnaliser la visualisa-
tion finale de la superposition structurale multiple dans PyMOL. En 'occurrence, il est possible de

choisir les couleurs, les types de représentations, les valeurs limites pour les distances calculées, etc.

(2) Le fichier est-il disponible sur la PDB?
Le script analyse automatiquement le nom d’entrée de chaque protéine que l'utilisateur soumet.
Si ce nom présente une nomenclature correspondant a la PDB disponible sur internet, le fichier
.pdb est automatiquement téléchargé puis stocké dans un dossier. Sinon, 'utilisateur doit fournir

lui-méme le fichier de coordonnées du modéle concerné, au format .pdb également.

(3) Tous les modeéles sont-ils & disposition ?
I1 faut ensuite vérifier que toutes les structures ont été téléchargées correctement, ou que 1'utilisateur

a bien ajouté toutes ses structures manuellement.

(4) Modification des fichiers PDB
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mTM-align ne considére que les 20 acides aminés standards et n’accepte donc pas les acides aminés
spéciaux tels que les sélénométhionines, tout comme il ne lit pas les conformations multiples des
acides aminés ni les ligands. Le script MPSA Viewer crée donc une copie simplifiée des fichiers

PDB ne contenant que les informations compatibles avec mTM-align.

(5) Compression des données
L’ensemble des structures modifiées est ensuite compressé dans un fichier zip. L’utilisateur n’a plus

qu’a le soumettre au serveur mTM-align ("https ://yanglab.nankai.edu.cn/mTM-align/").

IX.2.2 Traitement des résultats

Maintenant que les structures ont été traitées par mTM-align, un lien vers la page des résul-
tats est fourni. A partir de ce lien, le script MPSA Viewer peut automatiquement télécharger les
résultats fournis par le serveur, & savoir un fichier PDB simplifié contenant toutes les structures

superposées, et un alignement de séquences fasta basé sur cette superposition de structures.

(1) Création d’une superposition avec les modéles complets
A partir du fichier .pdb simplifié de la superposition structurale fourni par mTM-align, MPSA Viewer
utilise PyMOL pour rétablir les modéles originaux qui contiennent les informations précédemment
retirées avant de lancer mTM-align. Cela permet notamment de retrouver les sélénométhionines, les
conformations multiples ou encore les ligands. Grace a la méthode d’alignement SUPER de PyMOL
et la création d’un fichier de scripting compatible avec le logiciel, MPSA Viewer indique &8 PyMOL
de créer un fichier .pdb de superposition avec les structures originales. Il sauvegarde ensuite les

modéles superposés un & un pour une utilisation ultérieure.

(2) Calcul de distance entre les résidus a chaque position de I’alignement de séquence
MPSA Viewer analyse chaque position de I'alignement de séquences dés lors que chaque structure
étudiée y présente un résidu. Si un acide aminé est absent dans I'une des séquences, cette position
est passée. Cela permet de négliger les extrémités et les boucles flexibles qui ne sont pas pertinentes
lors d’une superposition multiple. Ensuite, pour une position retenue pour 'analyse, le logiciel
extrait les coordonnées des carbones Ca superposés, et calcule I’écart quadratique moyen (RMSD)

correspondant qu’il stocke pour son exploitation ultérieure.
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(3) Comparaison de la nature des acides aminés pour chaque position
En méme temps que le calcul de RMSD, une comparaison de la nature des résidus est réalisée. Si
P'utilisateur a activé 'option en paramétrant MPSA Viewer & son lancement, les résidus identiques
ou de natures similaires en une position seront mis en exergue sur la visualisation finale, permettant
d’identifier certaines zones conservées tel qu’un site actif ou une interface d’interaction. Ces données

sont également stockées pour une utilisation ultérieure.

(4) Création d'un script PyMOL pour la visualisation finale
Une fois toutes les informations de distances et de nature des acides aminés obtenues, MPSA Viewer
va créer un long fichier script qui permettra de colorer, représenter et donc mettre en valeur la
superposition structurale dans PyMOL. Ceci est réalisé en utilisant les informations des deux étapes

précédentes.

IX.3 Exemples d’utilisation de MPSA Viewer

Le premier cas présenté ci-dessous concerne les protéines VirB8-like et n’est donc pas & propre-
ment parler un nouvel exemple, puisqu'une partie en a déja été présentée dans article (Cappele
et al., 2021). 11 constitue cependant un bon point de départ pour comprendre comment le logiciel
fonctionne, avant de montrer un exemple d’application sur une autre famille de protéines, les glu-
tathion transférases. Ces deux exemples ont en commun ’analyse de protéines présentant une trés

faible identité de séquences mais un repliement globalement conservé.

IX.3.1 Domaines VirB8-like

Dans la Figure 68, page 178 sont montrés deux exemples différents de représentation avec
MPSA Viewer. Le premier exemple reprend les domaines VirB8-like issus de bactéries & Gram
positif introduits dans l'article, et y ajoute Prgl. (code PDB : TAED). Ces 5 protéines ont deux a
deux des identités de séquences faibles (< 10%) ainsi qu’une absence totale de résidus conservés sur
lalignement d’ensemble. Seulement quelques acides aminés de nature similaire (hydrophobes) sont
visibles au coeur des domaines sur la représentation tridimensionnelle. La superposition structurale
montre un nombre de résidus colorés (et donc alignés) plutdt faible. Les teintes des différentes zones

sont plus souvent violet/rouge que bleu, indiquant un RMSD élevé sur ces positions. Les régions
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représentées en gris correspondent logiquement aux boucles, trés variables en position (ayant donc
des RMSD supérieurs & 2 A) ou en longueur (étant alors rejetées de l’alignement). A linverse, le
second exemple proposé est un cas ot les identités de séquences par paires sont plus élevées (> 25%)
ce qui est logiquement associé a une bien meilleure superposition. En effet, les domaines VirB8-like
sélectionnés ici font partie de la méme classe II (Cappele et al., 2021). Au sein de la superposition,
on repére de nombreux résidus conservés (représentés en vert) dans le coeur et a la surface de la

protéine.
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FIGURE 68 — Superposition structurale de protéines VirB8-like par MPSA  Viewer

3UB1_CD
4EC6

Deux exemples de superpositions structurales réalisées par mTM-Align, analysées par MPSA _Viewer et représentées
par PyMOL, en stéréo. En haut, 5 domaines VirB8-like de bactéries & Gram positif. En bas, 4 domaines VirB8-like de
bactéries & Gram négatif appartenant a la classe II (Cappele et al., 2021). Les acides aminés identiques sont représentés
en sticks verts; les acides aminés similaires en lignes fines noires. Le squelette carboné de chaque structure est en
représentation "ribbon", sauf 6ZGN (exemple en haut) et 2CC3 (exemple en bas) qui sont représentés en "cartoon".
Ce squelette est coloré en fonction du RMSD des carbones Ca pour chaque position des acides aminés, avec une
coloration allant du bleu lorsque le RMSD est nul, au rouge lorsqu’il atteint 2 A. La coloration grise correspond aux
positions d’acides aminés qui ne sont pas alignées ou ayant un RMSD des carbones Ca supérieur a 2 A.
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IX.3.2 Glutathion transférases de classe Tau

Le second exemple présenté concerne les glutathion transférases (GST) qui constituent des mo-
déles intéressants pour des alignements structuraux multiples. Les GST cytosoliques sont princi-
palement connues pour leur role dans la phase de conjugaison du processus de détoxification des
xénobiotiques. De nombreux autres roles leur sont attribués comme le transport de ligands. Prés de
500 structures de ces enzymes sont disponibles dans la PDB. Les GST cystosoliques sont regroupées
en classes portant des noms de lettres grecques (Sylvestre-Gonon et al., 2019). Le CRM2 s’intéresse
depuis de nombreuses années & cette famille d’enzymes en travaillant plus particuliérement sur les
GST des régnes végétal et fongique. Il a été choisi de tester MPSA  Viewer sur une seule classe pour
montrer 1'utilité de I'outil dans le cas de protéines structuralement proches. La classe Tau des GST
a été choisie car c’est une classe spécifique et importante dans les plantes et un nombre significatif
de modéles tridimensionnels sont disponibles. Méme si les GST de la classe Tau sont dimériques,
les superpositions ont été réalisées a partir d’une seule sous-unité des isoformes (voir Figure 69,
page 181). 9 structures proviennent de la PDB de divers organismes et 2 d’'une étude en cours au
laboratoire. Ces deux derniéres sont celles de deux proches paralogues du peuplier (PtGSTU19 et
PtGSTU20) qui présentent des propriétés biochimiques distinctes en ce qui concerne la fixation de

flavonoides (C. Didierjean, communication personnelle).

La figure 69 représente la superposition des monomeéres des GST sélectionnées avec les résidus
identiques et similaires et sans ceux-ci. La sous-unité est divisée en deux domaines, le domaine N-
terminal composé d’un feuillet mixte & 4 brins entouré de trois hélices (a gauche) et le domaine C-
terminal constitué de 6 hélices (a droite). Le site actif se trouve a l'interface entre les deux domaines
et contient deux poches : une pour le glutathion (représenté en batonnets) et ’autre pour le substrat
électrophile. La superposition montre comme attendu que les régions les mieux superposées sont
les hélices et les brins. Toutefois il est possible de remarquer la couleur rouge au centre de 1’hélice
a6 (au coeur de la protéine) qui révéle une variabilité structurale a proximité du site actif. Cette
région est intéressante a noter car c’est cette région qui fixe les flavonoides dans la PtGSTU20. Pour
la PtGSTU19, il n’a pas été possible d’obtenir les structures en complexe avec ces mémes ligands.
Cette région contient un résidu tryptophane (W161 dans la PtGSTU20) conservé qui présente une
variabilité conformationnelle modifiant de maniére substantielle la taille de la poche (C. Didierjean,

communication personnelle). L’alignement des séquences issu de la superposition des structures
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montre, comme déja observé, que la similarité est la plus importante dans le domaine N-terminal
(brin g1 & hélice a3) (voir Figure 70, page 182). Toutefois I'information sur la distribution spatiale des
résidus conservés et similaires n’est que partielle sur alignement. MPSA Viewer donne clairement
cette distribution spatiale. La figure 69 mais plus encore la session PyMOL révele trois clusters
majeurs de similarité. Le plus étendu couvre le site actif et les deux autres constituent les coeurs
hydrophobes des domaines N- et C-terminal. De fagon intéressante ces deux types de sites avaient
été respectivement qualifiés de "super-site" et "noyau de repliement" dans une étude fondamentale
sur la recherche des positions universellement conservés dans les repliements des protéines (Mirny &
Shakhnovich, 1999). Le premier a été qualifié de "super-site" car il peut correspondre a un site actif
de protéines ayant la méme structure tertiaire mais n’ayant pas une fonction commune. Le "noyau
de repliement" est directement relié a la stabilité de la structure et/ou & sa capacité a se replier.
Il apparait intéressant de poursuivre cette étude en I’étendant & plusieurs classes pour vérifier en

particulier la conservation des clusters.
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FIGURE 69 — Superposition structurale de GST de classe Tau

Superposition structurale des 11 GST choisies dans la calsse Tau, réalisé par mTM-align puis représenté dans Py-
MOL grace 8 MPSA _Viewer, en vue stéréoscopique. Le squelette carboné de chaque structure est en représentation
"ribbon", sauf AtauGSTU4 représenté en "cartoon". La coloration du squelette varie du bleu lorsque le RMSD de
superposition des Ca est nul au rouge lorsqu’il atteint 2 A. La coloration grise correspond aux positions d’acides
aminés qui ne sont pas alignées ou ayant un RMSD des carbones Co supérieur & 2 A. Les ligands, correspondant aux
molécules de la famille du glutathion, sont indiqués en batons noirs. La vue du haut présente les chaines latérales des
acides aminés conservés (en batons verts) et les acides aminés de nature similaire (en lignes noires) tandis que la vue
inférieure ne montre pas les chaines latérales des acides aminés et permet donc de mieux analyser la superposition
des chaines principales.
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FIGURE 70 — Les Glutathion transférases de classe Tau retenues pour tester MPSA Viewer

Yl a1 P2 2] B3 pa a3
— LLLLLLLLLLLLL —) 127777773 — ) L0LCCLLLLLL
5 15 25 35 45 55 65 75 85
AtauGSTU4 -G--D-DLKL LGAWPSPFVT RVKLALALKG LSYEDVEEDL YKESELLLKS NPVHKI 'L IHNGAPVC MIILQYIDEV FASTGPSLLP 89
OyGSTU1 -AEEK-ELVL LDFWVSPFGQ RCRIAMAEKG LEFEYREEDL GNESDLLLRS NPVHRK 'L LHAGRPVS] LVILQYLDDA FPG-TPHLLP 88
GmGSTU4 LDFWPSPFGM RVRIALAEKG IKYEYKEEDL RNESPLLLQOM NPVHKI L. THNGKPIC] LIAVQYIEEV WND-RNPLLP 86
GmGSTU10 LDFWPSPFGM RVRIALAEKG IEYEYKEEDL RNESPLLLQM NPVHKK] L IHNGKPIS] LIAVQYIEEV WND-RNPLLP 86
RcGSTU1 HGAWPSPFSC RVIWALKLKG IPYEYVEEDL FNESPLLLQY NPVHKK] L VHGGKPIC] TIILEYLDET WPE--NPLLP 85
AtGSTU20 LDYWPSMFGM RARVALREKG VEFEYREEDF SNESPLLLQS NPIHKI L VHNGKPVC] LNVVQYVDEA WPE-KNPFFP 86
AtGSTU23 LDYWASMYGM RTRIALEEKK VKYEYREEDL SNESPLLLQM NPIHK 'L IHEGKPIC| IIQVQYIDEL WPD-TNPILP 86
AtGSTU25 LDFWPSMFGM RTRIALEEKN VKFDYREQDL WNESPILLEM NPVHKI L IHNGNPVC] LIQIEYIDEV WPS-KTPLLP 86
PtGSTU19 HGFWASPFSY RVIWALKLKG VEFEYIEEDL ANBSELLLKY NPVYK F VHGGKPIL LVILEYIEET WPE--NPLLP 84
PtGSTU20 HGSWVSPFNY RVIWALKLKG VEFEHIVEDL TNESELLLKY NPVYKK] L VHGGKPL. LVILEYIEET WPE--NPLLP 84
PtGSTU30 LDFWPSPFGM RVRLALAEKG VKYEYSEEDL RNESALLLOM NPVNK L VHNGKPVC] LIIVQYIDEV WKD-SAPLLP 87
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AtauGSTU4 A------ DPY ERAIARFWVA YVDDKLVAPW RQWLRGKT-E -EE-KSEGKK QAFAAVGVLE G-ALRE--C- SKGGGFFG-G D--GVGL 163
OyGSTU1 PANSGADAAY ARATARFWAD YVDRKLYDCG SRLWRL--KG -EP-QAAAGR EMAEILRTLE R---EFFGGG GGGRLG 167
GmGSTU4 QRAQTRFWAD YVDKKIYDLG RKIWTS--KG -EE-KEAAKK EFIEALKLLE D--NLGFVQ@I 155
GmGSTU10 QRAQARFWAD YVDIKIHDLG KKIWTS--KG -EE-KEAAKK EFIEALKLLE D--NIG! I 155
RcGSTUL ERAVARFWVK FIEDK-GTAI WNIFRT--KG -EE-LEKAVK NCLEVLKTIE EHAMGVSD-- D--KIGIVQI 156
AtGSTU20 GRAQARFWAD FVDKKFTDAQ FKVWGK--KG -EE-QEAGKK EFIEAVKILE S-ELG----D D--SFGYVQI 155
AtGSTU23 QRAQARFWAD YIDKKTYVPC KALWSE--SG --EKQEAAKI EFIEVLKTLD S-ELG: -D N--EFGLVJI 155
AtGSTU25 QRAQAKFWGD FIDKKVYASA RLIWGA--KG -EE-HEAGKK EFIEILKTLE S-ELG: -D E--TFGYVQ@I 155
PtGSTU19 ERAMARFWIQ YGATK-SAAF GALFRA--SG EE--LEKAAK EVVEVLRVLQ EQGLG -D D--SINLV@I 153
PtGSTU20 ERAMARFWIQ YGATK-TAAF GALFRA--SG EE--LEKAAK EVVEVLRVLE EQGLG -D D--SINLV@I 153
PtGSTU30 PY QRAQSRFWAD FVDKKIYDLG RKIWTK--KG -EE-QEAAKK DFIDSLKLME G-ELG----D E--TIGYVT 155
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185 195 205 215 225 235
AtauGSTU4 ALGGVLSWMK VTEA-LSGDK IFDAA-KTPL LAAWVERFIE LDAAKAALPD VGRLLEFAKA 224
OyGSTU1 ALVPFTAWFY SYER-CGGFS V-E-E-VAPR LAAWARRCGR IDSVVKHLPS PEKVYDFVGV 230
GmGSTU4 ALVPFYTWFK AYET-FGTLN I-E-S-ECPK FIAWAKRCLQ KESVAKSLPD QQKVYEFIMD 219
GmGSTU10 ALVPFYTWFK VYET-FGSLN I-E-N-ECPR FVAWAKRCLQ KESVAKSLPD QHKVYEFVVE 216
RcGSTUL AFCGIAHWLG VIEEVAGVKV L-E-SQKFPR LHAWTENFKE APIIKENLPD RDQMTAFFKR 220
AtGSTU20 SLITFSSWFQ AYEK-FGNFS I-E-S-ESPK LIAWAKRCME KESVSKSLPD SEKIVAYAAE 217
AtGSTU23 AFIGFYSWFR TYEE-VANLS I-V-L-EFPK LMAWAQRCLK RESVAKALPD SDKVLKSVSD 213
AtGSTU25 ALIGFYSWFE AYEK-FGSFS I-E-A-ECPK LIAWGKRCVE RESVAKSLPD SEKIIKFVPE 220
PtGSTU19 SYGLFVYWLA AIEDLVGVKV L-E-PSTLPR LHAWAQNFIE VPLIKENHPD NDKLLLHMKG 217
PtGSTU20 SFGLFTCWLE AIEEAAGVKV L-E-PSTLPR LHAWAQNFIE VPLIKENIPD YDKLLLHMKG VRE--K--M- M- 217
PtGSTU30 ALVPFYSWFY AYET-IGNFN I-E-A-ECPK MIAYCKRCLQ KETVSKALED PQKVYDFVLM LMK--K--FG IE 220
$ $ # s s# ¥

En haut, alignement des séquences de 11 GST de la classe Tau. Le code des organismes est le suivant : Aegilops
tauschii(Atau), Oryza sativa(Oy), Glycine maz(Gm) Ricinus communis(Rc), Arabidopsis thaliana(At), Populus tri-
chocarpa(Pt). L’acide aminé surligné en jaune est ’acide aminé catalytique. Les acides aminés conservés en interaction
avec le glutathion sont surlignés en vert, et ceux invariants au sein des GST, en rouge. Les positions surlignées en
violet sont des résidus impliqués au moins dans une structure dans la stabilisation du dimére. Les positions conser-
vées dans les 11 structures sont marquées par le signe $ et les positions similaires par le signe #. En bas, les vues
rapprochées des positions conservées 1, 2, 3, 4, 5 et 6 sont proposées & partir de la représentation réalisée grace a
MPSA Viewer. Elles montrent que tous ces résidus ont bien été détectés par MPSA  Viewer.
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IX.4 Avantages et limitations de MPSA Viewer

I1X.4.1 Simplicité

MPSA _Viewer est open source et est soumis & une licence publique. Toute personne peut donc
modifier et améliorer le logiciel puis le distribuer, tant que la licence est conservée, ainsi qu’une

mention des auteurs initiaux. Chacun devrait et doit pouvoir adapter un programme & ses envies.

Le script est également doté d’une interface utilisateur. Pour modérer le temps dévolu a son
développement, l'interface est limitée & une simple console et quelques commandes, suffisantes pour
utiliser les fonctions du logiciel et les appliquer & un projet. La premiére version d’une documentation

d’installation et d’utilisation a également été créée, et est disponible en annexe page 213.

L’un des arguments pour l'utilisation d’un logiciel de ce type est la fagon simple dont il per-
met 'analyse d’'un alignement structural en passant par la visualisation tridimensionnelle de ses
différentes caractéristiques. Par exemple, observer directement sur la structure la localisation des
acides aminés conservés au sein d’un groupe de protéines est une possibilité intéressante que peu
de logiciels offrent. De méme, mettre en lumiére les zones les plus (ou les moins) variables d’un

ensemble de chaines polypeptidiques permet souvent un lien avec la fonction des protéines étudiées.

Cependant, cette simplicité induit une certaine rigidité pour l'utilisateur. Ainsi, lors de la dé-
finition des groupes de résidus que MPSA Viewer doit considérer comme similaires, le logiciel ne
tolére aucune erreur, sous peine d’arrét brutal. Egalement lorsqu’une vingtaine de structures sont
par exemple superposées, si en une position donnée une seule des structures a un acide aminé non
modélisé, la position ne sera pas prise en compte quand bien méme le résidu est identique chez les
19 autres structures. Il faudrait implémenter tout au long du logiciel plusieurs moyens statistiques

qui ajouteraient un certain degré de flexibilité dans la représentation.

I1X.4.2 Dépendance et performance

Malheureusement, MPSA Viewer est dépendant des logiciels principaux qui lui permettent
d’exister, notamment mTM-align. La robustesse et la puissance de ’algorithme TM-align permettent

ce type d’analyses puisque la superposition structurale résultatnte est (a nos yeux) bien plus réussie
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qu’avec d’autres outils d’alignement structuraux classiques. Egalement mais en moindre mesure, le
programme est dépendant d’un logiciel de modélisation, PyMOL. L’ensemble des fonctions utilisées
ont été développées pour étre compatibles avec ce dernier. Transposer la modélisation sur un autre
logiciel comme Chimera est possible pour ceux qui le souhaitent. En revanche mTM-align est to-
talement indispensable. Il existe bien une version portable de mTM-align, mais elle ne fonctionne
que sur Linux. L’automatisation sur plusieurs systémes d’exploitation n’est donc pas possible en
I’état sans un travail sur le code source du programme. Enfin, le site ne supporte qu’'un alignement
structural de moins de 30 structures, il faut donc utiliser la version linux pour analyser un nombre

supérieur de structures.

MPSA Viewer a été développé en Python, par un étudiant en biologie qui n’avait jamais codé
auparavant. L’écriture n’en est sans doute pas optimale et la rapidité du logiciel est trés vite impactée
par le nombre de structures que 1’on souhaite aligner. Un développeur expérimenté y pointerait sans
doute plusieurs défauts de débutant. Par ailleurs, PyMOL est assez frileux lorsqu’on lui demande
d’ouvrir des scripts de plusieurs dizaines de milliers de lignes. Cette situation peut survenir & partir
de la version actuelle de MPSA Viewer si l'on travaille avec des ensembles dépassant la trentaine

de structures.

IX.5 Discussion

MPSA _Viewer est un outil intéressant pour faciliter ’analyse d’une superposition multiple de
structures, par la visualisation. De nombreuses fonctionnalités y sont implémentées et plusieurs
paramétres sont personnalisables pour que ’expérience de I'utilisateur soit la plus libre possible.
Toutefois, plusieurs défauts restent présents, notamment un débogage encore incomplet, des fonc-
tionnalités & modifier ou introduire pour gagner en souplesse, et une dépendance & deux logiciels
externes. MPSA Viewer reste toutefois facile d’utilisation avec une interface console, et permet
d’obtenir ses résultats en quelques minutes. Le format de sortie retenu, une session pour PyMOL,
permet méme la personnalisation & posteriori de la représentation des structures afin d’y mettre en

valeur d’autres caractéristiques propres a la famille de protéines étudiées.

A plus long terme pourrait étre introduit un autre concept : donner a 'utilisateur la possibilité de

s’appuyer sur des matrices de similarité de type BLOSUM ou PFAM au lieu de définir manuellement
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les groupes d’acides aminés similaires. Cette approche permettrait d’attribuer des scores de similarité
a chaque position, & la place de 'actuel "tout ou rien". Pour cette position pourrait en découler
un mode de représentation de 'acide aminé reflétant donc une évaluation plus conventionnelle de
I’alignement de séquences, tout en ayant pourtant basé cet alignement sur la superposition des

structures tridimensionnelles.
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X Conclusion et Perspectives

Les systémes de sécrétion permettent aux organismes de transporter différentes molécules au
travers de leurs membranes et vers d’autres organismes lors de la conjugaison ou des mécanismes
d’infection. Dans le cas du transfert horizontal de génes, c’est-a-dire le transfert de génes entre deux
cellules, la conjugaison est 'un des principaux mécanismes employés par ces organismes. En 'oc-
currence, les systémes de sécrétion de type IV (ou T4SS) ont été et sont encore étudiés pour mieux
comprendre comment ces échanges ont lieu, en particulier les transferts de génes de résistances aux
antibiotiques qui représentent aujourd’hui un probléme majeur dans le domaine médical. Chez les
bactéries & Gram négatif, de nombreuses structures de protéines sont résolues, et des modéles struc-
turaux et fonctionnels de T4SS existent, notamment chez Agrobacterium tumefaciens et Legionella
pneumophila qui représentent respectivement les groupes A et B des T4SS de bactéries & Gram
négatif. En ce qui concerne le groupe des bactéries a Gram positif, le nombre de structures évolue

d’année en année, mais les modéles complets de leur T4SS ne sont pas encore disponibles.

En débutant le projet T4SS chez la bactérie & Gram positif Streptococcus thermophilus pour
en étudier I'élément intégratif et conjugatif ICESt3 , nous avons réussi & produire les premiéres
informations structurales des protéines qui le composent. En particulier, OrfG est ’homologue de
VirB8 qui est attendue pour étre I'une des protéines importantes et indispensables a 1’assemblage
et au fonctionnement du T4SS. Nous avons pu résoudre la structure cristallographique du domaine
central OrfGgg_004 puis de la protéine sans son domaine transmembranaire OrfGgg_331 . Le repliement
de chacun des deux domaines de cette construction est similaire a celui des protéines VirB8 des
bactéries & Gram négatif, tout en présentant une identité de séquence trés faible avec ces derniéres.
Une analyse fine de la superposition de tous les domaines VirB8 a permis de mettre en évidence la
conservation globale du repliement, malgré ’absence d’acide aminé conservé en surface ou au coeur.
Toutefois, plusieurs groupes se sont dégagés de cet alignement de structures, et nous avons proposé
une premiére classification des domaines VirB8-like actuellement connus, publiée dans un article et
discutée dans ce manuscrit. Il y apparait notamment la séparation des groupes des VirB8-like Gram
positif et négatif. Les différentes protéines utilisées dans cette comparaison ont été superposées
grace & mTM-align et analysées en utilisant le script MPSA Viewer. Développé dans le cadre de
ce projet, il allie la superposition multiple de structures réalisée par 'algorithme TM-Align et la

qualité de modélisation de PyMOL. Ce script permet notamment d’apprécier visuellement les zones
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alignées ainsi que les acides aminés conservés afin de faciliter la comparaison des structures et des
séquences de protéines. Par ailleurs, la structure oligomérique des VirB8 Gram positif a été discutée
bien qu’elle n’ait pas encore été observée dans un contexte biologique. En effet, I’observation d’un
méme arrangement trimérique original dans les structures cristallines d’OrfG et TepC, une protéine
de méme organisation issue de bactérie & Gram positif, donne un sens biologique trés probable a
cette association. Cependant, il n’a pour 'instant été question que des domaines solubles d’OrfG
sans avoir pu étudier la protéine compléte, c’est-d-dire avec son domaine transmembranaire en
N-terminal. En particulier, nous n’avons pas encore pu démontrer que la protéine interagit avec
d’autres partenaires protéiques (ou autres!) dans un contexte plus proche du systéme de sécrétion.
Des expériences de mutation et de crosslink peuvent notamment étre mises en place pour confirmer
la réalité du trimére dans un contexte biologique, et pourquoi pas en présence de son domaine
transmembranaire. La purification et ’étude d’un complexe & ’échelle d’'un T4SS pour 'ICESt3
n’est pas encore & 'ordre du jour vu la complexité du travail, mais petit & petit les expériences a

venir permettront d’éclaircir le role exact d’OrfG dans le T4SS de 'ICESt3 chez S. thermophilus.

La protéine OrfM, supposée agir de paire avec OrfL. comme facteur de processivité d’hélicase, a
également été étudiée, cette fois par RMN, bien adaptée a la petite taille de cette protéine d’autant
que les essais préliminaires de cristallisation n’avaient pas été encourageants. Aprés la production
d’un échantillon doublement marqué 5N et 13C et I'acquisition de spectres standards, I'attribution
des résonances 'H , ®N et '3C du squelette de la protéine a été réussie a plus de 90%, et les premiers
calculs de structure montrent un repliement en feuillet mixte & 5 brins, avec une boucle entre les
deux derniers brins ainsi qu’une extrémité N-terminale peu structurées. La topologie globale trouvée
s’avére similaire & celle de plusieurs protéines qui pourraient fonctionner comme des facteurs se liant
a I’ADN simple brin (HelP, Thomas et al., 2013). A la lumiére de ces récents résultats, il semblerait
que la recherche d’une interaction d’OrfM avec PADN mériterait d’étre poursuivie. Un test avec
de ’'ADN double brin avait montré une absence d’affinité mais il serait intéressant de la réaliser
avec I’ADN simple brin notamment. Si cette interaction existe, elle pourrait étre cartographiée par
RMN. De plus, nos collaborateurs ont observé qu’OrfM et OrfL améliorent 'activité de la relaxase
RelSt3 de 1’élément mobile ICESt3 (N. Soler, communication personnelle). Malheureusement, les
expériences d’interaction menées par RMN entre OrfM et OrfL afin de mieux comprendre le role
de ces protéines n’ont pas été concluantes dans les conditions testées. L’ajout d’OrfLL & ’échantillon

d’OrfM a entrainé une forte diminution de ’ensemble des signaux qui semble indiquer que la vitesse
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de dissociation du complexe est trop faible pour que des variations de déplacement chimique puissent
étre observées sur le spectre RMN. Une autre explication pourrait étre aussi la formation d’un
complexe de trés haut poids moléculaire. Concernant la structure d’OrfM, I'analyse des spectres
CC(CO)NH, H(CCO)NH et NOESY-HSQC-*3C |, qui ont déja été collectés, doit étre effectuée afin
de compléter 'attribution des chaines latérales et d’ajouter de nouvelles contraintes de structure.
Celles-ci devraient permettre d’obtenir une structure d’une qualité suffisante pour étre déposée,

publiée et analysée de fagon plus compléte dans le contexte des systémes de sécrétion de type IV.

Il serait également possible de réaliser I’étude structurale d’OrfL. par RMN, étape qui ne devrait
pas poser de probléme. En revanche, I’étude RMN des interactions entre OrfM et OrfL nécessitera
une mise au point importante. La stoechiométrie du complexe OrfM/OrfL en solution n’étant pas
encore établie, une alternative possible serait de co-exprimer et co-purifier le complexe OrfM /OrfL
en vue d’une étude cristallographique : la surexpression des deux protéines non marquées en milieu
riche étant déja maitrisée. La fonction des protéines OrfM et OrfL reste & préciser, en particulier
leur lien avec la Relaxase RelSt3 (OrfJ). La structure de cette derniére n’a pas encore été résolue. En
effet, la construction et les conditions de cristallisation actuelles n’ont pas encore permis 1’obtention
de cristaux exploitables. La modification de la construction, la mutation d’acides aminés prédits
désordonnés ou I'étude d’'un homologue d’un autre organisme sont des pistes envisagées. L’étude
structurale des autres partenaires impliqués dans la conjugaison du T4SS de I'élément ICESt3 est
encore a un stade préliminaire, notamment ’hydrolase de peptidoglycane OrfA et la protéine de
couplage OrfK. La caractérisation des interactions entre ces protéines sera nécessaire pour préciser
le modéle de T4SS Gram positif. Pour autant, cette étude ouvre la voie vers la caractérisation
structurale du T4SS chez Streptococcus thermophilus, une bactérie & Gram positif dont le systéme

conjugatif est encore mal compris.
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XI Production et purification des protéines OrfL et OrfM

XI.1 Souche et plasmide d’expression

La souche utilisée pour I'expression des protéines est E. coli BL21 (DE3) : F- ompT lon hsdSB
(rB- mB-) gal dem. Cette souche est compatible avec les vecteurs d’expression disposant d’un pro-
moteur & ARN polymérase du phage T7. La souche est additionnée d’un plasmide pLysE qui
exprime le Lysozyme T7, permettant de diminuer I’expression basale dans le cas ou la protéine
d’intérét est toxique pour la cellule. Ce plasmide pLysE est conservé si nécessaire par 1’addition de
chloramphénicol. Nous n’utiliserons pas cette caractéristique de la souche durant 1’étude et nous
nous limiterons & ajouter la kanamycine pour conserver le vecteur d’expression pSKB3 (voir Figure

71, page 198).

XI.2 Composition des milieux

Lysogeny Broth (LB) : Pour 1 L : Peptone 10 g; Extrait de levures 5 g, Chlorure de sodium
10 g; gsp 1 L eau distillée. Autoclavage du milieu & 121°C pendant 20 min puis conservation avec
bouchon étanche & température ambiante ou a 37 °C pour une utilisation rapide. Les milieux solides
LB contiennent de I’Agar & raison de 10 g par litres et sont conservés en surfusion & 50°C aprés

autoclavage pour éviter la solidification du milieu.

Milieu minium (M9) sans additif : Pour 1 L : sels M9 (5X) 200 mL; Glucose 1,6 g; Chlorure
d’ammonium 800 mg; Sulfate de magnésium heptahydraté (1 M) 1,6 mL; Chlorure de calcium (1
M) 160 pL; g.s.p. 1 L eau distillée MilliQ.

Milieu minimum (M9+) avec additifs : Milieu M9 + additifs, protocole de préparation détaillé

(3 pages) disponible en annexe page 221.

Tous les milieux servant a la croissance de la souche BL21 (DE3) en vue d’une surexpression de
protéine doivent contenir un antibiotique pour sélectionner la souche de surexpression et éliminer
les organismes indésirables. En 'occurrence la concentration de kanamycine effective dans tous les
milieux utilisés est de 50 pg/mL. La solution stock est conservée a -20 °C concentrée 1000x, a 50

mg/mL.
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Lors d’un marquage isotopique en milieu minimum, les espéces non marquées (glucose, chlorure
d’ammonium) sont simplement remplacées par leurs équivalents marqués en suivant strictement le

méme protocole.

XI.3 Protocole initial de production de la protéine 6His-OrfM

A partir d’une colonie fraiche (< 24h) sur milieu LB Agar + kanamycine de la souche BL21
contenant le plasmide pSKB3-OrfM, on ensemence 5 mL de milieu LB liquide + kanamycine et on
incube & 37°C sur la nuit. Le lendemain matin, la culture est centrifugée a 4200 g & 4 °C pendant 10
min. Aprés élimination du surnageant, on ajoute 1 mL de milieu minimum (M9) + kanamycine et on
centrifuge a 4200 g pendant 5 minute & 4 °C. Cette étape est répétée encore une fois afin d’éliminer
les derniers résidus de milieu riche. Le culot est solubilisé dans 500 nL de milieu M9 + kanamycine
et ajouté dans 20 mL de milieu M9 + kanamycine puis incubé & 37 °C pendant 8h. 100 mL de
milieu M9 + kanamycine dont la concentration de glucose a été doublée sont ensuite ensemencés
en y versant 'intégralité des 20 mL de pré-culture, puis incubés & 37 °C sur la nuit. Le lendemain,
1 L de milieu M9 + kanamycine est ensemencé avec les 120 mL de pré-culture. Aprés environ 4
heures d’incubation a 37 °C, il faut mesurer la densité optique & 600 nm grace & un spectrométre
toutes les 30 minutes jusqu’a ce que la densité optique du milieu atteigne 0,6 unité, généralement au
bout de 5 a 6 heures. L’'IPTG est ajouté a raison d’une concentration de 1 mM final pour débuter
I'induction, puis la culture est incubée & 4°C sur la nuit. Le lendemain, la culture est centrifugée a
4200 g pendant 15 minutes a 4°C. Le surnageant est éliminé et le culot est récolté, pesé puis congelé

a -80 °C pour utilisation ultérieure.

XI.4 Protocole final de production de la protéine 6His-OrfM

A partir d’une colonie fraiche (< 24h) sur milieu LB Agar + kanamycine de la souche BL21
contenant le plasmide pSKB3-OrfM, on ensemence 5 mL de milieu LB liquide + kanamycine et
on incube a 37°C sur la nuit. Le lendemain matin, on ensemence 20 mL de milieu LB liquide +
kanamycine et on incube a 37°C pendant 5 heures. Ensuite, une derniére pré-culture de 1 L de milieu
LB + kanamycine est lancée puis incubée a 37°C pendant au moins 1 heure; la densité optique de

la culture est mesurée toutes les 15 min a 600 nm. Dés que la densité optique atteint 0,8 unité,
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la culture est centrifugée & 2500 g pendant 15 min & 20 °C. Le culot est soigneusement nettoyé
par 3 cycles de lavages/centrifgation successives en éliminant le surnageant et en le solubilisant
dans du milieu minimum avec additifs (M9+) + kanamycine. 250 mL de milieu minimum (M9+) +
kanamycine sont ensuite ensemencés avec le culot obtenu et incubés une heure a 37°C. L’induction
est démarrée en ajoutant 'IPTG & 1 mM dans la culture, puis la culture est incubée toute la nuit
a 37°C. Le lendemain, la culture est centrifugée a 4200 g pendant 15 minutes a 4°C. Le surnageant

est éliminé et le culot est récolté, pesé, puis congelé & -80 °C pour utilisation ultérieure.

XI.5 Purification de la protéine OrfM

Le culot d’induction est décongelé en le solubilisant dans un tampon de lyse contenant 20 mM
Tris-HC1 pH 7,5 ; 200 mM NaCl, 10 mM Imidazole, 0,04 mg/mL Lysozyme, 0,1% (v/v) Triton X. Le
volume de tampon de lyse a ajouter est proportionnel au poids du culot noté juste avant la congéla-
tion, & raison de 15 mL de tampon de lyse par gramme de culot. On laisse le culot se solubiliser dans
une chambre froide pendant au moins 30 minutes en appliquant une agitation légére grace a un agi-
tateur magnétique dans le bécher. On applique ensuite une sonication de 3 fois 1 minute a 50 % de
I'amplitude du sonicateur (Omega) par intervalles de 20 secondes toutes les minutes. La sonication
se fait sur glace et les cycles sont courts pour limiter au maximum ’augmentation de la température
au dessus de 10°C. Une sonde de température permet d’appliquer une pause si la température a
I'intérieur du mélange dépasse 10°C. Le tampon de lyse ne doit pas mousser, et ’amplitude peut
étre réduite a 30% si le premier cycle produit déja de la mousse. Les densités optiques mesurées a
600 nm avant et aprés sonication doivent montrer au minimum une diminution d’un facteur 3 pour
assurer une lyse cellulaire correcte, la mesure est donc réalisée entre chaque cycle. Le mélange est
ensuite centrifugé au moins 30 minutes & 53700 g, & 4 °C, pour précipiter les débris cellulaires. On
récupére le surnageant qui contient alors la fraction totale des protéines cellulaires comprenant la
protéine surexprimée. Un gel SDS-PAGE est réalisé avec ’ensemble des fractions collectées tout au
long du processus de lyse et permet de vérifier que la majorité de la protéine a été récupérée et est

soluble en I'état.

La résine Ni-Sepharose HisTrap HP (GE Healthcare) est utilisée pour réaliser une chromatogra-

phie d’affinité sur ions métalliques. Le nickel (Ni?") présent sur la résine posséde une forte affinité
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avec les résidus histidines, surtout avec 1’étiquette poly-histidine introduite & 'extrémité de la sé-
quence de la protéine surexprimée. Un volume de résine homogéne de 1 mL est ajouté a une colonne
vide et est couplée & une chaine de chromatographie FPLC (AKTA—Prime Plus; GE Healthcare).
La colonne est équilibrée avec 120 mL de tampon HEPES & 20 mM, pH 7 contenant 100 mM de
NaCl et 10 mM d’imidazole : il est appelé tampon A. Le débit du liquide doit étre inférieur ou égal
a4 1 mL par minute pour un flux optimal. Aprés équilibrage, on injecte I'intégralité du surnageant
contenant les protéines sur la colonne, et on termine par 15 mL de tampon A pour s’assurer qu’il
ne reste plus de protéine non fixée dans I'appareillage. Ensuite, on utilise un gradient de tampon
similaire au tampon A mais contenant cette fois entre 50 et 300 mM d’imidazole pour éluer les dif-
férentes protéines. Rappelons que 'imidazole va entrer en compétition avec les protéines fixées sur
la colonne comportant le nickel. Sur un volume de 60 & 120 mL, on récupére des fractions de 2 mL
durant 'intégralité de I’élution. Gréace a un spectrométre UV intégré a la sortie de 'appareillage, les
mesures & 280 nm de longueur d’onde sont constamment enregistrées. Les fractions correspondant a
la protéine surexprimée sont ensuite choisies et un gel SDS-PAGE est réalisé dans le but de vérifier
la nature et le degré de pureté de 1’échantillon. Une fois que les fractions contenant la protéine ont
été identifiées, on les rassemble et on réalise une dialyse en boudin contre 2 litres de tampon A
sur la nuit a 4°C. Cependant, avant d’intégrer les fractions dans le boudin, une mesure & 280 nm
permet de calculer empiriquement la quantité totale de protéine, et on y ajoute 1 mg de protéase
TEV (" Tobacco Etch Virus") pour 8 mg de protéine. Cette enzyme va spécifiquement cliver le site
situé entre OrfM et son étiquette poly-histidine. En temps normal, la protéase TEV est sensible & la
présence d’imidazole mais comme la lyse est réalisée sur la nuit jusqu’au lendemain, la quasi-totalité

de la protéine recombinante sera effectivement libérée de son étiquette.

Une fois la dialyse terminée, I’échantillon de protéine purifiée et clivée de son étiquette poly-
histidine va étre soumise a la seconde étape de la chromatographie d’affinité aux ions métalliques. En
effet, il faut séparer OrfM de I’étiquettes poly-histidine et de la protéase TEV encore présentes dans
I’échantillon. La protéase TEV posséde également une étiquette poly-histidine. Pour cette seconde
étape, on utilise une colonne de paillasse de diamétre 0,5 cm contenant 1,5 cm de Ni-Sepharose
6-Fast-Flow (GE Healthcare). La colonne est nettoyée avec 2 volumes d’eau puis équilibrée avec 1
volume de tampon A + 10 mM d’imidazole. En prenant soin de récupérer les fractions qui sortent
de la colonne par tubes de 5 mL, on fait passer I’échantillon de protéine au travers de la résine.

Comme pour la chromatographie automatique, il faut s’assurer que le flux ne soit pas trop rapide,

196



a raison d’'une goutte par seconde (environ 1 mL/min). Comme OrfM ne posséde plus d’étiquette
poly-histidine, elle ne sera pas fixée par la résine, et les premiéres fractions appelées " flow-through"
contiennent théoriquement OrfM. Une fois la totalité du volume de la fraction de protéine passée,
on continue avec 1 volume de tampon A + 10 mM d’imidazole, puis on termine avec 1 volume
de tampon A + 300 mM d’imidazole pour décrocher les étiquettes poly-histidines de la résine. Un
gel SDS-PAGE est réalisé sur ’ensemble des fractions pour identifier celles qui contiennent OrfM

purifiée.

Dans le cas d’OrfM, une troisiéme étape de chromatographie d’exclusion n’a pas été nécessaire car
la protéine est suffisamment pure pour les études RMN. On réalise une concentration des fractions
contenant OrfM grace a des cellules Vivaspin Turbo (Sartorius) avec un seuil de coupure a 5 kDa et
une limite de volume de 250 pL.. La concentration est réalisée par cycles de 10 min & 2300 g & 4°C
en vérifiant systématiquement que le volume ayant traversé la colonne de concentration ne contient

aucune protéine en mesurant I’absorbance & 280 nm. OrfM concentrée est ensuite conservée a 4°C.

197



FIGURE 71 — Plasmide pSKB3 dérivé du plasmide pET-28a(+)

A) Xho 1(158)
Not I(166)

£ Eag 1(166)
PET-28a(+) Hind I173)
T7 promoter 370-386 Sal 1(179)
T7 transcription start 369 Sac K190)

EcoR 1(192)

His*Tag coding sequence  270-287 BamH 1(198)

T7+Tag coding sequence 207-239 Bpu1102 1(80) Nhe 1(231)
Nde 1(238)

Multiple cloning sites Dra lli(5127)

(BamH 1- Xho) 158-203

His*Tag coding sequence  140-157

T7 terminator 26-72

lacI coding sequence 773-1852

pBR322 origin 3286

Kan coding sequence 3995-4807 Pvu 1(4426)

f1 origin 4903-5358 Sgf 114426)

Sma (4300) Miu 1{1123)

Bl I(1137)

The maps for pET-28b(+) and pET-28c(+)
are the same as pET-28a(+) (shown) with
the following exceptions: pET-28b(+) is a
5368bp plasmid; subtract 1bp from each site
beyond BamH I at 198. pET-28¢(+) isa
5367bp plasmid: subtract 2bp from each site
beyond BamH I at 198.

Cla l4117)
Nru 1(4083)

BstE 11(1304)

pET-28a(+) Apa 1(1334)

(5369bp)

(zgg1-g21) VW&

BssH 11(1534)
ECoR V(1573)
Hpa 1(1629)

EC057 13772)

AIWN 1(3640)

BssS 1(3397) PshA 1(1968)

BspLU11 1(3224) Bgl 1(2187)
Sap 1(2108) Fsp 1(2205)
Bst1107 1(2995) Psp5 11(2230)

Tth111 1(2969)

B)

T7 promoter Lac operator

AGATCTCGATCCCGCGARAT !’L‘AATAC GACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGARATAATTTTGTTTAACTTTARG

T7 promoter primer

TEV

MetGlySerSerHisHisHisHisHisHisAspTyrAspIleProThrThrGluAsnLeuT erheGlnIGlyHi sMet——
AAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACGATTACGATATCCCAACGACCGAARAACCTTTACTTCCAGGGCCATATGSSE
RBS Ncol His-Tag Ndel

*xx

--------------------------------------------------- TAG
AGCATCRACTCCTCOACASCARATCGSTCOCEoATCCCAATTCOACCTECEGTEGASAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCA

T7 terminator
CTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGT TGGCTGCTGCCACCGCT GAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTARR
<

T7 terminator primer

CGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

a. Carte du plasmide pET-28a (NovaGene).
b. Le plasmide modifié contient un site de digestion a la protéase TEV (" Tobacco Etch Virus") ainsi qu'un codon
stop & U'extrémité 3’ du géne recombinant intégré par l’amorce reverse pour le site HindIII.
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XII Reésonance magnétique nucléaire

XII.1 Préparation de I’échantillon

En suivant le protocole de production en milieu M9+, OrfM a été uniformément marquée en
utilisant le *C -glucose comme seule source de carbone et le chlorure d’'°N -ammonium comme
seule source d’azote durant la surexpression. La protéine a été purifiée en tampon HEPES 20 mM
pH 7 avec 100 mM de chlorure de sodium afin de garantir sa solubilité ainsi que sa stabilité dans
le temps. L’échantillon protéique a ensuite été concentré jusqu’a ce que le volume d’échantillon soit
égal a 250 pL puis supplémenté par 10% de D2O. La concentration molaire finale calculée est de

0,545 mM pour la protéine OrfM.

XII.2 Collecte des spectres RMN et attribution

Tous les spectres ont été collectés a 25°C sur un spectrométre Bruker 600 MHz (Plateforme
SCPIM, Brabois) équipé d’une cryosonde. Les données RMN collectées ont ensuite été traitées en
utilisant TopSpin 3.0 (Bruker) puis analysées via CcpNmr (Vranken et al., 2005). Les attributions
actuelles 'H , N et 13C ont été obtenues en utilisant les spectres suivants : 'H -15N -HSQC, 'H -1°N
-TOCSY-HSQC (temps de mélange 60 ms), 'H -1°N -NOESY-HSQC (temps de mélange 120 ms),
HNHA, HBHA(CO)NH, HNCA, HNCACB, CBCA(CO)NH, HNCO et HNCACO. Les expériences
de relaxation N Ry, R et NOE hétéronucléaire ont été collectées en utilisant 10 délais de relaxation
pour les mesures de Ry (2, 10, 50, 100(x2),200, 400, 600, 1000 et 1400 ms) et de Re (0, 17(x2), 234,
51, 68, 85, 102, 119, 136 ms) et ont été analysées en utilisant NMRViewJ et Tensor 2.0 (Dosset
et al., 2000). Les expériences d’interaction ont été menées sur un échantillon d’OrfM marqué N a
une concentration de 0,12 mM dans un tampon phosphate 50mM pH 7 avec 200 mM NaCl auquel
ont été ajoutés entre 0,1 et 2,2 équivalents d’OrfLL non marqué & 0,6 mM. Les expériences ont été
renouvelées sur un échantillon d’OrfM marqué **N & une concentration de 0,31 mM dans un tampon
phosphate 50 mM pH 6,5 avec 200 mM NaCl ainsi qu’a un échantillon & une concentration de 0,38

mM dans un tampon phosphate 50mM pH 6,5 avec 500 mM NaCl.
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XII.3 Calcul de structure préliminaire

En utilisant 902 contraintes de distance (a partir de pics NOE attribués manuellement), 152
contraintes d’angles (générées par le sous-programme DANGLE dans Ccpnmr)et 24 contraintes de
liaisons hydrogéne, ont été calculés 120 modéles grace & ARIAWeb (Allain et al., 2020). Les 14
modéles de plus basse énergie ont été sélectionnés et superposés grace & mTM-align et visualisés

grace & PyMOL en utilisant MPSA  Viewer.

XIII Résolution de structure cristallographiques par rayons X

XIII.1 Cristallisation des protéines OrfGgy.204 €t OrfGegy-331

Les conditions de cristallisation de OrfGgg.204 sont décrites dans la partie " Materials €& Methods"

de l'article correspondant (Cappele et al., 2021).

La protéine OrfGgy.331 a été cristallisée en utilisant la méthode de diffusion de vapeur en goutte
assise & 20 °C (293 K). Les cristaux ayant diffracté ont été obtenus dans plusieurs conditions.
Le meilleur jeu de données a été collecté & partir d’un cristal obtenu dans une goutte de 0,6 pL
contenant 0,3 pL. de solution de puits (1,26 M de sulfate d’ammonium et 100 mM de cacodylate
de sodium/HCL a un pH de 6,5) et 0,3 uLi de la protéine concentrée a 31 mg/mL dans un tampon
contenant 100 mM Tris/HCl pH 8. De la méme maniére que pour OrfGgso04 , toutes les gouttes
ont été préparées par le robot de cristallisation Orxy8 (Douglas Instruments, Hungerford, Grande-
Bretagne) dans des plaques MRC 96 réservoirs avec 2 puits chacun pour les gouttes de cristallisation
(SWISSCI AG, Neuheim, Suisse). La plupart des cristaux n’ayant pas diffracté ont été obtenus dans
les deux jours suite & la préparation des gouttes tandis que les cristaux ayant permis d’obtenir les
jeux de données utilisés pour résoudre la structure ont été observés 3 mois aprés. Les cristaux ont
été récupérés grace a des boucles en nylon puis ont été rapidement trempés dans une goutte de
solution de cristallisation contenant en plus 20 % (v/v) de glycérol, puis instantanément congelés
dans de 'azote liquide pour leur conservation et leur transport pour une collecte au synchrotron

ultérieure.
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XIII.2 Collecte des données de diffraction et résolution de la structure d’OrfGg4-331

Les expériences de diffraction de rayons X ont toutes été réalisées au Synchrotron SOLEIL
(St-Aubin, France) sur la ligne Proxima-2A (voir Figure 72, page 202). Les mesures du cristal
sont réalisées & une température de -173 °C (100 K) maintenue grace a un flux d’azote gazeux.
La longueur d’onde de mesure est de 0,9801 A et le cristal mesuré diffracte jusqu’a 1,84 A. 3600
images ont été collectées en réalisant un 360° autour du cristal. Les données ont été traitées en
utilisant XDS (Kabsch, 2010) et plus particulierement XDSME (XDS Made Easier, Pierre Legrand
2016). Le phasage a été réussi en utilisant la suite CCP4i2 (Potterton et al., 2018). Le programme de
remplacement moléculaire MOLREP (Vagin & Teplyakov, 1997) a été utilisé en suivant la procédure
suivante : (1) le modeéle d’OrfGgg204 comme premier modéle en ayant pris soin d’éliminer les boucles
flexibles entre les structures secondaires tout en conservant les chaines latérales des acides aminés ;
(2) le modéle du domaine c-terminal de TepC (3UB1) en ayant retiré les boucles flexibles et en
ayant remplacé les résidus par des alanines. Une premiére étape de construction de modéle grace au
programme Buccaneer (Cowtan, 2006) permet de fournir une base solide qui est ensuite utilisé par
le logiciel ARPwARP (Langer et al., 2008), fournissant un modéle quasiment complet. Le modéle
est ensuite amélioré avec quelques cycles de modification manuelle en utilisant Coot (Emsley et al.,

2010) et Refmach (Murshudov et al., 2011).
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FIGURE 72 — Statistiques de collecte du cristal d’OrfGgs.331 et d’affinement du modéle

Native

Data collection
Space group
Beamline

Unit cell parameters (A. °)
Wavelength (A)
Resolution (A) 2
Observations 2
Unique reflections
Rmeas (/) a

CCis2

Mean I/c ?
Completeness (%) 2
Multiplicity 2
Figure of merit (/) ®
First model ¢

P4,32

Proxima-2A. SOLEIL
122.922 122.922 122.922 90° 90° 90°
0.980107

50.0-1.84 (1.95-1.84)
2 298 453 (360 000)
29 698 (4 676)

0.093 (1.261)

1.0 (0.948)

48.17 (4.62)

99.8 (99.4)
77.4(77.0)

Model refinement *
Resolution (A) 2
No. of protein residues
No. of non-hydrogen protein atoms
No. of waters
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Rfree ad
RMSD bonds (A)
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Ramachadran plot ©
Favored (%)
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MolProbity score ©
Average B (A2)
Protein
Water
Coord. error (A)
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44.17-1.835 (1.835-1.883)
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1935
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0.199 (0.337)

0.230 (0.358)

0.012

1.601

95.96
0.0
0.93
8.58
1.76
28.53
30.4
37.0
0.118

* Data based on internal refinement statistics from CCP4

? Values for the outer shell of data are given in parentheses.

b Before/after solvent flattening; the same values were obtained for both hands.
¢ As built by Buccaneer (CCP4i); no model was obtained for the other hand.

d Five percent test set.
¢ From Molprobity.
fValue based on Reree.
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Annexe S1 — Table comparative des protéines du systéme Dot /Icm

Table 2
Homologies to the L. preumophila lem/Dot proteins
Protein C. burnetii 1dent./Sim.* R64 (Incl) Type-1VA Vir/IncP# Location” Conserved motifs
IemT 47.1/63.2 TraK IM
IcmS 52.6/67.5 - Cyt
IemR - - Cyt
IemQ® 22.6/34.0 - Cyt
IemP/DotM 36.5/50.3 TrbA IM
lemO/DotL 59.6/70.9 TrbC VirD4/TraG IM Walker-A
IcmN/DotK 24.8/32.7 - Perp Lipobox
TemM/DotJ® - - M
TemL/Dotl® 35.8/48.5 TraM M
37.6/50.9
IemK/DotH 48.2/58.6 TraN Perp
IcmE/DotG® 44.2/51.4 TraO VirB10/Trbl IM
IemG/DotF 27.1/42.4 TraP IM Coiled-coil
IemC/DotE* 27.7147.1 TraQ IM
IemD/DotP* 20.8/34.0 TraR IM
IcmJ/DotN 51.2/61.9 TraT Cyt
IemB/DotO 62.2/73.7 TraU VirB4/TrbE Cyt Walker-A
lemF" 23.1/34.4 - M Walker-A
lemH 27.7137.6 - IM
IemW 58.6/68.4 - Cyt
IemX 21.9/30.2 TraW Perp
IemV 27.1/44.5 TraX IM
DotA 25.0/34.4 TraY IM
DotB 63.4/74.8 Tral VirB11/TrbB Cyt Walker-A
DotC 40.1/51.1 Tral Perp Lipobox
DotD 39.2/48.5 TraH Perp Lipobox

—, No homologous protein was found.

* Identity/similarity, similar amino acids are I, L, V, and M; H, K and R; D and E; T and S; and Q and N.

® The C. burnetii IemQ is about 50 amino acids larger than the L. pneumophila TemQ.

¢ The L. pneumophila lemM/DotJ and IecmL/Dotl proteins are homologous to one another, see text.

9 Homology is calculated for the C-terminal end, see text.

¢ The L. pneumophila TemC/DotE and TemD/DotP proteins are homologous to one another, see text.

" The C. burnetii lemF homologous protein contain a stop codon after amino acid number 373, the second “part” of IecmF (additional 628 amino
acids) continues in the same frame.

& Homology was found using the PSI-BLAST program.

b IM, inner membrane; Cyt, cytoplasm; Perp, periplasm.

tiré de Segal et al., 2005
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Annexe S2 — Séquences protéiques 1/2

OrfG 1-331

MIKAKQYLLE AREFLSNFKK VDKKGGPPKL

70 80 90
ITLSNKVGTL QAQVEATQKQ KAQPIDANRK

130 140 150
EHLNSFYNFV PDVKAQGQVR NPSTLLDSQL

190 200 210
TGFNIPFDEK EGKYYVSGLP WFSATESSQA

250 260 270
VEFTNYTTNQ DNLNLIAKNV AIVANTTFKT

310 320 330

NFTFTLSEKD KSYYVTKLEH TIPLNYANDK

Theoretical pl/Mw: 8.73 / 37735.82

OrfG 64-331

10 20 30
SMSNKVGTLQ AQVEATQKQK AQPIDANRKY

70 80 90
HLNSFYNFVP DVKAQGQVRN PSTLLDSQLV

130 140 150
GFNIPFDEKE GKYYVSGLPW FSAIESSQAG

190 200 210
FEFTNYTTNQD NLNLIAKNVA IVANTTFKTI

250 260 270
FTFTLSEKDK SYYVTKLEHT IPLNYANDKD

Theoretical pl/Mw: 5.44 / 31066.58

OrfG 64-204

10 20 30
SMSNKVGTLQ AQVEATQKQK AQPIDANRKY

70 80 90
HLNSFYNEVP DVKAQGQVRN PSTLLDSQLV

130 140
GFNIPFDEKE GKYYVSGLPW FSA

Theoretical pl/Mw: 5.70 / 16536.52
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RVTTKKTVNI
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YDYKLQYYLN
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VTVEGKVATY
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GYFSEDDQLQ

280
IDYTYLKKDR

10
DYKLQYYLND
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TVEGKVATYK
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YFSEDDQLQL
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DYTYLKKDRA
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DYKLQYYLND

100
TVEGKVATYK
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50
AVIGGIAFLL

110
DYVYAYFTLP

170
KVKYKEMIQH

230
LTANDHVSDS

290
ADLIAYVQAT

50
YVYAYFTLPQ

110
VKYKEMIQHD
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TANDHVSDSQ
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DLIAYVQATF

50
YVYAYFTLPQ

110
VKYKEMIQHD

60
FVGLMGSIRA

120
QEGDKQQAQV

180
DKDTEEKELV

240
QHKKVEKFLK

300
FEVGGTTHSE

60
EGDKQQAQVE

120
KDTEEKELVT

180
HKKVEKFLKV

240
EVGGTTHSEN

60
EGDKQQAQVE

120
KDTEEKELVT



Annexe S3 — Séquences protéiques 2/2

OrfG 223-331

MAKIGLNYGE KLQIADKTYﬁ VITDGLNVPE

70 80 90
VQUNTGETRG IVVATHSSVQ HETLFFTIAD

130 140 150

RNDIYKLFAS KIKKKNGGTP LKENKPLDNK

Theoretical pl/Mw: 5.60 / 17282.62

OrfM

10 20 30
MIPETLVMKP DFIGPAYYEK LGNAPRFIFG

70 80 90
EDALVEVVNP TFLSDTALNG NSVAPALNVFE

Theoretical pl/Mw: 6.83 / 10813.56

OrfL

10 20 30
NDHVSDSQHK KVEKFLKVEF TNYTTNQDNT,

70 80 90
IAYVQATFEV GGTTHSENFT FTLSEKDKSY

Theoretical pl/Mw: 6.46 / 12463.90

40 50 60
VLGKLSFRGT EGPDITFEED RTQRNPDGSF

100 110 120
MAQSETEDLG IKYREEVELE DIVITHTHVN

KDN

40 50 60
KEGKYQRHIL NSEKHGAFHV ITPASTTVFEP

AEKLVLKK

40 50 60
NLIAKNVAIV ANTTFKTIDY TYLKKDRADL

100
YVTKLEHTIP LNYANDKD
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Annexe S4 — Données collectées pour les cristaux Osmium OrfGegy 04 [1/3]
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Annexe S5 — Données collectées pour les cristaux Osmium OrfGegy204 [2/3]
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Annexe S6 — Données collectées pour les cristaux Osmium OrfGgy 04 [3/3]
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Annexe S7 — Interface hydrophile de OrfGgy.331 en vue stéréoscopique
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Annexe S8 — Interface hydrophile de TepC en vue stéréoscopique
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Annexe S9 — Interface hydrophile de TraM en vue stéréoscopique
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1 Introduction

MPSA Viewer has been created to visually emphasize multi-protein structural alignment by
using both PyMOL and mTM-align, two robust and powerful analysis tools. Firstly, the mTM-align
server will handle your structures using TM-align and produce a protein data bank file containing all
structurally aligned atoms of your proteins, and a sequence alignment based on the later. Analyzing
those results with MPSA Viewer means that all software detectable similarities and differences
within your alignment will be shown visually using PyMOL.

Figure 1: MPSA Viewer representation of a structural alignment in PyMOL

In the Figure 1, you can see an alignment performed by mTM-align with 4 structures (2cc3,
4kz1, 4lso, 4mei) shown in PyMOL. Green and black lateral chains represent respectively identical
and same class amino acids if all structures are aligned at this exact position in space. If one
of those structure would be too far, none of those amino acids would show up. Additionally, a
backbone gradient coloration is applied based on the RMSD of alpha carbons of those amino acids.
In this example, blue means close to 0 A, red means close or above to 2 A. A grey coloration is
applied whenever the highest distance between two alpha carbons at a given position exceeds 4 A,
or if mTM-align placed a gap (-) in the alignment at this position for one or more structure. Those
parameters are the default for MPSA Viewer, but those parameters can be changed pretty easily
to your preferences.

In this documentation we will go through the installation process and the every-day use of the
software. As always with third-party software, make sure you downloaded it for free from a trust
worthy source. Authors of the software are usually a good start!
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2 How install MPSA Viewer

2.1 Compatibility

As of now, MPSA Viewer should be natively compatible with any recent linux distribution, and
is compatible with Windows 10 (20H2). MPSA Viewer has not been tested on OSX systems (yet).

2.2 Python

MPSA Viewer is a python script, meaning that you need to install Python. Python is usually
natively installed on Unix (Linux & OSX) systems, however, you will need a recent version of
Python. For Windows users, you will have to install it.

Python 3.9 is one of the latest release of Python as of now and is recommended to use this
software. MPSA Viewer might be compatible with Python 3.4, but has not been tested with those
versions.

Here is a complete set of URLs to the python documentation on all platforms:
Windows : https://docs.python.org/3/using/windows.html
Linux : https://docs.python.org/3/using/unix.html

Mac : https://docs.python.org/3/using/mac.html

2.3 Installation and folder preparation

MPSA Viewer is portable, meaning it is contained into a single script file that you can put
anywhere you want on your system (except in your system files, obviously). On startup, MPSA
Viewer will create a folder named MPSA Projects that will be used to store all of your projects
and data. If you move the script file, the project folder won’t be used anymore and another one
will be created. The best way to move the software is to also move the projects folder with it.
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3 Some things to know about MPSA Viewer

3.1 Terminal

MPSA Viewer will work as a command line terminal. Without any additional library for Python,
this means that it will be very basic without auto-completion, previous command history or any
advanced command line terminal extensions. But it will get the job done.

In order to start the terminal, you have to use your operating system terminal first, navigate to
the executable folder and use the command :

$ python mpsa_executable.py

This will start the terminal and should look like this:

3 C\Windows\py.exe

Figure 2: Default look of MPSA Viewer in Windows terminal

Starting now, all commands that are typed within the software terminal will start with the
superior sign (>), indicating a command in MPSA Viewer. You don’t need to type it.

3.2 Commands
3.2.1 help

When the program starts, you will be prompted for a command. If you don’t remember the
syntax of a command, you can ask the program for help. By using help, the terminal will print a
basic description of every implemented commands. Example of use:

> help

216



3.2.2 new_project <name> (<template>)

The command new project creates a folder within the MPSA Project folder alongside the
script executable file. You have to specify the name of your project and the folder will be given the
same name. Inside your new project folder, will be created everything needed for MPSA Viewer to
work, especially some configuration files that are important.

Make sure to check the configuration file and specify your PyMOL path, and specify your desired
structure names in the structure configuration file for every new project.

Example of use:
> new_project gfp_18_0ct_2020

If you want to create a project based on another one, there is an optional argument <template>
that you can use to specify the project that you want to use as a template for the new one. Your
preferences will be imported from the template to your new project.

Example of use:

> new_project gfp_21_0ct_2020 gfp_18_0ct_2020

3.2.3 zip <name>

The command zip will prepare your desired structure files that you have specified, will download
them if possible and ask for you to place your own structures in the correct folder. Once all structures
are present, they will be searched for seleno-methionines that are unfortunately not compatible with
mTM-align for now. Finally, all corrected structures are compressed into a zip file, ready to be sent
on the mTM-align server to be worked on.

Example of use:

> zip gfp_21_0ct_2020

3.2.4 fetch <name> <url>

The command fetch will, as its name suggest, fetch results from mTM-align server based on the
url of the finished job and place them in the correct folder within your project.

Example of use:

> fetch gfp_21_0ct_2020 https://yanglab.nankai.edu.cn/mTM-align/output/...
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3.2.5 analysis <name>

The command analysis is the main command of MPSA Viewer and will need mTM-align results
and the structures. If you used the commands zip and fetch, you should be set already. If not, you
have to place all needed structures in the "Processed Structure" folder, and the mTM-align results
in "MSTA _result". This command will both use PyMOL and the mTM-align result to produce a
PyMOL session file.

Example of use:

> analysis gfp_21_0ct_2020

3.3 Example of a project with MPSA Viewer

Let’s dive together into the software and try it with some structures. Because a multiple protein
alignment can only be used with very similar structures, we choose a set of 4 similar structures for
this example.

Those are 2cc3, 4kz1, 41so and 4mei. These 4 proteins are known as VirB8-like proteins and are
involved in gram negative bacteria conjugation.

Starting with a new project, I will give it the name of "example MPSA"

‘;a CA\Windows\py.exe

rjean, Frédérique Favier

istribute it

Figure 3: Creating a new project

The last message tells us that we need to modify configurations files. Because the software use
PyMOL, the first thing that we need to do is to change that into the configuration file.txt of the
project. In my case, PyMOL is located at this path :

C:\Users\Cappéle\PyMOL\PyMOLWin. exe
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ﬂ C\Windows\py.exe

to modif

Figure 4: The new project has been created

The path could be different if you are using Linux or Mac. Make sure that your path is exactly
pointing to the executable of PyMOL.

M configuration_file.txt - Notepad - (m] X
File Edit Format View Help
# CONFIGURATION FILE

# PyMOL path ex: C:\Users\User\PyMOL\PyMOLWin.exe # Make sure the separators are compatible with your operating system
pymol_path = C:\Users\Capp&le\PyMOL\PyMOLWin.exe

# GENERATED BY THE PROGRAM, DO NOT TOUCH UNLESS YOU KNOW WHAT YOU ARE DOING
project_name = example_MPS,

project_folder = D:\Google Drive\MPSA_Projects\example_MPSA

msta_results_folder = D:\Google Drive\MPSA_Projects\example_MPSA\MSTA_result
structure_folder = D:\Google Drive\MPSA_Projects\example MPSA\Original Structures
zip_folder = D:\Google Drive\MPSA_Projects\example MPSA\Zip Files

fasta_folder = D:\Google Drive\MPSA_Projects\example MPSA\Alignement
pymol_session = D:\Google Drive\MPSA_Projects\example MPSA\PyMOL_Session
pymol_script_folder = D:\Google Drive\MPSA_Projects\example_MPSA\PyMOL_Script
processed_folder = D:\Google Drive\MPSA_Projects\example MPSA\Processed_Structures
aligned_structures_folder = D:\Google Drive\MPSA_Projects\example MPSA\Aligned_Structures

Ln7 Col 28 100%  Windows (CRLF) UTF-8

Figure 5: The configuration file

Now that PyMOL path is set, we need to specify our structures into the structure list file
"structure _list.txt"

We can enter at each line a new pdb name. If you have a non published structure, just enter
its name here, and you will be asked to manually place the pdb file in the "Original Structures"
folder. It is only compatible with pdb files. By default, the chain A will be used for the alignment
but if you want to test another chain, you can specify it by using an underscore and the letter of
the chain. This can only be used for mono-letters chains. (Figure 6)

If you want to change the PyMOL session visuals, you can modify any variable you want in the
"parameters.txt" file, but we will use the default for this example, because we really like it ! ;-)

Everything is set and we can create the zip file by using the "zip" command.
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M “structure list.bet - Notepad

File Edit Format View Help

# List of structures. One structure per line. No special characters nor spaces in pdb names.
# You can specify the chain at the end of the line like this : 3ec6_B or mypdbfile B

2cc3_B

Akzl

4lso

Amei]

Ln6, Col5 100%  Windows (CRLF) UTF-8

Figure 6: Structures list

> zip example_MPSA

After a longer and quite cryptic output, all structures have been downloaded from the protein
data bank. Because we aren’t using any personal structure, the software can handle everything by
himself. If you are curious, you can check the processed structure, they should all be corrected from
any seleno-methionines and have only one chain, the chain A or the one we specified.

It’s time to upload our zip file to the mTM-align server! The zip file will be in the "Zip-File"
folder inside your project folder.

On mTM-align, we can go to the multiple protein alignment section, and upload our zip file,
then submit it.

Once the work is completed, we can paste the URL to the command fetch, in order to directly
download results. Sometimes, the download can take several minutes, and is probably related to
the server itself. If you don’t want to wait, you can download them directly and place them in the
"MSTA results" folder

Make sure to put your project name as well, so it can place the results in the correct project.
> fetch example_MPSA https://yanglab.nankai.edu.cn/mTM-align/output/mTM013906/
The download is complete! We can start analysis now !
> analysis example_MPSA

And voila! The session is open and you can take a look at all similarities or differences within
your structural alignment. It should look like the Figure 1.

Enjoy!
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M9+ Milieu Minimum avec additif

Compatible avec un marquage isotopique *°N et/ou 3C

Pour 1 L de milieu M9+, ajouter dans 1’ordre :

100 mL Sels M9 (10X) NazHPO4 33,7mM
KH2PO4 22,0 mM
NaCl 8,55 mM
10 mL Stock 2 g/L NH4CI* 2 g/L
10 mL Stock 2 g/L Glucose* 29/L
1mL Stock 1 M MgSQOg4 1mM
0,3mL Stock 1 M CaCl; 0,3mM
Un précipité peut apparaitre, mélanger vigoureusement avant de continuer.
1mL Aliquots -20°C Biotine 1ug
1mL Aliquots -20°C Thiamine 1ug
10 mL Stock (100X) Oligoéléments 1X

Ajouter g.s.p. 1 L d’cau distillée stérile, ajouter les antibiotiques, et mélanger.

* Dans le cas d’un marquage isotopique, remplacer 1I’espéce non marquée par 1’espéce marquée.
La présence d’antibiotique permet 1’ajout de poudre directement dans le milieu. Pour une
induction sur la nuit, il est conseillé de rajouter 2 g/L de glucose supplémentaire pour éviter la
limitation de la source de carbone.

. Solutions a autoclaver 15 min a 121 °C
1. Sels M9 10X (1 L)

Na2HPO4 7529
KH2PO4 30g
NaCl 5¢

Dissoudre les sels dans 800 mL d’eau, ajuster le pH a 7,2 avec du NaOH. Compléter
jusqu’a 1 L avec de I’eau distillée.

2. 1M MgSOq (100 mL)

MgSO4 24,659
Dissoudre la poudre dans 80 mL d’eau, puis compléter a 100 mL de volume avec de I’eau
distillée.

3. 1M CaCl, (100 mL)

CaCl: 14,79
Dissoudre la poudre dans 80 mL d’eau, puis compléter a 100 mL de volume avec de I’eau
distillée.
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I1. Solutions a stériliser sur filtre 0,22 pum

1. Biotine (50 mL)

Biotine 50 mg
Dissoudre la poudre dans 40 mL d’eau distillée, compléter a 50 mL puis stériliser sur filtre
0,22 um. Aliquoter en tube de 1 mL et conserver & -20°C

2. Thiamine (50 mL)

Thiamine-HCI 50 mg
Dissoudre la poudre dans 40 mL d’eau distillée, compléter a 50 mL puis stériliser sur filtre
0,22 um. Aliquoter en tube de 1 mL et conserver a -20°C

3. Solution d’oligoéléments 100X, nommée « Oligo » (1L)

EDTA 59 13,4 mM
Dissoudre dans 800 mL d’eau et ajuster a pH 7,2 avec du NaOH

FeCls-6H20 830 mg 3,1 mM

ZnCl; 84 mg 0,62 mM
CuCl2-2H20 13 mg** 76 UM
CoCl2-2H20 10 mg** 42 uM

HsBO3 10 mg** 162 pM
MnCl2-4H20 1,6 mg** 8,1 uM

Ajouter tous les composants a la solution d’EDTA, compléter a 1 L avec 1’eau distillée puis
stériliser par autoclavage. Conserver a 4°C dans le noir.

** Les éléments suivants sont en trés faibles proportion. De facon a étre précis, il est conseillé

de réaliser des solutions plus concentrées de stock puis d’ajouter un certain volume, voir tableau
ci-dessous.

**x*
CuCl2-2H,0 0,1 M (1,70 g/100 mL) 765 pL
CoCl-2H.0 0,2 M (4,76 g/ 100 mL) 210 pL
HsBO3 0,1 M (0,62 g/100 mL) 1,6 mL
MnClz-4H20 1 M (19,8 g/ 100 mL) 8,1 uL

*** e « volume a ajouter » remplace la « masse a ajouter » dans le tableau du dessus pour la
préparation de la solution stock.
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I1l. Tableau des différents volumes de solutions a
rajouter pour différents volumes de M9 :

Volume Final 20 50 250 1000
(mL)
Eau 4,3285 17,314 43,285 216,425 865,7
M9 0,5 2 5 25 100
NH4CI 0,05 0,2 0,5 2,5 10
Glucose 0,05 0,2 0,5 2,5 10
MgSO4 0,005 0,02 0,05 0,25 1
CaCl2 0,0015 0,006 0,015 0,075 0,3
Biotine 0,005 0,02 0,05 0,25 1
Thiamine 0,005 0,02 0,05 0,25 1
Oligo 0,05 0,2 0,5 2,5 10
Kanamycine 0,005 0,02 0,05 0,25 1
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Résumé

Les résistances aux antibiotiques chez les bactéries font aujourd’hui partie de nos vies quotidiennes. Ces résis-
tances progressent plus vite que 'on arrive a trouver et/ou synthétiser de nouveaux antibiotiques : un probléme
grandissant qui n’a aucune frontiére. Pour acquérir cette résistance, les bactéries s’échangent des éléments gé-
nétiques mobiles par transfert horizontal et en utilisant le systéme de sécrétion de type IV (T4SS). Ces T4SS
conjugatifs sont des complexes membranaires multiprotéiques, bien étudiés chez les bactéries & Gram négatif ou
plusieurs modéles fonctionnels existent. En revanche, chez les bactéries & Gram positif peu d’informations sont
disponibles. Cette thése avait pour but d’initier un travail structural sur les protéines d'un T4SS de Streptococcus
thermophilus. Plus précisément, il s’agit du T4SS de 1’élément intégratif et conjugatif ICESt3 . D’une part la
structure cristallographique de la protéine OrfG a été déterminée et d’autre part la structure et la dynamique
d’OrfM ont été étudiés par résonance magnétique nucléaire. OrfM est majoritairement monomérique en solution
et le modéle préliminaire obtenu montre un feuillet mixte & 5 brins présentant des similarités avec des protéines
fixant PADN. La finalisation de cette structure permettra I’établissement des relations structure-fonction d’OrfM
qui est supposée agir de paire avec OrfL comme un facteur de processivité d’hélicase pour les T4SS. OrfG est
une protéine homologue a la protéine VirB8 qui est un facteur d’assemblage des T4SS Gram négatif. Un script
appelé MPSA Viewer a été développé dans le langage Python pour comparer OrfG a ses homologues structuraux.
Cela était nécessaire car les similarités de séquence entre ces protéines étaient trés faibles. Toutes ces protéines
possédent un repliement commun appelé VirB8-like mais aussi des disparités séparant les modéles Gram négatif
des modéles Gram positif. Ces résultats pourraient étre corrélées a leurs structures quaternaires. Un assemblage
dimérique fonctionnel a été proposé chez les bactéries & Gram négatif. L’assemblage trimérique d’OrfG observé
dans le cristal et conforté par les structures quaternaires similaires de deux autres protéines du méme groupe
suggére un T4SS original et spécifique aux bactéries & Gram positif.

Mots-clé :
systéme de sécrétion de type IV, élément intégratif et conjugatif, VirB8-like, cristallographie des rayons X, Réso-
nance Magnétique Nucléaire

Summary

Antibiotic resistance in bacteria has become part of our daily lives. These resistances are progressing faster than
new antibiotics can be found and/or synthesized : a growing problem that knows no boundaries. To acquire this
resistance, bacteria exchange mobile genetic elements by horizontal transfer and by using the type IV secretion
system (T4SS). These conjugative T4SS are multiprotein membrane complexes, well studied in Gram-negative
bacteria where several functional models exist. However, in Gram-positive bacteria, little information is available.
The aim of this thesis was to initiate a structural work on the proteins of a T4SS of Streptococcus thermophilus.
More precisely, this T4SS is encoded within the integrative and conjugative element ICESt3 . On the one hand
the crystallographic structure of the OrfG protein was determined and on the other hand the structure and
dynamics of OrfM were studied by nuclear magnetic resonance. OrfM is predominantly monomeric in solution
and the preliminary model obtained shows a mixed 5-stranded sheet with similarities with DNA-binding proteins.
The finalization of this structure will allow the establishment of structure-function relationships of OrfM which is
supposed to act in pair with OrfL as a helicase processivity factor for T4SS. OrfG is a protein homologous to the
VirB8 protein which is an assembly factor for Gram negative T4SS. A script called MPSA Viewer was developed
in the Python language to compare OrfG to its structural counterparts. This was necessary because the sequence
similarities between these proteins were very low. All these proteins have a common fold called VirB8-like but
also disparities separating Gram-negative from Gram-positive models. These results could be correlated to their
quaternary structures. A functional dimeric assembly has been proposed in Gram negative bacteria. The trimeric
assembly of OrfG observed in the crystal and supported by the similar quaternary structures of two other proteins
of the same group suggests an original T4SS specific to Gram positive bacteria.

Keywords :
type IV secretion system, integrative and conjugative element, VirB8-like, X-ray crystallography, Nuclear Magnetic
Resonance
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