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1. Introduccidn

1. INTRODUCCION

1.1. Sistemas de secrecion bacteriana

Los microorganismos patogénicos tienen que enfrentarse a condiciones adversas
cuando colonizan o infectan sus células huésped. Para ello, han desarrollado sistemas de
secrecién que son capaces de exportar diferentes efectores patogénicos a su membrana
externa, al medio extracelular o al citoplasma de sus células diana. Todos estos sistemas estdn
dedicados a la secrecion de proteinas y/o ADN que, una vez dentro de la célula huésped,
promoverian la induccidn de mecanismos que podrian comprender desde la adaptacién de la

célula al ambiente, asi como el desencadenamiento de respuestas patogénicas [1].

Las bacterias Gram-negativas han desarrollado diversos mecanismos para exportar
dichos sustratos desde el citoplasma de la célula donadora a la célula diana, para lo que han de
atravesar la membrana interna, el espacio periplasmico y la membrana externa. Se han
descrito seis clases de sistemas de secrecién en bacterias Gram-negativas identificados como

sistema de secrecion tipo | (T1SS) hasta el sistema tipo VI (T6SS) (Fig. 1.1) [2].
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Figura 1.1. Representacion esquematica de los diferentes sistemas de secrecion bacterianos en Gram-negativas.
Los transportadores de proteinas pueden clasificarse en dos tipos: Sec/Tat dependientes y Sec independientes. ME
(Membrana externa), Ml (Membrana interna). Modificada de [3].
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La secrecidn a través de los sistemas Il y V se produce mediante un proceso de dos
pasos. Los sustratos proteicos, sintetizados como precursores, poseen en su extremo N-
terminal un péptido sefial necesario para el reconocimiento por los sistemas Sec y Tat [4].
Estos complejos macromoleculares, también llamados translocones, estan involucrados en el
paso de proteinas a través de la membrana interna. El sistema Sec promueve la exportacion de
proteinas desplegadas, mientras que la via de Tat promueve la exportaciéon de proteinas
plegadas, generalmente unidas a un cofactor [5]. Tras este primer paso, la translocacién
continla a través de la membrana externa por sus sistemas de secrecién correspondientes,
T2SS o T5SS. Las proteinas secretadas, utilizando cualquiera de estos dos sistemas, son
liberadas al medio extracelular o bien permanecen unidas a la superficie de la célula

bacteriana, en la membrana externa [5].

Por otro lado, en los sistemas |, lll, IV y VI, no se han descrito estos translocones por lo
gue podrian utilizar un mecanismo de un solo paso, liberando directamente los sustratos al
medio extracelular (T1SS) o a la célula huésped (T3SS, T4SS y T6SS). En todos estos casos, los
efectores proteicos no se sintetizan con un péptido sefial, aunque pueden llevar una sefial de

secrecidn especifica de cada sistema [1].
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1.1.1. Sistema de secrecidn tipo | (T1SS)

Los sistemas de secrecion tipo | estdan compuestos por una proteina de membrana
externa, un transportador de membrana interna ABC (ATP-binding cassette), que provee la
energia para el proceso de transporte y una proteina adaptadora que conecta estos dos
componentes (Fig. 1.2). Este sistema estd relacionado con la secrecidon de citotoxinas,

proteinas de superficie, lipasas, proteasas o citoquinas y con la a-hemolisina [6].

Los sustratos del T1SS son reconocidos por la maquinaria mediante una sefial de
secrecidn, no escindible, localizada en su dominio C-terminal (CTD) [6]. A través de esta seial
interaccionan con el sistema ABC y la proteina adaptadora para ser secretados en una
conformacion desplegada. La unién de la sefial de secrecion con el dominio de unidon a
nucledtidos del transportador ABC induce un cambio conformacional debido a la unién e

hidrélisis del ATP que impulsan el sustrato a través del sistema de secrecién [7].

HIyB

HIlyA protein

Figura 1.2. Esquema del T1SS secretor de a-hemolisina en Escherichia coli sliberando el efector HylA.

Sistema formado por un transportador ABC (HlyB), una proteina adaptadora que sirve como puente de las
membranas interna y la membrana externa (HlyD) y una proteina formadora de un poro en la membrana externa
(TolC). Modificada de [8].
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1.1.2. Sistema de secrecidn tipo Il (T2SS)

Los sistemas de secrecion tipo Il son maquinas formadas por varios componentes
macromoleculares. Se trata de uno de los sistemas mas versatiles usados por las bacterias
Gram-negativas para secretar efectores extracelulares [4, 9]. El sistema Il consta de entre
doce y dieciséis proteinas, genéricamente denominadas Gsp (General secretory pathway)

situadas en las dos membranas, el citoplasma y el periplasma.

Puede dividirse en tres partes: una plataforma proteica situada en la membrana
interna (componentes GspCEFLM) que contiene la ATPasa GspE, un canal multimérico
embebido en la membrana interna (GspD) y una estructura fimbriar denominada
pseudopilina (formada principalmente por GspG y Gspl-K) (Fig. 1.3). El mecanismo de
translocacion consta de dos etapas: translocacidn al periplasma del precursor del efector a
través de la membrana interna mediante el translocon Sec o la ruta Tat y transporte al

exterior a través de la membrana externa.

Son sistemas relacionados evolutivamente con la biogénesis del pilus de tipo cuatro

(T4S pilus), que usa un T2SS para su ensamblaje [10].

a
Capa -
extracelular |
Dominio de
membrana
externa |
Dominio
periplasmico
Puerta
c extracelular
Camara
extracelular
Puerta
periplasmica

Vestibulo
periplasmico

40A 75A 40A

Figura 1.3. Reconstruccion tridimensional por crio-microscopia de GspD de Vibrio cholerae.

Vistas laterales (a, d), superior (b) e inferior (c) de la reconstruccion de VcGspD a 19 A de resolucién. En las vistas
laterales estan identificados tres dominios, de la zona inferior a la superior: el dominio periplasmico, el de
membrana externa y la puerta extracelular. A su vez, pueden diferenciarse cuatro partes en su structura: un
vestibulo periplasmico, una constriccion, una puerta periplasmica, y una cdmara y puerta extracelular. Tomada de
[10].
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1.1.3. Sistema de secrecion tipo Il (T3SS)

Los sistemas de secrecidn tipo lll, también llamados inyectosomas, son usados por
patégenos animales y vegetales, como Salmonella spp, Shigella spp. Yersinia spp. E. coli
enteropatdgenicas y enterohemorragicas y Pseudomonas aeruginosa [1]. Los sistemas de
secrecién tipo lll inyectan proteinas efectoras al citoplasma de células eucariotas mediante un
mecanismo independiente de Sec [11]. La actividad de dichos efectores, que a menudo son
similares a proteinas eucariotas, puede modificar la respuesta del hospedador al imitar la

actividad de las proteinas enddgenas, lo que resulta en una desestabilizacion del hospedador.

Genética y estructuralmente estdn relacionados con el flagelo de bacterias [11]. El
T3SS estd compuesto por mas de veinte proteinas diferentes, las cuales forman una estructura
macromolecular que atraviesa la envuelta celular. El nlcleo central es el complejo inyector,
requerido para establecer contacto con la célula hospedadora. Se trata de una gran estructura
macromolecular con forma cilindrica, que esta incrustada en las membranas interna y externa
de la bacteria y que se extiende por el espacio periplasmico y el medio extracelular como un

filamento en forma de aguja (Fig. 1.4).

Reconstrucciones tridimensionales de dicho complejo por tincidon negativa y crio-
microscopia en Salmonella spp. y Shigella spp. han proporcionado una visidn de la arquitectura
general de todo el complejo [12, 13]. En ambos organismos, el nucleo central estad organizado
como una serie de estructuras con forma de anillo, lo que sugiere una estrecha relacion

estructural y evolutiva entre diferentes T3SS [12] [13].

Figura 1.4. Representacion del volumen del inyectosoma.
(A) Representaciones de la estructura tridimensional del T35S de Salmonella spp. resuelto a 17 A de resolucion
[12]. (B) Media de clases de vistas laterales en tincion negativa del complejo. Modificada de [12] y [13].

11



1. Introduccidén

1.1.4. Sistema de secrecidn tipo V (T5SS)

El T5SS es la via mas simple de secrecidon descrita hasta ahora y estd ampliamente
representada en bacterias Gram-negativas [1]. Permite la secrecién a través de la envoltura
bacteriana de proteinas asociadas con la adherencia y virulencia microbiana [1]. Los T5SS
secretan sus sustratos en dos pasos: a través de la membrana interna mediante el sistema Sec
y a través de la membrana externa mediante un canal en forma de barril beta, para luego
permanecer asociados a la parte externa de la membrana o bien ser liberados al medio tras un

proceso de corte proteolitico [14].

Existen dos tipos de T5SS en bacterias Gram-negativas: los auto-transportadores
(T5SSa y T5SSc) y los sistemas de secrecion asociados (T5SSb) [14]. En los auto-
transportadores, las proteinas secretadas contienen péptidos sefial en ambos dominios, N y C-
terminal conteniendo un dominio catalitico entre ellas. El péptido sefial del dominio N-
terminal (NTD) permite la exportacion a través de la membrana interna y se separa a
continuacién. Una vez en el periplasma, el CTD se inserta en la membrana externa, lo que
conduce tanto a la exposicién del dominio catalitico en la superficie de la bacteria, como a su

liberacion al medio extracelular después de la escision por auto-protedlisis [14] (Fig. 1.5).

En contraste con los auto-transportadores, en los sistemas de secrecidn asociados
(T5SSb), la proteina con el dominio catalitico y la que tiene la secuencia sefial en el CTD son

dos proteinas distintas. Ambas serian transportadas al periplasma via el sistema Sec [14, 15].

Figura 1.5. Esquema del T5SS.

En proteinas auto-transportadas, como NalP, el
dominio translocador se inserta en la membrana
externa y facilita la localizacién de la proteina en la
superficie de la membrana.

En los sistemas asociados, una proteina translocadora
(TpsB) media en la secreciéon de efectores (TpsA) a
través de la membrana externa. Tomada de [16].
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1.1.5. Sistema de secrecidn tipo VI (T6SS)

El sistema de secrecién tipo VI se ha descubierto y ha comenzado a ser estudiado
recientemente [17]. Se ha encontrado en patégenos como P. aeruginosa, E. coli
enteroagregativas, Salmonella typhimurium, V. cholerae y Yersinia pestis. En un principio,
atendiendo a su organizacion génica, fue descrito como una variante del sistema de secreciéon
tipo IV [18]. Se ha sido definido como un nuevo tipo de complejo multiproteico especializado
en secrecion, de entre doce y veinticinco subunidades, que, atendiendo a su modo de accidn,
podria estar relacionado evolutivamente con los componentes de los tallos de bacteriéfagos

[19].

Estudios de microscopia de fluorescencia indican que las vainas del sistema de
secrecion siguen un ciclo de ensamblaje/desensamblaje alargando y retrayendo su pilus [20].
Analisis de crio-tomografia electronica muestran que las vainas aparecen como estructuras
tubulares, en conformaciones extendidas o contraidas, que estan conectadas con la membrana

interna mediante una estructura basal [20] (Fig. 1.6).
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Figura 6. Modelo del mecanismo de accion del T6SS de Vibrio cholerae.

(A)Ensamblado. Inicio de la formacion del complejo de la base e inicio de polimerizacion de la vaina.

(B) Polimerizacion de los mondmeros de la vaina (VipA y VipB) alrededor de Hcp y extension de ésta.

(C) Contraccion. Cambios en el complejo de la base promueven la contraccion y translocacion de la vaina hacia la
membrana de la célula diana. Penetra en la membrana y transloca las proteinas efectoras usando el tubo formado
por el héxamero Hcp como conducto.

(D) Desensamblado. La vaina se separa y se desmonta mediante la accion de la ATPasa ClpV. Los dimeros de VipA 'y
VipB liberados se reciclan en un nuevo T6SS de la misma placa o de otra de nueva formacidn. Tomada de [20].
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1.2. Sistema de secrecidn tipo IV (T4SS)

Las bacterias Gram-negativas usan los sistemas de secrecién tipo IV para transportar
sustratos proteicos y ADN a células diana. Estas células comprenden un amplio rango
filogenético, desde procariotas a eucariotas. Dicho transporte esta asociado a muchos
procesos patogénicos tanto en células eucariotas animales y vegetales, como en eventos de
conjugacion en células procariotas [21, 22, 23]. Una subfamilia de este sistema, usada por
varios patégenos humanos y de plantas como Agrobacterium tumefaciens, Helicobacter pylori,
Bordetella pertussis o Brucella suis, exporta solamente efectores proteicos a células eucariotas
provocando diversas enfermedades como Ulceras gastricas, brucelosis, tos ferina o legionelosis
[24]. Determinados T4SS (Legionella pneumophila y A. tumefaciens) son capaces de
transportar tanto ADN como proteinas y podrian considerarse tanto patogénicos como
conjugativos, ya que son usados para la transferencia de efectores proteicos y de ADN de la
bacteria a la planta. Otro tipo de sistemas de secrecion tipo IV, como el usado por Neisseria
gonorrhoeae, esta relacionado con el proceso de captacién o liberaciéon de ADN, en el cual los

sustratos de ADN se intercambian con el medio extracelular [25, 26] (Fig. 1.7).

Basadas en sus relaciones filogenéticas, los T4SS se han clasificado en 8 tipos MPF, que
difieren en cuanto a los genes especificos que contienen [164, 165, 166, 167]. Nuestro sistema
modelo de estudio, el T4SS del pldsmido R388, pertenece al grupo MPF;, cuyo prototipo es el
T4SS Vir del plasmido pTi de A. tumefaciens. Los sistemas T4SS pertenecientes al grupo MPF;
se encuentran diseminados en distintas clases taxondmicas del phylum Proteobacteria y
guardan una alta relacién entre si, en términos de sintenia, homologia, topologia, localizacién
celular e interacciones entre sus proteinas; tanto si el T4SS esta codificado en el cromosoma
(en un elemento integrativo y conjugativo (ICE) o en una isla gendmica) o en un plasmido. Esta
homologia se constata, ademas, tanto en T4SS MPF; involucrados en patogenicidad (cuyo
sustrato es exclusivamente proteico) como en conjugacidén (cuyo sustrato es proteina-ADN)

[27].
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Figura 1.7. Esquema de los diferentes papeles de los sistemas de secrecion de tipo IV en bacterias.
(a) Sistemas conjugativos. Exportan plasmidos o transposones de una célula donadora a una receptora, en
bacterias Gram-negativas y Gram-positivas.

(b) Captacion de ADN (transformacién) y liberacion de ADN al medio extracelular.
(c) Translocacion de efectores. Sistemas que secretan sustratos proteicos al medio y ADN o efectores a las células

eucariotas y estan directamente implicados en la virulencia de muchas bacterias Gram-negativas patdgenas.
Tomada de [16].

15



1. Introduccidén

1.2.1. Esquema del T4SS

Los T4SS son complejos macromoleculares compuestos por once proteinas,
denominadas VirB1-VirB11, segin la nomenclatura derivada del sistema en A. tumefaciens, y
una proteina acopladora, VirD4 [28]. Estas proteinas, de tamafio variado y diferente topologia,
se ensamblan en una arquitectura que se expande desde el citoplasma hasta el espacio

extracelular atravesando la membrana interna, el periplasma y la membrana externa.

Su organizacién genética suele estar relacionada con su organizacién espacial dentro
del sistema (Fig 1.8). Proteinas cercanas espacialmente o directamente unidas estan situadas
bajo el control de los mismos promotores y son traducidas de manera secuencial dependiendo
del promotor bajo el que estén. Ademas, esta traduccién secuencial en el tiempo coincide con

los pasos de formacién del sistema [29, 30].
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Figura 1.8. Esquema de la organizacion genética de los T4SS conjugativos de tipo MPF; mas representativos y
estudiados.

Las flechas del mismo color indican los homadlogos en los distintos T4SS y su longitud, el tamafio relativo de cada
uno de los genes.
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Gran parte de los componentes del T4SS tienen una funcién estructural, formando el
canal periplasmico y el pilus conjugativo. Otras subunidades presentan actividad catalitica,
ATPasa vy transglicosilasa. Se desconoce la funcién especifica de algunas de las subunidades,
mas alld de su posible unidon a otras proteinas. No obstante, pese a conocer varias

interacciones entre ellas, la naturaleza de la gran mayoria esta todavia por resolverse.

Los T4SS pueden dividirse en tres partes funcionales: pilus, canal peripldsmico vy

motores de secrecion (Fig. 1.9).

 VirB5

Pilus

Canal

periplasmico

Motores

Figura 1.9. Modelo de las partes funcionales del T4SS del tipo MPF.

Pilus. Es el elemento que pone en contacto la bacteria con las células receptoras.

Canal periplasmico. Complejo macromolecular que conecta la membrana interna y externa, atravesando el espacio
periplasmico, y utilizdndose como canal para el transporte de efectores y ADN.

Motores moleculares. ATPasas hexaméricas que proveen la energia necesaria para el transporte de sustratos y/o la
propia formacién del complejo.
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1.2.1.1. Pilus

El pilus es una estructura multimérica que se expande desde la membrana externa de
la bacteria hacia el espacio extracelular, poniéndola en contacto con la célula diana. Esta
formado por dos proteinas, VirB2 y VirB5. La pilina (VirB2) es una proteina hidrofébica que
multimeriza creando el pilus. Se cree que VirB2 inicia el contacto bacteria-célula huésped antes
del inicio de la transferencia de ADN durante la conjugacidn. VirB5 es un componente menor
del pilus que actia como una adhesina ayudando a dicho contacto [31, 32, 33, 34, 35, 36] (Fig
1.10).
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Figura 1.10. Modelo de la estructura del T4SS de A. tumefaciens.

Los componentes del pilus, VirB2 y VirB5 tienen importantes funciones en el transporte de sustrato a través del
sistema, pero también podrian estar involucrados en el reconocimiento y la unién a los receptores de la célula
huésped. Tomada de [31].
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La pilina se sintetiza en forma de pre-pilina, siendo necesario su procesamiento para la
biogénesis del pilus. En A. tumefaciens, los primeros 74 aminodacidos del péptido son
eliminados tras su transporte a la membrana interna y la VirB2 madura se cicla para formar las
subunidades del pilus [33, 34]. Estudios de homologia de secuencia entre pilinas de diferentes
pldasmidos y géneros bacterianos, indican que todas son sintetizadas inicialmente como pre-
pilinas y conteniendo una regién en su NTD, que es escindida de la proteina para obtener el

péptido maduro.

Analisis estructurales y funcionales indican que VirB5 podria estar involucrada en las
interacciones proteina-proteina, importantes en el ensamblaje del pilus, la transferencia de
ADN vy el reconocimiento por el huésped [37]. Posteriormente, se demostrd la localizacién de
VirB5 en el extremo del pilus, lo que indica que también podria estar involucrada en el

contacto directo con la célula receptora [38].
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1.2.1.2. Canal periplasmico

El canal peripldsmico es un complejo macromolecular formado por tres proteinas
diferentes (VirB7, VirB9 y VirB10) repetidas catorce veces cada una, que conectan la
membrana interna y la externa, extendiéndose por todo el periplasma [39] (Fig 1.11). La
estructura y dimensiones de dicho complejo se han resuelto, mediante microscopia
electrénica, dando una idea de sus dimensiones y forma asi como del tamafio de efectores,
proteicos y ADN, que podrian atravesarlo. Dicho complejo tiene unas dimensiones de 185 A de
alto por 185 A de ancho y puede ser dividido en tres partes: la tapa, situada en la membrana
externa formada por los CTD de VirB7, VirB9 y VirB10, con un didmetro de 80 A y una
constriccién interna de 10 A; el cuerpo, situado en el periplasma y compuesto por dominios de
VirB7, VirB9 y VirB10; y la base, situada en la membrana interna, formada por los NTD de VirB9

y VirB10 y con una constriccidn interna de 50 A.

Vista lateral
A

Membrana externa
Capa externa
VirB7 y VirB9
Cuerpo
principal VirB10
A
A
Capa interna
A Membrana interna
Zona de membrana externa Zona de membrana interna

Figura 1.11. Estructura del canal periplasmico del T4SS de pKM101.

Estructura obtenida mediante crio-microscopia del canal peripldsmico, compuesto por TraN (VirB7), TraO (VirB9) y
TraF (VirB10). La vista lateral segmentada (superior derecha), detalla las regiones propuestas como transmembrana
y la localizaciéon de los homélogos de VirB7, VirB9 y VirB10 dentro de la estructura. Tomada de [40].
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VirB8, aunque se transcribe en el mismo operén que VirB7, VirB9 y VirB10,
extraflamente no forma parte del canal peripldsmico. No obstante, se han visto interacciones
de dicha proteina con VirB4, VirB5, VirB6 y VirB2, implicandola en el proceso de secrecién de
los mondmeros de pilina [41, 42]. A su vez, se ha descrito también su uniéon a VirB10,

situandola acoplada al complejo con una posible funcidon de andamiaje [43].

Existen otras proteinas asociadas a este complejo: VirB1, que puede actuar como una
transglicosilasa rompiendo el peptidoglicano para el correcto ensamblaje del complejo [44] y
otras proteinas de funcién hasta ahora desconocida, que han sido propuestas como proteinas
de anclaje para otros miembros del sistema y/o pertenecientes a la zona interior del poro,

ambas situadas en la membrana interna (VirB3 y VirB6) [27].

VirB3 es una proteina integral de membrana que aparece en la mayoria de los sistemas
asociada genéticamente a VirB4 [23]. Se ha sugerido que su presencia junto a VirB4, VirB7,
VirB8 es necesaria para la estabilizacién del complejo, lo que hace pensar que podria estar

implicada en el proceso de formacidn del canal periplasmico [45].

VirB6 ha sido definida como una proteina politdpica de membrana capaz de
interactuar con varios miembros del sistema, tanto con los estructurales formadores del
complejo como con los energéticos [27]. Ademas, ha sido identificada en agrupaciones génicas
de multitud de organismos en los cuales aparecen sélo unos pocos miembros del sistema,
situandola como una de las proteinas mas importantes de los T4SS. Pese a dichas interacciones
y distribucidén filogenética, su papel dentro del complejo es todavia desconocido [27]. También
se ha descrito que VirB6 es capaz de interaccionar con el factor de exclusion de la célula

huésped. [162]
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1.2.1.3. Motores del sistema

Los motores de secrecidén son tres proteinas hexaméricas (VirB4, VirB11, VirD4) que
utilizan la energia derivada de la hidrdlisis del ATP para producir un trabajo mecdnico
necesario para la transferencia de ADN y proteinas a través del canal, asi como a la formacion
del mismo [29, 46, 47, 48] (Fig. 1.12). Esta energia generaria un cambio conformacional en el
hexdmero que ayudaria al transporte de efectores. Este cambio puede generar diferentes
trabajos mecanicos: bombeo del ADN, transporte directo de sustratos,
plegamiento/desplegamiento de efectores o proteinas propias del sistema,
ensamblaje/desensamblaje de efectores y modificacion de la accién o el mecanismo de otras

ATPasas (actividad activasa y dislocasa) [29, 46, 47, 48, 49, 50, 51].

Los tres motores estan situados en la cara citoplasmatica de la membrana interna. Su
ubicacidon exacta con respecto al canal peripldsmico es todavia desconocida, habiéndose
obtenido diferentes resultados con cada una de ellas y en distintos géneros bacterianos o
pldsmidos, encontrando uniones entre los distintos motores con proteinas del canal
periplasmico, del relaxosoma, con el ADN y entre ellas mismas [21, 29, 52, 53, 54, 55, 56, 57].
Este tipo de resultados hacen pensar mds en uniones transitorias entre los motores y otros
miembros del sistema que en uniones fijas para llevar a cabo una secuencia de pasos que daria

con la formacidn del complejo y la exportacidn de sustratos.

Figura 1.12. Representacion estructural de las ATPasas hexaméricas del T4SS.
Vistas laterales y frontales del modelado estructural de TrwD (amarillo), modelado estructural del CTD de TrwK
(cian) y de la estructura cristalografica de TrwBAN70 (1e9r.pdb) (magenta).
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1.3.VirB11

Las proteinas VirB11 estan presentes en la mayoria de los T4SS de las Gram-negativas,
estando altamente conservadas sus estructuras entre distintos géneros bacterianos y
pldsmidos. Son proteinas de alrededor de 500 aminoacidos, sin segmentos transmembrana y
que forman hexdmeros [58]. Se ha resuelto la estructura cristalografica de dos homdlogos de
VirB11: de H. pylori y de B. suis [58, 59, 158] (Fig. 1.13). La estructura confirma estudios
filogenéticos previos [159] que situaban a VirB11 en una familia de proteinas denominadas
Traffic ATPases, implicadas en secrecion (PilT) y ensamblaje/desensamblaje (ClpV) [20, 60].
También guardan relacidn estructural con enzimas encargadas en el plegamiento de proteinas
(ClpB) y con CbbX, una proteina implicada en la activacion de la enzima Rubisco [61, 160]. La
estructura de VirB11 consiste en dos anillos, uno mas cerrado (C-terminal) y otro mas abierto
(N-terminal), con una distribucién de cargas que, apoyada por estudios de actividad en
presencia de lipidos, propone una posible interaccién con la membrana interna [158].
Confirmando esta hipdtesis, TrwD se ha visto que es capaz de interaccionar con membranas
modelo [57]. De la misma manera, estudios estructurales mediante microscopia electrdnica en
TrwD de R388, demuestran que forma anillos hexaméricos en distintas condiciones de pH y en

presencia de diferentes nucledtidos y magnesio [49, 62].

Figura 1.13. Estructuras hexaméricas de tres homélogos de VirB11.

Representacion de las estructuras hexaméricas de H. pylori HP0525 (1nlz.pdb), de B. suis VirB11 (2gza.pdb) y del
modelado informatico de TrwD de R388. Cada mondmero consta de un NTD (cian, naranja y marrén) y un CTD,
(azul, magenta rosa), conectados por un linker flexible (azul oscuro y gris). Las regiones en verde (subdominio del
CTD), orientadas hacia el interior del anillo, podrian estar implicadas en las interacciones con sus sustratos.
Tomada de [49].
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Se ha descrito la capacidad para hidrolizar ATP de varios homélogos de VirB11 [49, 62,
63, 64]. Esta capacidad para hidrolizar ATP es esencial durante el proceso conjugativo, ya que
mutantes defectivos en su actividad ATPasa (en los motivos Walker) generan un sistema
incapaz de conjugar. La actividad ATPasa de TrwD, es regulada por ADP y por magnesio [49].
Con estos estudios y otros realizados en dicha superfamilia de Traffic ATPases, se ha postulado
un posible mecanismo catalitico que podria ser llevado a cabo por los miembros de dicha
familia y que ayudaria a la comprension de su inhibicién/activacion, conformacién estructural

y actividad especifica [49, 161].

Estudios de mutantes en VirB11l de A. tumefaciens indican la necesidad de dicha
proteina para la translocacion del sustrato [56] y el ensamblaje del T4SS. Por otra parte, ciertos
mutantes de VirB11 son defectivos Unicamente en la formacion del pilus o en la transferencia
del sustrato, indicando que ambas funciones pueden ser independientes. Pese a estos datos
que acentuan la importancia de VirB11, existen algunos T4SS en los cuales no aparece ningun

homalogo de la proteina, como es el caso del plasmido F [65].
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1.4.VirD4

VirD4, o proteina acopladora, es una ATPasa anclada en la membrana que esta
presente en todos los sistemas conjugativos y en algunos no conjugativos [28]. Estas proteinas
acoplan el procesamiento del ADN plasmidico con el transporte a través del T4SS, usando la
energia derivada de la hidrélisis de ATP. Son capaces de transportar ADN de cadena sencilla (su
sustrato durante la conjugacién), pero también de unir ADN tanto de cadena doble como con
diferentes estructuras (cruciformes, G-quadruplex) [66]. Pese a su capacidad de unién al ADN,

no esta implicada en el corte del ADN plasmidico [67, 68].

TrwB, la proteina acopladora del plasmido R388, es capaz de hidrolizar ATP en
presencia de ADN [46, 66]. A su vez, se ha descrito su interaccién con la relaxasa (TrwC) [69] y
la proteina accesoria (TrwA) [55]. La interaccion TrwB-TrwA resulta en una activacion de la
actividad de hidrdlisis de TrwB en presencia de ADN [46]. Dicha activacidon ayudaria a la
formacion del relaxosoma vy al transporte del ADN a través del canal peripldsmico via su
interaccion con TrwE. La interaccidon TrwB-TrwkE tiene lugar en los dominios transmembrana de
ambas proteinas [52]. También, se ha descrito que TrwB es requerida para la transferencia de

TrwC en ausencia de transporte de ADN [70].

Se ha resuelto la estructura cristalografica del dominio citosélico de TrwB (TrwBAN70)
[71], que carece del segmento transmembrana y se purifica de forma soluble [28] (Fig. 1.14).
La estructura cristalogréfica de TrwBAN70 presenta similitudes estructurales con las F;-
ATPasas y con diferentes translocasas de ADN de la familia RecA [71] (Fig. 1.15). Dichas
translocasas, estdn implicadas en el transporte de ADN en diversos organismos y llevan a cabo
funciones tales como: segregaciéon cromosomica (FtsK) [72], esporulacion (SpolllE) [73],

replicacién (helicasa T7) [74] y recombinacién (RuvB) [75].
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C-Terminal

Figura 1.14. Caracterizacion estructural de TrwB.

(A) Vista lateral (panel superior) y frontal (panel inferior) de TrwB salvaje obtenida mediante microscopia
electrénica (barra de escala 50 A). En estas imagenes se puede apreciar el canal interno asi como la regién
transmembrana [76].

(B) Medidas y descripcidn de la estructura cristalografica de TrwBAN70. Descripcion de las partes del mondmero y
de su densidad electrénica (panel superior) y vistas lateral y frontal del hexamero (panel inferior) [71].

Esta gran similitud entre translocasas de ADN y otros miembros de la familia RecA,
implicados en segregacion cromosémica, esporulacidn, divisién celular y encapsulado viral,
define una homologia estructural en toda esta familia de ATPasas hexaméricas y un posible
origen evolutivo comun de una proteina de segregacién cromosdmica en arqueas [77, 78].
Dicha similitud comprende un dominio motor que contiene los motivos cataliticos Walker Ay B
y define un dominio de plegamiento comun para las proteinas de dicha familia.
Concretamente, existe una homologia estructural entre TrwB y FtsK que las relaciona en
estudios filogenéticos, sugiriendo un mecanismo de accién similar de ambas proteinas pese a

la diferencia en los procesos celulares en los que intervienen (Fig. 1.16).
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Figura 1.15. Comparacion estructural entre TrwB y F,-ATPasa.

Estructuras de TrwB (panel izquierdo) y F,-ATPasa (panel derecho), representadas en orientacién contraria
respecto a la membrana interna. La subunidad y de la F,-ATPasa esta coloreada en verde. En el caso de TrwB, la
doble hebra de ADN esta coloreada en verde y cian, aunque solo una de ellas (5°-3") es translocada a través de la
proteina y el T4SS. La separacion de las hebras puede ocurrir en un paso previo mediado por la relaxasa (TrwC). Las
flechas marrones representan los cambios en el estado (abierto/cerrado) de las subunidades cataliticas asociado a
la hidrélisis de ATP. Los cambios conformacionales creados por dicha hidrélisis harian, en el caso de la F;-ATPasa,
que ese movimiento se transmitiese a través de la subunidad y. De la misma manera, la hidrdlisis del ATP en TrwB,
promoveria el transporte de la cadena sencilla a través de su poro central. Tomada de [46].

FtsK es una proteina hexamérica, con forma de anillo, implicada en la segregacién
cromosémica bombeando ADN de cadena doble a través de su poro central [72]. Las
diferencias entre el tamafio de su poro central (32 A) (2iuu.pdb) y el de TrwB (8 A) (1e9r.pdb)
obtenidas mediante cristalografia de rayos X, podrian explicarse por el sustrato transportado
(cadena doble en FtsK y sencilla en TrwB) [71, 72]. Pese a la diferencia en el sustrato
empleado, ambas proteinas son capaces de reconocer estructuras de tipo G-quadruplex,
siendo reconocidas especificamente por FtsK mediante su unién a las zonas KOPS [79] vy

estimulando su unién y actividad en el caso de TrwB [66].
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Figura 1.16. Comparacion estructural entre TrwB y FtsK.
Ambas proteinas poseen un dominio motor altamente conservado, implicado en generar la energia necesaria para
el transporte del ADN de cadena sencilla (a, c) o cadena doble (b, d), a través de su poro central. Modificada de

[80].
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1.5.VirB4

1.5.1. Introduccion

Las proteinas de la familia VirB4 son las mas largas y conservadas de los T4SS (Fig. 1.17)
jugando un papel esencial en la biogénesis del pilus, en la virulencia y en el transporte de
sustratos. Estan presentes en todos los T4SS de Gram-negativas, Gram-positivas y arqueas e
incluso en agrupaciones génicas de hipotéticos sistemas conjugativos en los cuales sdlo se
pueden caracterizar VirB6, VirB2 y VirB4. En estas agrupaciones, el gen de virB4 co-localiza con
virB2. Esta organizacién genética se ha descrito como vital para ejercer el papel de
determinante patogénico en ambas proteinas y para definir a VirB4 como esencial para la

aparicion del pilus [27].

Se trata de proteinas de entre 600 y 900 aminodcidos, con unos 815 de media (823 en
TrwK), formadas por dos dominios estructurales, N y C-terminal, perfectamente diferenciados.
El CTD es el mas conservado de los dos y esta constituido por los 400 uUltimos aminodcidos
aproximadamente. Este dominio, ademas, contiene los motivos cataliticos Walker A y B,
caracteristicos de ATPasas de la familia RecA [54]. La presencia de estos dominios indica que
las proteinas VirB4 pueden unir e hidrolizar ATP. Diversos estudios filogenéticos han sugerido
una relacidn evolutiva del CTD de las VirB4 con diversas translocasas de ADN [77, 78]. Sin
embargo, el NTD estd bastante menos conservado y carece de motivos cataliticos
caracteristicos. Por ello, se ha postulado como un dominio que podria intervenir en la
oligomerizacién de la proteina y/o en la unién a la membrana interna bacteriana, directa o
indirectamente mediante la unidon a proteinas integrales de membrana (VirB3) o a otros

componentes del sistema [45, 81, 82].
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Figura 1.17. Distribucion filogenética de las VirB4.

Arbol filogenético de TrwK y sus homdlogos obtenido mediante métodos de maxima verosimilitud (PHYLIP
software, J. Felsestein, http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html). Tomada de [83].
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1.5.2. Topologia y estado oligomérico

La prediccion de la topologia de la mayoria de las VirB4 indica que son proteinas
solubles, sin segmentos transmembrana, con la excepcidn de los homdlogos pertenecientes a
la rama IncX y TrbE del plasmido RP4 [48]. Sin embargo, existe controversia acerca de esta
topologia. Por ejemplo, la VirB4 de A. tumefaciens ha sido descrita como una proteina integral
de membrana [84] a pesar de carecer segmentos transmembrana seguln andlisis
bioinformaticos [48]. La asociacién a la membrana de las proteinas VirB4 parece estar mediada
por la interaccién con VirB3 [45], una proteina integral de membrana. Es mads, diferentes
analisis de secuencia de las proteinas del clado IncX identifican miembros de la familia VirB4
que codifican un unico polipéptido compuesto por la fusion de VirB3 y VirB4 [81, 85].
Diferentes estudios realizados por el mismo grupo en la misma proteina (TraB de pKM101),
situan su hipotético dominio transmembrana en posiciones diferentes (alrededor del residuo
100 y del 300), y describen su estado oligomérico como una transicion entre dimero vy
hexdamero atendiendo a su origen en la purificacién (de membrana y soluble) y a la ausencia o
presencia de actividad [86, 87]. Estos datos reflejan la dificultad para definir la topologia y el

estado oligomérico de las VirB4.

Como se ha apuntado anteriormente, el estado oligomérico de estas proteinas
también ha sido dificil de establecer. Se ha descrito que VirB4 de A. tumefaciens forma
dimeros [84]. Prgl, el homdlogo de VirB4 en Enterococcus faecalis, ha sido purificada como una
proteina soluble y dimérica [54] y, LvhB4, el homdlogo en L. pneumophila, como soluble y
monomeérica [87]. Estudios de caracterizacién bioquimica de TrbE (RP4) y TrwK (R388) sugieren
gue ambas se presentan como mondmeros en soluciéon [82]. Por otra parte, la similitud
estructural entre el CTD de VirB4 y el dominio citoplasmatico de VirD4, sugiere que las VirB4
son capaces de hexamerizar [88]. Esta asuncién seria consistente dado que las otras dos
ATPasas del sistema son hexaméricas y que el CTD de VirB4 no solo posee similitud estructural
con VirB4, también con otras ATPasas hexaméricas implicadas en la translocacién del ADN [77,
78]. Se ha propuesto que el NTD de la proteina puede ser el responsable de la dimerizacién o
posible formacion de mayores estados de multimerizacién, en ausencia de otros miembros del
sistema, debido a la presencia en A. tumefaciens de un dominio de cremallera de leucinas
entorno al aminoacido 300 [82]. De la misma manera, VirB3 podria intervenir en la correcta
oligomerizaciéon de VirB4 siendo los diferentes estados de agregacion encontrados los

precursores de su estado oligomérico activo.
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1.5.3. Actividad/funciéon

Los homdlogos de VirB4 contienen los motivos conservados Walker A y B, esenciales
para la unién e hidrdlisis del ATP (Fig 1.18). Mutaciones en los motivos Walker A y B de TrbE
(homodlogo de VirB4 en RP4) revelan que estos motivos son esenciales para la produccion del

pilus, propagacion de plasmidos y transferencia de ADN.

La actividad ATPasa de diferentes homdlogos ha sido dificil de demostrar in vivo, ya
gue distintos autores han obtenido resultados contrarios que apuntaban tanto a su capacidad
para hidrolizar ATP como a la ausencia de ésta [16, 82, 91]. Sin embargo, estudios de

caracterizacidén bioquimica de TrbE, asi como de TrwK (R388), sugieren que ambas proteinas

carecen de la capacidad para hidrolizar ATP o GTP [82].
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Figura 1.18. Alineamiento de los motivos Walker A y B en las VirB4 y su localizacion en su estructura.

(A) Alineamiento de los motivos cataliticos Walker A y Walker B en distintas VirB4 mostrando su alto grado de
conservacion.

(B) Localizacion de los motivos Walker A y B (violeta) en la estructura cristalografica de TrwB, en el modelado del

VirB4cqp de A. tumefaciens y superposicion de ambas (cian y amarillo). Modificada de [50].
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1.5.4. Interaccion de VirB4 con otros miembros del T4SS

La ubicacién de las VirB4 en el sistema y su asociacion con la membrana interna,
sugiere posibles interacciones, tanto funcionales como estructurales, con otros miembros del

sistema.

Analisis en A. tumefaciens, revelan una interaccién directa con VirB8 y VirB10 [43].
Atendiendo a estos resultados, VirB4 podria intervenir en la estabilizacion de VirB8 mediando
la incorporacién de los componentes del pilus conjugativo VirB5 y VirB2 [43]. Utilizando
pldsmidos deletéreos en la produccién de VirB4 se ve reducida en gran medida la aparicion de
VirB3 y VirB8. Sin embargo, la expresidn en trans de VirB4 y VirB4y,39z, mutante en el Walker A,
restaura los valores de expresion de VirB3 y VirB8 [89]. Por otra parte, la ausencia de VirB4 o
su mutacién en el motivo Walker A, impide la deteccion de VirB6, VirB8, VirB2 y VirB9 [29].
Estos datos sugieren que el sitio activo de VirB4 es esencial para la transferencia del sustrato,
pero no para la formacidn del pilus. Otros estudios también describen interacciones de VirB4
con VirB1, VirB8 y VirB10. Esto, unido al hecho de que es una de las primeras proteinas en
aparecer durante el proceso de formacion del sistema, le da un papel de nucleacién del T4SS

[90].

Atendiendo a estos estudios, se ha postulado una secuencia de interacciones que
podria ser compatible con un posible papel de la proteina en el proceso de formacion del pilus
en A. tumefaciens. En dicho modelo, VirB4 interaccionaria con VirB6 y VirB8. Después
interaccionaria con VirB11 y ayudaria a VirB4 a transportar el ADN a través del canal [53].
Ensayos de interaccion mediante doble hibrido en A. tumefaciens sugieren secuencias en el
CTD de VirB4 (entre los residuos 400 y 500) y en el NTD de VirB11 (residuos 1-110) implicadas

en su interaccién [53] (Fig. 1.19).
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— VirB11(344)

i 443 564 g
o) VirB4(789)

Figura 1.19. Posibles dominios de interaccion entre VirB4 y VirB11.

Representacion de la estructura hexamérica de VirB11 y del CTD de VirB4, con su posible zona de interaccion. En
verde azulado, el mapeado mediante la técnica de doble hibrido de los aminoacidos propuestos en VirB4 para su
interaccidn. En azul, el mapeado del NTD de VirB11. Modificada de [53].
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1.5.5. Estructura

La estructura de las proteinas VirB4 auln se desconoce, ya que se han resistido a
extensos esfuerzos de cristalizacidon en varios de sus homdélogos. El modelado atémico de la
proteina revela un alto grado de homologia estructural del CTD con las proteinas VirD4.
Concretamente, utilizando la estructura cristalogréfica de TrwB de R388 (1e9r.pdb) como
molde para efectuar el modelado informatico de la proteina [48, 53] (Fig. 1.20). Ademas de
con TrwB, los programas de modelado estructural encuentran también altos valores de

similitud con FtsK.
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Figura 1.20. Analisis estructural y relaciones filogenéticas de las VirB4.

(A) Modelado estructural mediante molecular threading de VirB4cp de A. tumefaciens usando como referencia la
estructura cristalografica de TrwB (1e9r.pdb). Tomada de [50].

(B) Diagrama de la topologia de diversas p-loop NTPasas en el cual se incluye a las VirB4 en la superfamilia
HerA/FtsK. Tomada de [78].

Por el contrario, no se han observado similitudes estructurales fiables del NTD con
ninguna proteina o dominio cristalizado. No obstante, se han llevado a cabo aproximaciones
mas indirectas para conocer su estructura, como por ejemplo, utilizando TraB de pKM101.
Dicha proteina entera, asi como sus dominios N y C-terminal, han sido analizadas mediante
SAXS (Small Angle X-ray Scattering), obteniendo una estructura constituida por dimeros en los
tres casos, por lo que se ha especulado que mondmeros extendidos interaccionarian

"abrazdndose" entre si [87].

35



1. Introduccidén

Atendiendo a la similitud estructural entre el dominio CTD de las VirB4 y TrwB o
FtsKcrp, se han realizado estudios filogenéticos de las VirB4 en los que aparecen altamente
relacionadas con translocasas de ADN de cadena simple y doble de la familia RecA, implicadas
en diferentes funciones bioldgicas (segregacién cromosdmica, esporulacidon o conjugacién) [77,

78], (Fig. 1.21).
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Figura 1.21. Estudio filogenético de la superfamilia HerA/FtsK.
Las lineas horizontales representan las dos transiciones mds importantes en la evolucidn. Los linajes bacterianos
estan representados en rojo, los de arqueas en azul y los viricos en verde. Tomada de [78].

Resulta interesante que, al igual que las VirB4, el tamafio y la topologia de las
proteinas de la familia FtsK/SpolllE son altamente variables, pudiendo poseer dominios
transmembrana en su extremo N-terminal. La posesién de diferentes dominios, tanto en su
NTD como en su extremo C-terminal, podria ser la caracteristica que haria divergir, tanto en su
localizacién celular, como en su funcién y su unién a diferentes sustratos, a los miembros de la

familia HerA/FtsK de las VirD4 y VirB4 (Fig. 1.22).
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Proceso Transporte
FtsK_Pa Division celular ADNcd
SftA_Bsub | Division celular ADNcd
TraB_pSH1 Conjugacion bacteriana | ADNcd
TrwB_R388 Conjugacion bacteriana | ADNcs
TrwK_R388 I | Conjugacion bacteriana | Proteina
CagE_Hpy! [ 1 [ 1 Infeccién bacteriana | Proteina

CagENirB4

Figura 1.22. Estructura de los dominios de translocadores de proteinas y ADN asociados a membrana.

Comparacion esquematica entre FstK de P. aeruginosa, SftA de Bacillus subtilis, TraB del plasmido pSVH1 de Streptomyces
venezolae, TrwB del plasmido R388, y TrwK y CagE, homdlogos de VirB4 en R388 y H. pylori, respectivamente.

Panel superior: las barras negras, hélices transmembrana del segmento N-terminal obtenido mediante el predictor
TMHMM, el dominio motor comun a todas las proteinas esta coloreado en gris. Los transportadores de ADN de cadena
doble contienen un CTD con el motivo helix-turn-helix (HTH), el cual estd ausente en TrwB. Las proteinas VirB4 presentan un
dominio diferente en su extremo C-terminal, formado por tres a-hélices (3HD).

Panel inferior: comparacién de la estructura cristalografica de FtsKcrp, TraB, TrwB y del modelado estructural de VirB4crp.
Tomada de [77].
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2. Objetivos

2. OBJETIVOS

2.1. Caracterizacién bioquimica y funcional de TrwK.

2.2. Estudio de los mecanismos de regulacion de la actividad de TrwK.

2.3. Estudio comparativo a nivel estructural, bioquimico y filogenético de TrwK y TrwB para

establecer posibles relaciones evolutivas entre TrwK y translocadores de ADN.

2.4. Resolucién de la arquitectura estructural de TrwK mediante microscopia electrénica.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Cepas y plasmidos usados en este estudio

Plasmido Descripcion Fenotipo Referencia
pET3a Vector de expresion Ap®, Cm® Rep (pMB8) [92]

pET28a Vector de expresion Km"®, Rep (pMB8) [93]

R388 Plasmido conjugativo ST TpR, Tra®, IncW [94]

R6K Plasmido conjugativo ApR, Sm® Tra®, IncX [95]
pSU4133 pSU1425::Tn5tacl en trwk Km", Tp® [55]

pMEC1 pET3a::trwBAN70(W216A) Ap®, Rep (pMB8) [46]
pSU4637 pET3a::trwBAN70 Ap®, Rep (pMB8) [69]
pSU4639 pET3a::trwBAN70(K136T) Ap®, Rep (pMB8) [69]

pJRO1 pET3a::trwD Ap®, Rep (pMB8) [49]

pSAN1 pET3a::trwk Ap®, Rep (pMB8) [48]

PSAN2 pET28a::trwkK Km"®, Rep (pMB8) Este trabajo
pPSAN3 pET3a::trwK(K457T) Ap®, Rep (pMB8) [48]

pSAN4 pET3a::trwK(D654A) Ap®, Rep (pMB8) [48]

pSANS5 pET3a::trwK 413-772 Ap®, Rep (pMB8) Este trabajo
pSANG6 pET28a::trwK 413-772 Km®, Rep (pMBS) Este trabajo
pSAN7 pET3a::trwkK_A402 Ap®, Rep (pMB8) Este trabajo
pSANS8 pET28a::trwK_A402 Km®, Rep (pMB8) Este trabajo
pSAN9 pET3a::trwk 413-823 Ap®, Rep (pMB8) Este trabajo
pSAN10 pET28a::trwK_413-772(D654A) Km®, Rep (pMB8) Este trabajo
pSAN11 pET3a::trwK_1-772 Ap®, Rep (pMB8) Este trabajo
pSAN12 pET3a::trwK_1-772(D654A) Ap®, Rep (pMB8) Este trabajo
pSAN13 pET28a::trwK _1-772 Km®, Rep (pMBS) [51]
pSAN14 pET28a::trwK_1-772(D654A) Km®, Rep (pMBS) Este trabajo
pSAN15 pET3a:trwk_1-787 Ap®, Rep (pMB8) [51]
pSAN16 pET3a::trwK_1-801 Ap®, Rep (pMB8) Este trabajo
pPSAN17 pET28a::trwK_1-787 Km®, Rep (pMB8) Este trabajo
pSAN18 pET28a::trwK_1-801 Km"®, Rep (pMBS) [51]
pSAN19 pET28a::trwK 413-823 Km"®, Rep (pMB8) Este trabajo
pPSAN20 pET3a::trwM+trwkK Ap®, Rep (pMB8) Este trabajo
pSAN21 pET3a::trwM-trwkK Ap®, Rep (pMB8) Este trabajo
pSAN30 pET3a::trwK(D576A D578K) Ap®, Rep (pMB8) Este trabajo
pSAN40 pET3a::trwK_178-823 Ap®, Rep (pMB8) Este trabajo
pSAN41 pET28a::trwK_178-823 Km®, Rep (pMB8) Este trabajo
pSAN42 pET3a::trwK_1-375 Ap®, Rep (pMB8) Este trabajo
pPSAN43 pET28a::trwK_1-375 Km"®, Rep (pMBS) Este trabajo
pSAN44 pET28a::trwK_1-413 Km"®, Rep (pMB8) Este trabajo

Tabla 3.1. Plasmidos usados en este estudio.
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Cepa Genotipo Referencia
C41(DE3) F- dcm ompT hsdS (rB- mB-) gal \ (DE3) [96]

DH5a F-supE44lacU169(f80lacZDM15) hsdR17 recAlendAl | [97]

gyrA96 thi-1 relAl

BL21(DE3) F- ompT hsdS- gal (DE3) [98]
D1210 F- recA hspR hsdM rpsl Laglg [99]

DY380 A\cl857 (cro-bioA) tet (DH10B) [100]
UB1637 F- lys his trp rpsL recA56 [101]
C43(DE3) F- dcm ompT hsdS (rB- mB-) gal \ (DE3) [96]

Tabla 3.2 Cepas usadas en este estudio.
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3.2. Técnicas de clonaje y crecimiento celular

3.2.1. Medio de crecimiento y agentes de seleccién

Para el crecimiento de cultivos bacterianos fue usado el medio Luria-Bertani (LB) (10
g/l triptona, 5 g/l extracto de levadura, 5 g/l NaCl) suplementado con agar 1.5 % (p/v) para
cultivos sélidos. En el caso de crecimiento selectivo, los antibidticos usados fueron: acido
nadilixico (Nx) 25 pg/ml (Sigma-Aldrich), ampicilina (Ap) 100 pg/ml (Britapén Beecham),
cloranfenicol (Cm) 25 pg/ml (Sigma-Aldrich), estreptomicina (Sm) 300 pg/ml (CEPASA),
kanamicina (Km) 25 pg/ml (Sigma-Aldrich) y trimethoprim (Tp) 10 mg/I (Sigma-Aldrich).

3.2.2. Extraccidén y purificacion de ADN

Para la extraccion de ADN plasmidico se utilizé el kit comercial QlAprep Spin Miniprep
Kit (QIAGEN). En el caso de la purificacién de fragmentos de ADN obtenidos mediante PCR, el
GenElute PCR Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich). En la extraccién de ADN de geles de agarosa, el kit

GenElute Agarose Spin Columns (Sigma-Aldrich).

Las concentraciones de ADN obtenidas para cada uno de los casos fueron medidas con

el espectrofotometro NanoDrop ND-1000.

3.2.3. Preparacion de células competentes

Se crecieron 10 ml de un indculo de células en LB a 37 °C o/n. Se llevaron a un volumen
de 200 ml de medio fresco (dilucion 1/20) y se crecieron hasta una densidad dptica entre 0.5y
0.7 a 600nm. Se incubaron en hielo 30 min y se centrifugaron 15 min a 5000xg, a 4 °C. Las
células se resuspendieron en el mismo volumen de agua MiliQ estéril y se centrifugaron en las
mismas condiciones. Se repitié dos veces el Ultimo paso. Finalmente, se resuspendié el pellet
en el mismo volumen de agua MiliQ con glicerol al 10 % (p/v). Se repitid la centrifugacion y se
descarté el sobrenadante dejando 1 ml para resuspender las células. Se alicuotaron las células
en fracciones de 60 ul congeladas en un bafio de hielo seco con etanol y se almacenaron a -80

°C.
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3.2.4. Construccion de mutantes

3.2.4.1. Digestion

Este proceso se llevd a cabo en el caso de la extraccion de genes de un vector de
clonaje para insertarlos en otro distinto. Se usaron las enzimas compatibles con los dos
vectores para digerirlos. El inserto digerido se ligaba con el vector de destino. En la mayoria de
los casos, el cambio se produjo desde el vector pET3a al pET28, creando los nuevos plasmidos

por digestion directa con las enzimas Ndel y BamHI.

3.2.4.2. PCR

Este proceso se llevd a cabo en el caso de extraer un gen de su plasmido salvaje para
ser insertado en vectores de expresiéon y clonaje. Para genes que fuesen de una dimensién
cercana a las 1000 pb, se usd una sola PCR afadiendo, en la secuencia de ambos
oligonucledtidos, las dianas de restriccion especificas para su insercion en el plasmido

deseado.

3.2.4.3. Doble PCR

En genes de longitud mayor a 1000 pb, se usaron dos reacciones de PCR. En la primera,
se originaba un fragmento de PCR con los oligonucleétidos situados uno al principio del gen y
otro en la zona intermedia. Este fragmento de PCR seria usado como oligonucleétido de inicio,
junto con el oligonucleétido de la zona terminal del gen, para amplificar de esta manera el gen
entero. Para la creacién de mutaciones puntuales en zonas especificas de un gen, se seguia la
estrategia de dos reacciones de PCR, generando en la primera las mutaciones deseadas,

usando oligonucleétidos con dichas mutaciones.

Tras obtener el fragmento de ADN deseado, se ligaba en el vector requerido. Una vez
inactivada la ligasa, se procedia a la microdialisis del ADN mediante filtros de 20 um de poro
(Amersham) para disminuir la concentracién de sales. Posteriormente, el pldsmido con el
inserto deseado se electroporaba en células competentes (Micropulser BIORAD). El resultado
de la electroporacion se llevaba a un mililitro de medio LB fresco y se incubaba durante una
hora a 37 °C en agitacion para que las células expresasen sus genes de resistencia. Un volumen
de 100 pl de dicho medio se cultivaba en placas de LB con el antibidtico de seleccién para cada
pldsmido y cepa.
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Nombre Secuencia

TrwK ini TATCATATGGGGGCAATTGAATCCC
TrwK fin TTTGGATCCTCATACGTCGCTCCTTTCG
TrwK 412ini TGTCATATGGCGGTCACGATTCTCAAG
TrwK 413ini TTGGAGGCATATGGTCACGATTCT
TrwK 442ini TGTCATATGCTGCTCGGTAACACCA
TrwK Phe600ini TTCGACAACCCGACTGATGCC
TrwKdelta400 TAATCATATGTCGGGCAAGCCGACT
TrwKdelta400ini(2) TATCATATGCATAATTTCATGTCGGGCAAG
NotITrwK TGGCAATGGCGGCCGCGTC

PilX3 ini GCGTACACCGGTCATGATC

PilX4 ini TGCCCATATGAGTACCGTTTTTAA

Agel K677A GTGGACAATCATATGAAGCTG

TrwK_K458T_rev

GCAGCACCGTGGTACCGGAGCT

TrwK_K458A_rev

GCAGCACCGTGGCACCGGAGCT

TrwK_D654A_rev

TCCAGAACTCGGCAAACACGTACA

TrwK_E655A_rev

GGCTTCCAGAACGCGTCAAACACG

TrwK770fin TCAGGATCCACCGTCTCACCATCGA
TrwKfin772rev TTTGGATCCTCACGTCTCACCATCGA
AgelTrwK_rev ATCATGACCGGTGTACGCGCTTCGG
K457A_Rev GCAGCACCGTTGCACCGGAGCT
K677A_Rev CGTTTTGCGCACGGATGG
PilX4fin_fusion TTTGGATCCTTATTTGATCCACGG
PILX4 Final GGATCCTATTTGACTCCACGG
TrwK_787_fin TAAGGATCCCGTGCCCGACAGCAC
TrwK_801_fin TTTGGATCCGACTTCGGCAATAATG

TrwK_Leu375STOPrev

TCATGGATCCTCACAGTTGCGCC

TrwK_1-413fin

TTGGGGGCCTAGGATCCCGATTCT

Tabla 3.3. Oligonucleétidos usados para la creacion de los distintos mutantes.
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3.2.5. Ensayos de conjugacion

Para realizar dichos ensayos, se eligiieron UB1637 como cepa receptora, y D1210 o
DH50 como cepas donadoras. Los plasmidos requeridos eran electroporados en bacterias
donadoras que contenian los plasmidos R388 y/o pSU4133, una variante de R388 deletérea en
la produccion del gen trwK. A su vez, a estas bacterias donadoras se les electroporaba un

pldsmido pET3a con las construcciones deseadas.

En los ensayos de complementacion, se usaron distintos plasmidos (pET) con varias
construcciones de la proteina, electroporadas en los donadores con pSU4133 para determinar
la capacidad de dichas construcciones de complementar la actividad de TrwK durante la

conjugacion.

Para los ensayos de dominancia negativa, las células en las que se electroporaban las

diferentes construcciones de trwK, contenian el plasmido R388 salvaje.
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3.3. Técnicas bioquimicas

3.3.1. Western blot

Las muestras de proteinas se corrieron en geles desnaturalizantes con SDS. Las
proteinas se transfirieron de los geles a membranas de nitrocelulosa durante 1 h a un
amperaje constante de 400 mA. Para testar la eficiencia de la transferencia se tifid la
membrana con rojo ponceau. La membrana se bloqued en presencia de leche al 10 % (p/v)
diluida en TBS-T (Tris-buffered saline + Tween), a temperatura ambiente durante 1 h con el fin
de evitar las uniones inespecificas de los anticuerpos a la membrana. Posteriormente se
afiadio el anticuerpo primario, en 1 % (p/v) de leche en TBS-T, en diferentes diluciones,
dependiendo de la naturaleza de la muestra (proteina purificada o extracto celular) y de la
eficiencia del anticuerpo. El tiempo de incubaciéon del anticuerpo varié también en funcion de
su eficiencia y de la temperatura de incubacién, desde 1 h hasta o/n. Finalmente, se afiadio el
anticuerpo secundario y se incubd durante 1 h a temperatura ambiente y a concentraciones
entre 1:1000 y 1:10000. Para anticuerpos conjugados con reactivo peroxidasa, se le usd el
reactivo ECL (ECL Western Blotting Analysis System Amersham Biosciences) y se analizé su
sefial con peliculas fotogréficas. En el caso de anticuerpos conjugados con fluoréforos (Donkey
anti-rabbbit IR-Dye 800 y 680 CW), se analizaron usando el escaner Odyssey (LI-COR

Biosciences).

3.3.2. Purificacion de anticuerpos a partir de suero de conejo

Se cargd un SDS-PAGE con la maxima cantidad de antigeno posible (proteina
purificada). Se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa y se tifieron las bandas con rojo
ponceau para cortarlas e introducirlas en un tubo estéril. Se anadié PBS-T (Phosphate Buffered
Saline + Tween) en 10 % (p/v) de leche en polvo y se incubd 2 h a temperatura ambiente (6 4
°C o/n). Se lavd 5 min con PBS-T y se repitié cuatro veces el lavado. Se afiadié un volumen de
suero de conejo por cuatro volumenes de PBS-T y se incubd 2 h a temperatura ambiente (6 4
°C o/n). Se lavd 5 min con PBS-T y se repitié cuatro veces el lavado. Se afiadié a la membrana
400 pl de glicina 100 mM pH 2.5 e incubd 10 min. Se mezclé el eluido de glicina con 50 ul de
Tris pH 1 M 8.0. Se repitieron los pasos de lavado con glicina cuatro veces. Se comprobaron las

fracciones obtenidas mediante western blot.
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3.3.3. Tincién de plata

Para la fijacién, el gel se incubé con 400 ml de una solucion de 40 % metanol y 10 %
acido acético (v/v) durante 30 min. Se cambidé al mismo volumen de una solucién con 10 %
etanol y 5 % acido acético (v/v) durante 15 min. Se repitio el Gltimo paso. Se retird la solucién
fijadora y afiadieron 200 ml de reactivo oxidante, con el cual se incubd durante 3 min. Se lavé
con 400 ml de agua desionizada durante 5 min. Se repitio tres veces el lavado y se afiadieron
200 ml de la solucién de plata durante 20 min. Se lavd con 400 ml de agua desionizada durante
1 min y afiadié el revelador, 200 ml, durante 30 s. Se lavd con revelador durante 5 min dos

veces. La reaccidn de pard con 400 ml de acido acético 5 % (v/v).

3.3.4. Purificacion de proteinas

3.3.4.1. Proteinas solubles

La expresion de las proteinas fue inducida mediante la adicién de 1 mM de IPTG
(isopropyl-R-D-thiogalactopyranoside) cuando el cultivo estaba a una densidad éptica a 600nm
de 0.6. Tras 6 h de induccidn, las células fueron recogidas y resuspendidas en 20 ml de un
tampdn con 20 mM espermidina, 200 mM NaCl, y 1 mM EDTA, para ser almacenadas a -20 °C.
Las células se descongelaron y resuspendieron en un tampdén con 50 mM Tris pH 7.6, 10 %
sacarosa, 5 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 0.01 % PMFS, 240 pl de benzamidina 0.5 M y una pastilla
de mezcla de inhibidores (complete EDTA-free, Roche). Las células fueron lisadas con 100 pl de
lisozyma 0.2 g/l y se agitaron 10 min en hielo. Este paso se repitié dos veces. Posteriormente
se afiadieron 20 ml de un tampdn con 50 mM Tris pH 7.6, 1 M NaCl, 2 mM MgCl,, 0.1 mM
EDTA, v 0.6 % (p/v) Tritdbn X-100. La mezcla fue agitada 10 min en hielo, sonicada y
ultracentrifugada a 120000 xg. El sobrenadante de la ultracentrifugacidon fue diluido cuatro
veces en un tampdn con 50 mM Tris pH 7.6, 2mM MgCl,, 0.1 mM EDTA, 0.001 % PMFS y 50
mM de NaCl, para llegar a una concentracién total de 125 mM NaCl. La muestra se cargd en
una columna SP-Sepharose (5 ml) (Amersham Biosciences). Se recuperd el volumen que no se
pega a la columna. Posteriormente la muestra fue diluida en el mismo tampdn hasta alcanzar
una concentracion de 83 mM NaCl. Dicho volumen fue cargado en una columna Q-Sepharose
(5 ml) ( Amersham Biosciences). La muestra quedd retenida en la columna. Para eluirla se hizo

un gradiente en veinte volumenes de columna (GE-Healthcare) de 0-40 % de tampdn “B” (50
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mM Tris pH 7.6, 2mM MgCl,, 0.1 mM EDTA, 0.001% PMFS y 1 M de NaCl ) usando un AKTA
purifier. Las muestras enriquecidas en la proteina aparecen entre 200 y 300 mM de NaCl.
Dichas muestras fueron cargadas en una segunda columna Q-Sepharose siguiendo un
gradiente de 0-20 % de tampon “B” en dos volumenes de columna, de 20-40 % en 20
volimenes de columna y de 40-100 % en dos volimenes de columna. Las muestras
enriquecidas en la proteina fueron concentradas en un centrikon (Amicon Ultra. Millipore)
hasta un volumen final de 500 ul e inyectadas en una columna de tamizado molecular
Superdex 200 HR 10/30 (Amersham Biosciences) equilibrada anteriormente en un tampén 50
mM Hepes pH 7.2, 150 mM NaCl, 2mM MgCl,, 0.1 mM EDTA y 10 % glicerol. Las muestras

obtenidas fueron alicuotadas y conservadas a -80 °C.

3.3.4.2. Proteinas con colas de histidinas

En el caso de las proteinas clonadas con colas de histidinas, las condiciones de lisado
fueron las descritas en el apartado anterior. Una vez ultracentrifugada la muestra, el volumen
fue llevado a 50 mM de imidazol. Dicho volumen fue cargado en una columna Ni-His Trap
(Amersham Biosciences) previamente equilibrada con un tampdn con 50 mM Tris pH 7.6, 2
mM MgCl,, 0.1 mM EDTA, 0.001 % PMFS, 50 mM imidazol y 200 mM NaCl. Las muestras
fueron eluidas siguiendo un gradiente de ocho volimenes de columna con un tampén “B” que
contenia 50 mM Tris pH 7.6, 2 mM MgCl,, 0.1 mM EDTA, 0.001 % PMFS, 500 mM de imidazol y
200 mM NacCl. Las muestras enriquecidas con la proteina eluian a una concentracién entre 200
y 300 mM de Imidazol. Dependiendo de su pureza, la proteina era diluida hasta 50 mM de
NaCl en un tampdn con 50 mM Tris pH 7.6, 2 mM MgCl,, 0.1 mM EDTA, 0.001 % PMFS, cargada
en una columna Q-Sepharosa y eluida en un gradiente de sal de ocho voliumenes de columna
con un tampdén con 50 mM Tris pH 7.6, 2 mM MgCl,, 0.1 mM EDTA, 0.001 % PMFSy 1 M de
NacCl.

Las muestras enriquecidas en la proteina de interés fueron concentradas en un centrikon
(Amicon Ultra. Millipore) y cargadas en una columna de tamizado molecular Superdex 200 HR
10/30 (Amersham Biosciences) equilibrada anteriormente en un tampén 50 mM Hepes pH 7.2,
150 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 0.1 mM EDTA y 10 % glicerol. Las muestras obtenidas fueron

alicuotadas y conservadas a -80 °C.
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3.3.4.3. Proteinas que forman cuerpos de inclusion

En el caso de las proteinas que formaban cuerpos de inclusidn, el paso de lisado era el
descrito anteriormente, exceptuando el paso de la ultracentrifugacién. Una vez lisadas las
células, se centrifugaron a 5000 xg durante 10 min, para desechar las células que no se habian
roto. Una posterior centrifugacidn a 27000 xg situaria a los cuerpos de inclusién en el pellet.
Dicho pellet se solubilizé en 40 ml de un tampdn que contiene 50 mM Tris pH 7.6, 6 M cloruro
de guanidinio, 0.1 mM EDTA, 50 mM imidazol y 200 mM NaCl. La muestra, previamente
sonicada, se cargd lentamente en una columna Ni His-Trap equilibrada con el anterior tampdn
de solubilizacién. La columna se llevd a un tampdn igual que el anterior, sin cloruro de
guanidinio, retirdndolo gradualmente hasta llegar a eliminarlo de la columna y favoreciendo
asi el correcto plegamiento de la proteina aun anclada a la columna. Posteriormente, la
columna se llevé a un tampdn con 500 mM de imidazol para eluir la proteina. Las muestras
enriquecidas en la proteina fueron cargadas en una columna de tamizado molecular Superdex
200 HR 10/30 (Amersham Biosciences) equilibrada en un tampdén 50 mM Hepes pH 7.2, 150
mM NaCl, 2 mM MgCl,, 0.1 mM EDTA y 10 % glicerol. Las muestras obtenidas fueron

alicuotadas y conservadas a -80 °C.

3.3.5. Fraccionamiento de membranas

Las células se resuspendieron en un tampdn con 50 mM Tris pH 7.6, 10 % sacarosa, 5
mM MgCl,, 1 mM EDTA y 0.01 % PMFS. En el proceso de lisis se afiadieron 100 pl de lisozima
(0.2 g/1) a las células, agitando en hielo 10 min, y repitiendo este paso dos veces. Un volumen
igual de agua pura se afiadié lentamente sin dejar de agitar, para romper las células por
6smosis [102]. De esta manera, se previene la total destruccion de las fracciones de

membrana.

La muestra se ultracentrifugd a 200.000 xg durante 40 min. El pellet, que contiene la
fraccién de membrana, se resuspendié en un tampdén 50 mM Tris pH 7.6, 5 mM MgCl,, 1 mM
EDTA, 0.01 % PMFS y 2 % SDS y se ultracentrifugd en las mismas condiciones. En este caso, el
sobrenadante estard enriquecido en proteinas de membrana, ancladas y/o asociadas a

membrana.
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3.3.6. Ensayos de retardos de ADN

Formacion del sustrato G4 intermolecular. El oligonucleétido 45-mer
(TCGCCACGTTTCGCCGTTGCGGGGGTTTCTGCGAGGAACTTTGG), diluido a una concentracion de
300 pM, fue incubado o/n a 60 °C en un tampdn 50 mM PIPES pH 6.2, 50 mM NaCl, 5 % glicerol
y 150 mM NaAc. La mezcla fue incubada a 37 °C un dia y enfriada hasta temperatura ambiente

durante 2 h. La formacién del G-quadruplex fue confirmada por cromatografia de filtracidon en

gel.

Marcaje del ADN. El sustrato formado, a una concentracion de 200 uM, fue diluido 100
veces en su propio tampdn de formacidon hasta lograr una concentracion final de 2 pM.
Posteriormente fue marcado con ATP radiactivo mediante la T4 quinasa: 9.6 ul G-quadruplex
(para 1 pM final) 2 pl y*2-ATP* (6000 Ci/mmol) (Amersham Biosciences), 1 ul T4 PNK, 2 pl
tampon quinasa y 5.4 pl agua desionizada (DWE), para un volumen final de 20 pl. La mezcla se
incubd 1 h a 37 °Cy 20 min a 65 °C para inactivar la quinasa. Se afiadieron 30 pl de DWE y se
pasaron por una columna “Micro Bio-Spin™ 6 Chromatography Columns” (BioRad) para

eliminar el ATP radiactivo no incorporado.

Mezcla de reaccion. Se diluy6 el ADN G-quadruplex 1/100 en su tampdn de formacion,
hasta llevarlo a 10 nM. Se diluyé después en una mezcla de reaccién que contiene 25 mM
PIPES pH 6.45, 25 mM NaCl, 1 mM DTT, 50 pg/ml BSA y 3 % glicerol, hasta una concentracién
final de 0.5 nM de ADN.

Carga en el gel. Para un volumen total de 20 ul se anadieron 18 pl de la mezcla de
reaccion y 2 pl de proteina. La concentracion de proteina dependera de la afinidad de ésta por
el sustrato. Antes de cargar el gel, se llevé a cabo un paso previo en el que el gel es sometido a
un voltaje de 150 V durante 10 min para evitar posibles impurezas en los pocillos que impidan
la correcta migracion de los complejos proteina-ADN. Todos los geles fueron preparados al 7
%. En el caso del sustrato G-quadruplex, la reaccidn se corrié en el gel a 150 V durante 3 h, y

durante 1 h en el caso de ADN de cadena simple.
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3.3.7. Ensayos de hidrdlisis de ATP

La capacidad de las proteinas para hidrolizar ATP se testd mediante un ensayo
acoplado. En este ensayo se acopla la hidrdlisis de ATP con la oxidacion del NADH. Es un
ensayo en el que el ATP no es limitante ya que se regenera mediante reacciones catalizadas
por las enzimas piruvato quinasa y lactato deshidrogenasa [103]. Las proteinas fueron
incubadas en 150 pl de un tampdn consistente en 50 mM PIPES pH 6.45, 75 mM KAc, 5% (p/v)
glicerol, 10 mM MgAc,, 1 mM NaAc, 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, 0.5 mM PEP, 0.25 mM NADH,
60 pg/ml piruvato quinasa, 60 pg/ml lactato deshidrogenasa y 5 mM ATP. En el caso de las
titulaciones de ATP, su cantidad varid en un intervalo entre 0.1 y 5 mM. Las reacciones
comenzaron con la adicidon de la proteina o, en los casos de proteinas que unen ADN, del
complejo ADN-proteina. La actividad fue medida por el descenso de absorbancia del NADH a

340 nM durante 10 min a 37 °C en un espectrofotdometro UV-1800 (Shimadzu).

3.3.8. Péptidos sintéticos

Para los ensayos de actividad ATPasa fueron usados distintos péptidos sintéticos
(Peptide-2.0 Chantilly, VA), en complementacién con la actividad de TrwK. Los péptidos
contenian los ultimos 21 aminodacidos de TrwK, 19 de la zona C-terminal de TrwC y los 20
ultimos de TrwL. Fueron disueltos en 50 mM PIPES-NaOH pH 7.0, en el caso de los péptidos de
TrwK y TrwC, y en 100 % de DMSO en el caso de TrwL, hasta una concentracion final de 10 mM

y fueron alicuotados y almacenados a -20 °C.

Péptido Secuencia
TrwK_802-823 GDDPAVWLPIFLDRVKAERSDV
TrwC_947-966 PAHDRQKAAREAERGMEAGR

Trwl_92-112 SIGVIIAGSAVQITAMLFT

Tabla 3.4. Péptidos sintéticos usados en los ensayos de inhibicion.
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3.3.9. Analisis por espectrometria de masas

Las bandas seleccionadas fueron escindidas manualmente del gel y sometidas a
digestién con tripsina (Roche, Basel, Switzerland) de acuerdo con el método de [104] con
modificaciones. Las muestras fueron analizadas mediante espectrometria de masas en
cromatografia liquida (LC-MS/MS). Los espectros fueron adquiridos usando un espectrometro
de masas Q-Tof Micro (Waters, Milford, MA) interconectado con un sistema de cromatografia
capilar CapLC (Waters). Alicuotas de 8 ul fueron cargadas en una columna Symmetry 300 C18
NanoEase Trap (Waters) conectada a una columna XBridge BEH130 C18 (Waters) equilibrada
en 5 % acetonitrilo y 0.1 % acido formico. Los péptidos fueron eluidos en un gradiente lineal de
10 a 60 % de acetonitrilo directamente sobre un emisor NanoEase (Waters). El espectro
obtenido fue procesado usando el servidor ProteinLynx (Waters) y buscado en la base de datos

del NCBI, usando el motor de busqueda MASCOT (Matrixscience).

3.3.10. Analisis de interacciones TrwK-TrwB mediante cross-linking

Concentraciones de 125 pM de ambas proteinas fueron incubados durante 30 min con
el agente cross-linker (ethylene glycol-bis succinic acid N-hydroxysuccinimide ester) (Sigma-
Aldrich) y cargadas en una columna de filtraciéon en gel Superdex 200 HR 10/30 (Amersham
Biosciences) equilibrada con 50 mM Pipes pH 6.5, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl, y 0.1 mM EDTA.
Las muestras fueron corridas en un gel SDS-PAGE transferidas a una membrana de
nitrocelulosa e incubadas con anticuerpos anti-TrwK y anti-TrwB (conejo). Las imagenes fueron
obtenidas tras la incubacién con anticuerpos secundarios IRDye anti-conejo IgG (cabra), a 800

nm para TrwB y 680 nm para TrwK, usando un escaner Odyssey (LI-COR Biosciences).
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3.4. Microscopia electrénica

Alicuotas de proteina purificada (0.1-0.5 mg/ml) fueron aplicadas sobre rejillas de
cobre cubiertas de carbono, activadas previamente a la aplicacion de la muestra (Glow
discharge EMITECH K100X). Las muestras fueron tefiidas con acetato de uranilo 2 % (p/v). Las
micrografias fueron tomadas a una magnificacion de 60000X en peliculas Kodak SO-163
usando un microscopio electrénico de transmisién JEOL 1200EX-Il, operando a 100 kV. Las
micrografias fueron digitalizadas en un escaner Zeiss SCAl a 14 A de resolucién, con un valor

final de muestreo de 4.66 A/pixel.

Para la localizacion del extremo N-terminal de TrwK, las proteinas fueron incubadas
con particulas de oro de 5 nm conjugadas con Ni-NTA-Nanogold (Nanoprobes), en una relacion
1:10 de hexamero de TrwK:Ni-NTA-Nanogold durante 30 min y aplicadas sobre las rejillas de
cobre como en el apartado anterior. Las micrografias fueron tomadas a una magnificacion de
150000X en una cdmara GATAN modelo ORIUS SC 1000 CCD usando un microscopio
electrénico de transmisién JEOL JEM-1011 operando a 80 kV, con un valor final de muestreo

de 6.4 A/pixel.

Las particulas seleccionadas fueron extraidas y normalizadas usando el programa de
procesamiento de imdagenes XMIPP [105]. El alineamiento y clasificacion de particulas se
realizd mediante métodos de méxima verosimilitud [106]. Para determinar la simetria de las
particulas, se calculé el espectro rotacional de imagenes [107]. Para analizar la variabilidad de
las imagenes se usd un algoritmo basado en una red neuronal de auto-organizacién (self-
organizing map “SOM”) [108, 109]. Los volimenes de referencia usados en las
reconstrucciones 3D fueron obtenidos mediante el programa EMAN [110], hasta
qgue un volumen con la forma general del conjunto de medias de particulas se hiciera evidente.
Para las subsecuentes iteraciones de refinamiento angular por retro-proyecciones de los
volumenes resultantes en cada iteracion, se usé el programa XMIPP [105]. La resolucidn del
volumen obtenido fue estimada usando el método de Fourier Shell Correlation [111]. Los
volumenes finales obtenidos, fueron posteriormente filtrados atendiendo a los valores de

resolucion calculados.
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3.5. Modelado estructural

Para obtener informacion acerca de las caracteristicas estructurales de TrwK se
llevaron a cabo predicciones de estructura secundaria usando el programa Psi-Pred [112]. Para
estudios de modelado de estructura terciaria, se usaron diferentes programas de prediccidén de
estructura: Phyre [113] y Modeller [114]. Los resultados obtenidos de la prediccion de
estructura terciaria fueron contrastados con las predicciones de estructura secundaria para
testar su precisidon. Atendiendo a dicha comparacion y a los valores de confianza ofrecidos por
los distintos programas, fueron elegidos los modelos de estructura terciaria mas adecuados. En
el caso de todas las VirB4 analizadas, los modelos con mejores valores fueron los que usaban

como molde a las translocasas de ADN TrwB (1e9r.pd) y FtsK (2iuu.pdb).

Para la visualizacion y andlisis de los modelos se usé el programa Pymol [115] y para el
alineamiento y ajuste con otras estructuras de referencia (TrwB y FtsK) y la construccion de

hexdameros de TrwK, el programa Chimera [116].

3.6. Analisis bioinformaticos

Se han usado diferentes paquetes de programa para analisis y tratamiento de secuencias,
prediccién de estructura de proteinas y tratado de éstas, analisis informaticos, matematicos y

graficos:

i. Analisis y tratamiento de secuencias de ADN: Vector Nti suite 10.0 (Advance database,
Invitrogen), Webbcutter, Primer3.
ii.  Andlisis matematico: Sigmaplot
iii.  Tratamiento de gréficos: Photoshop.
iv.  Analisis de microscopia electrdnica: (ver secciéon “Microscopia electrdnica”).

v.  Analisis de estructura de proteinas: (ver seccion “Modelado estructural”).
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4. RESULTADOS

4.1. Purificacidn y caracterizacion bioquimica de TrwK

La posible actividad ATPasa de las VirB4 ha sido estudiada por varios grupos en
diferentes homdlogos con resultados poco esclarecedores acerca de la capacidad de hidrolizar
ATP por parte de estas proteinas. Concretamente, estudios realizados con TrwK no han sido
capaces de demostrar actividad ATPasa en dicha proteina ni en su homdlogo en el plasmido RP4
(TrbE) [82]. En esta tesis se demuestra por primera vez la capacidad de TrwK para hidrolizar ATP.
Para ello se desarroll6 un nuevo protocolo de purificacién que permite obtener grandes
cantidades de proteina pura (Fig. 4.1). Con esta proteina se determind la actividad ATPasa de
TrwK (Fig. 4.2) mediante un ensayo acoplado que permite la regeneracion del sustrato ATP
[103]. Mediante estos ensayos se determinaron los pardmetros cinéticos de la actividad de TrwK
(Vmax» Km(ap) Y cOoperatividad), asi como el efecto de la variacién en diferentes rangos de pH y de

distintas sales.
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Figura 4.1. Purificacion de TrwK.
Calle a, lisado celular; calle b, material no unido a SP-Sepharose; calle c, elucién de Q-Sepharose; calle d, segunda
elucion de Q-Sepharose; calle e, elucidn de Superdex-200. MW kDa.
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Los valores obtenidos fueron: una V. de 48.4 nmol min™ mg'1 (Fig. 4.3A), una Ky s de
0.82 mM (K,, aparente de 0.7 mM) y un coeficente de Hill de 0.5 para valores menores de 1 mM
ATP y 0.75 para valores mayores (Fig. 4.3B). Este valor podria indicar una cooperatividad
negativa para la hidrdlisis del ATP si todos los sitios de unién fueran idénticos y la proteina

tuviera una Unica estructura cuaternaria.
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Figura 4.2. Actividad ATPasa de TrwK en diferentes rangos de sales y pH.
La actividad ATPasa fue medida en relacién al descenso de absorbancia del NADH a 340 nm en presencia de 75 mM
NaCl (b) o 75 mM KAc (c). El control negativo esta representado en a.

Debido a las bajas velocidades obtenidas en presencia de MgCl, y NaCl, las sales de
cloruro fueron sustituidas por las correspondientes sales de acetato (MgAc, KAc). En presencia

de estas sales, los valores de hidrdlisis de ATP se ven incrementados (Fig. 4.2, linea c).
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Figura 4.3. Andlisis cinético de la hidrdlisis de ATP por TrwK.
Los valores de hidrdlisis de ATP estan representados en funcién de la concentracidn de ATP (A).
La curva se ajusta a una ecuacion de Hill, teniendo dos tramos definidos con coeficientes distintos (B).
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Incrementando la concentracion de sales, la actividad se veia reducida un 50 % a 300
mM de sales de acetatoy a un 5 % a 600 mM (Fig 4.4A). En el caso de las sales de cloruro, a 75
mM sdlo se alcanza un 15 % de actividad con respecto a las mismas condiciones con sales de
acetato siendo practicamente indetectable a altas concentraciones (Fig 4.4A). Estos datos
sugieren que las sales de cloruro ejercen un efecto inhibitorio en la actividad de hidrdlisis de
ATP. De la misma manera, se estudid el efecto del pH en la actividad ATPasa. La velocidad
maxima se obtenia a valores de 6.5 y se observaba un efecto inhibitorio a valores menores de 6

y mayores de 7.5 (Fig. 4.4B).
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Figura 4.4. Caracterizacion del efecto del pH y las distintas sales en la actividad de TrwK.
(A) Actividad ATPasa en presencia de sales de acetato y de cloruro variando su concentracion.
(B) Valores de la actividad ATPasa en un rango de pH entre 5y 9.5.

Por otra parte, para excluir que dicha actividad ATPasa fuera causada por la existencia
de algun contaminante en la purificacidon se llevaron a cabo dos estudios: mutaciones en los
motivos Walker de la proteina y caracterizacién de la banda de la purificacién que aparece

debajo de TrwK, bandeando alrededor de 80 kDa (Fig. 4.1 calle e).
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4. Resultados

Las dos bandas que aparecen en la calle e de la figura 4.1 fueron extraidas del gel y

sometidas a una digestion con tripsina y analizadas por espectroscopia de masas. El péptido de

mayor tamano (94 kDa) fue identificado como TrwK (Fig. 4.5A) y la banda de masa aparente de

80 kDa como un péptido formado por la degradacion de TrwK (Fig. 4.5B). La comparacion de la

secuencia obtenida con las bases de datos revelaba que dicho péptido carecia de los primeros

aminoacidos de la regién N-terminal de TrwK, produciéndose un corte en la proteina en el

residuo Argl73.
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Figura 4.5. Andlisis por espectrometria de masas de TrwK purificada.
Las bandas obtenidas tras la digestion con tripsina fueron procesadas usando ProteinLynx Global Server vy
contrastadas con la base de datos del NCBI usando el motor de bdsqueda MASCOT. Las secuencias de aminoacidos
de masas aparentes de 94 kDa (Panel A) y 80 kDa (Panel B) fueron identificadas como fragmentos de TrwK. La
comparacion de las secuencias en los paneles A y B muestra que en B faltan péptidos en el N-terminal sugiriendo un
sitio de corte de la proteina en el aminoacido Argl73.
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4.1.2. Anadlisis de la mutacion en los motivos Walker Ay B

Para estudiar si la actividad ATPasa observable era la intrinseca de TrwK, se mutaron los
motivos Walker A y B, generando las variantes mutantes TrwK (K457T) y TrwK (D654A),
respectivamente. Dichas proteinas fueron purificadas y su actividad in vitro fue medida en las
mismas condiciones que la proteina salvaje, sin observar actividad alguna en el mutante del
Walker B (dato similar a la figura 4.2, linea a) y una reduccién del 70 % de actividad en el
mutante del Walker A. Estos resultados corroboraban los obtenidos en los ensayos in vivo, en los
que el mutante en el motivo Walker B era incapaz de complementar un plasmido R388
deletéreo en la produccién de TrwK (pSU4133) y el mutante en el Walker A disminuia su

capacidad para conjugar en un orden de magnitud (Tabla 4.1).

Plasmido donador  Variante de TrwK Frecuencias de transconjugacion
R388 Ninguna 3.93x10"
pSU4133 AtrwK 1.03x10°
pET3a Control Negativo 4.44x107
pSU4133 + pET3a trwk 2.10x107
pSU4133 + pET3a trwK_K457T 4.78x10°
pSU4133 + pET3a trwK_D654A 7.04x10°

Tabla 4.1. Frecuencias de conjugacién de los mutantes en los motivos Walker A y B de TrwK.
Células donadoras (E. coli K12 cepa DH5a) con los plasmidos de la primera columna fueron unidas con la cepa
donadora UB1637. Las frecuencias de conjugacion de los transconjugantes fueron seleccionadas en placas de
estreptomicina y trimethoprim

Como se muestra en la tabla 4.1, la proteina TrwK salvaje era capaz de complementar
dicho plasmido, restituyendo las frecuencias de conjugacion originales hasta niveles similares a
los obtenidos con el plasmido salvaje. Sin embargo, el mutante en el motivo Walker B generaba
una proteina incapaz de conjugar. Este resultado indica que dicha mutacidon de TrwK produce
una proteina inactiva en el proceso de conjugacion al carecer de su actividad ATPasa. Las bajas
frecuencias de conjugacion del mutante Walker A se corresponden también con la disminucion

en su actividad ATPasa. Ademas, se obtuvieron también datos similares in vivo con el mutante

del motivo Walker A en el homdlogo de VirB4 en RP4, TrbE [82].
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4.2. Caracterizacion del estado oligomérico y topologia de TrwK

4.2.1. Estudios sobre el estado oligomérico de TrwK por ultracentrifugacion

analitica

Trabajos previos realizados en homadlogos de VirB4 no eran capaces de ofrecer una Unica

vision acerca del estado oligomérico de estas proteinas. Varios autores utilizando distintos

homdlogos obtenian resultados diferentes definiendo a sus proteinas de estudio principalmente

como monémeros, dimeros y hexameros [82, 117].

En este trabajo, se analizé el estado oligomérico de TrwK, asi como la relaciéon con su

actividad ATPasa. El estado de asociacidon y el grado de homogeneidad de TrwK fueron

determinados por la velocidad de sedimentacién mediante ultracentrifugacidn analitica.
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Figura 4.6. Analisis de la velocidad de sedimentacion de TrwK.
Los perfiles de velocidad de sedimentacion y la distribucién de los coeficientes de sedimentacion, fueron obtenidos
en buffer HEPES a pH 7.25 (A, B) o PIPES a pH 6.45 (C, D). Los picos medidos en los paneles B y D corresponden con
mondmeros (a), dimeros (b), trimeros (c) y hexdmeros (d).
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La especie predominante en el tampdn de purificacion (HEPES pH 7.25) es el mondmero
(84.1 % de la concentracion total de proteina), con un valor de sedimentacién de 5.1 S y una
masa molecular estimada de 89.000 Da (Fig. 4.6A y B). El resto de especies observadas, con
valores de 8 S (9.6 % del total), 11 S (~3 %) y 15 S (~3 %), con masas estimadas de 176.000,
282.000, y 452.000 Da, podrian identificarse como dimeros, trimeros y hexameros de TrwkK,
respectivamente. Los ensayos de velocidad de sedimentacién en un tampdn PIPES pH 6.45, en
condiciones similares a las usadas en los ensayos de ATPasa (Fig. 4.6C y D), revelan la formacién
de oligdmeros de mayor estado de agregacion. Bajo estas condiciones, sélo un 32 % de la
proteina sedimenta como mondmero y aproximadamente un 5 % como hexamero, lo cual
puede explicar los bajos valores de actividad. Por otra parte, esta polidispersidad en el estado de
agregacion a pH 6.45 puede explicar la aparente cooperatividad negativa observada en los

analisis cinéticos de la actividad ATPasa.

4.2.2. TrwK es una proteina soluble, sin segmentos transmembrana

Algunas VirB4 han sido propuestas como proteinas integrales de membrana [84]. En
este estudio se han testado los efectos de fosfolipidos en la actividad ATPasa de TrwK en
condiciones similares a las realizadas para TrwD (VirB11), otra ATPasa hexamérica del T4SS [63].
TrwK (1.8 uM) fue incubada con fosfatidilcolina-cardiolipina-Tritén X-100 (1: 1:3) (50 uM), y su
actividad ATPasa fue medida mediante el ensayo acoplado. No se observé efecto alguno en los
valores de actividad (datos iguales a los mostrados en la Fig. 4.3A) tras la adicion de lipidos o
detergentes. (0.01 a 2 mM Triton X-100). Estos resultados y el hecho de que no sea necesario el
uso de detergente alguno para la purificacion de TrwK para mantenerla en solucidn, sugieren
que TrwK es una proteina soluble y no una proteina integral de membrana. Apoyando estos
datos, estudios bioinformaticos de prediccion de segmentos transmembrana de las VirB4,
Unicamente reconocen miembros de IncX y TrbE del pldsmido RP4 como posibles proteinas con
segmentos transmembrana. Como se observa en la figura 4.7, los miembros de la familia IncX,
representados por las PilX de H. pylori, tienen segmentos transmembrana y el tamafio de las

proteinas es mayor que la media de las proteinas sin segmentos predichos.
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Predicted
Family or source Protein Organism transmembrane Size (aa)
region

PilF/PilH TrhC R27 Salmonella enterica serovar Typhi No 887
TraCF Escherichia coli No 875

TraC R100 E. coli No 876

TrbE family TrbE RP4 (IncP) E. coli Yes (2) 852
TrbE pTi Agrobacterium tumefaciens No 822

LvhB4 Legionella pneumophila No 826

VirB4 Caulobacter crescentus No 794

Tol plasmids, Xanthomonas MpfC Pseudomonas putida No 894
VirB4 pXcB Xanthomonas citri No 877

VirB4 Wolbachia endosymbiont No 801

VirB4 Rickettsia felis No 810

Agrobacterium VirB4 VirB4 A. tumefaciens No 789
VirB4 p42D Rhizobium etli No 795

VirB4 pSYMA Sinorhizobium meliloti No 792

VirB4 Bartonella henselae No 784

PilW/PilN TraB pKM101 E. coli No 866
TrwK R388 E. coli No 823

TrwK Bartonella quintana No 823

PilX, Helicobacter CagE Helicobacter pylori Yes (2) 981
VirB4 pCL46 Campylobacter lari Yes (1) 924

CmgB3/4 Campylobacter jejuni Yes (1) 922

TriC Yersinia enterocolitica Yes (2) 915

VirB4 pCRY Yersinia pestis Yes (1) 894

PilX3/4 R6K E. coli Yes (1) 919

Brucella and cryptic plasmids PtC Bordetella pertussis No 824
from soil TraC pIPO2T No 826
VirB4 Brucella suis No 831

VirB4 Xanthomonas campesiris No 817

VirB4 Dichelobacter nodosus No 796

VirB4 pXF51 Xvlella fastidiosa No 815

TraE pF3028 Haemophilus influenzae No 807

Figura 4.7. Analisis de prediccion de segmentos transmembrana en miembros representativos del grupo de las VirB4.

Secuencias correspondientes a proteinas representativas de las diferentes ramas del arbol filogenético de las VirB4 [83],
fueron analizadas mediante programas de prediccion de secuencias transmembrana (Sosui, HMMTOP, DAS, TMHMM, y

TopPred).
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4.2.3. TrwK se une a la membrana interna mediante la interaccion con TrwM

La gran mayoria de las VirB4 carecen de segmento transmembrana. No obstante,
homdélogos pertenecientes a la rama IncX codifican un solo polipéptido compuesto por VirB3 y
VirB4 [48, 85]. Sin embargo, en el caso del pldsmido R6K, se habia publicado que existian dos
proteinas independientes (PilX3 y PilX4). Para comprobar este dato, contradictorio en un
principio con las predicciones de segmentos transmembrana, se llevd a cabo una nueva
secuenciacién de esa zona del genoma de R6K. Esta nueva secuenciacion revelaba un error en
los datos anteriormente depositados corroborando que PilX3 y PilX4 estaban fusionadas (Fig.

4.8).

A (250) 25¢

AJO0E342 (250) ACCCGCOn
REK_corregido (250) A00G--1

ﬂ‘TE:]ﬁtii

B —
PiIX3  Pilx4 I
> I > k > —> —>
-l ot d Bl B
) »
AJ006342
10980 bp
PilX3-X4 = e
—> | >  —> > —
> —>
{1} | oo
P =
R6K corregido
10978 bp

Figura 4.8. Fusion de los genes PilX3-PilX4 en R6K.

En la secuenciacidon de la region intergénica entre PilX3 y PilX4, se encontrdé un error, resultado de una mala
anotacion, en el genoma de R6K (panel A). Como resultado, fueron anotados dos genes en lugar de uno (panel B). El
codon ATG (en el recuadro negro del panel A) indica el inicio de PilX4.
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Recientes estudios sitian a VirB3 como una proteina integral de membrana interna,
clave en el anclaje de VirB4 a la membrana [45]. A la vista de estos resultados, se crearon dos
mutantes consistentes en fusiones transcripcionales y traduccionales de TrwM (VirB3) y TrwK
(VirB4) pSAN20 (TrwM+TrwK) y pSAN21 (TrwM-TrwK) respectivamente. Se realizaron ensayos
de localizacion celular mediante la técnica de fraccionamiento de membranas (apartado 3.5 de
Materiales y métodos) y se determind su ubicacion mediante Western blot usando anticuerpos
anti-TrwK (Fig. 4.9). Ambas construcciones se localizaban en la fraccion de membrana interna,
no encontrandose en la fraccién soluble como ocurre cuando se expresa sola, lo que indica que

es necesaria la presencia de TrwM para la localizacién de TrwK en la membrana interna.

Figura 4.9. Localizacidn celular de TrwK y sus fusiones con TrwM.

Western blot anti-TrwK de la fraccidn soluble de células que co-expresan TrwM+TrwK (A), TrwK sola (B) o TrwM-K
fusionadas (C). TrwK purificada fue usada como control (D). Fraccién de membrana de TrwM+TrwK (E) y de TrwM-
TrwK (F).
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4.3. Modelado molecular de TrwK

4.3.1. Obtencion de modelos de VirB4

Ante la dificultad de resolver la estructura de los homdlogos de VirB4 mediante
cristalografia, se han acometido otro tipo de aproximaciones para conocer su estructura.
Analisis bioinformaticos de las VirB4 utilizando diferentes programas informaticos de prediccion
de estructura terciaria y secundaria, han arrojado cierta luz sobre determinados aspectos. Para
analizar su estructura terciaria fueron usados diferentes homdlogos de VirB4 que representasen
las diferentes funciones bioldgicas de los T4SS. Se seleccionaron una VirB4 implicada en
conjugacion (TrwK de R388), otra en secrecion de efectores (VirB4 de B. Suis) y una implicada en
la importacién de ADN del medio (TraC de N. gonorrhoeae). Para todas ellas, el modelo con
mayores valores de confianza resulté ser aquel que usaba como molde la estructura

cristalografica de TrwB (1e9r.pdb), modelando la mitad C-terminal de todas las VirB4.

Figura 4.10. Comparacion de los modelados estructurales de diferentes VirB4.
Modelado estructural de TrwK de R388 (cian), VirB4 de B. Suis (naranja) y TraC de N. gonorrhoeae (verde) usando
las coordenadas atémicas de TrwBAN70 como molde.
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Como se observa en la figura 4.10, los modelos obtenidos para las diferentes VirB4 son
muy parecidos, reforzando asi su alto valor de conservacién y la robustez del modelo tomando

como referencia la estructura de TrwB.

Estos modelos resultaron ser muy parecidos al modelo de VirB4 de A. tumefaciens [50]

también modelado usando como molde la estructura cristalografica de TrwBAN70 [71].

Figura 4.11. Comparacion del modelado estructural de TrwKcyp y la estructura cristalografica de TrwB.

Se generd un modelo del CTD de TrwK (azul) desde el residuo Ala413 hasta el Thr772, mediante técnicas de
molecular threading usando las coordenadas atémicas de TrwB, 1e9r.pdb (rojo) como molde. El alineamiento de
ambas estructuras muestra una gran similitud estructural (A). El modelo monomérico fue ensamblado como
hexamero ajustando sus coordenadas con TrwB hexamérica (B) usando el programa Chimera.
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4.3.2. Analisis de la region C-terminal de TrwK

La comparacion entre el modelo atdmico de TrwB y el modelado del dominio C-terminal
de TrwK revela una llamativa similitud estructural (Fig. 4.11). Sin embargo, existen importantes
diferencias en sus extremos C-terminales. El modelo de TrwK termina en el residuo Thr772, ya
gue no es posible modelar los ultimos 51 aminoacidos del C-terminal de TrwK al carecer TrwB de
residuos equivalentes en esa posicidn. La prediccion de la estructura secundaria de ambas
proteinas sugiere que TrwK contiene tres a-hélices en su extremo C-terminal que no estan
presentes en TrwB (Fig. 4.12 panel superior). Curiosamente, este dominio esta altamente
conservado en todos los homodlogos de VirB4 (Fig. 4.12 panel inferior). Por esta razon, se decidié
investigar si estas tres ultimas a-hélices, presentes en TrwK y ausentes en TrwB, podrian jugar
un papel importante en las diferentes funciones bioldgicas sugeridas para ambas proteinas:

transporte de efectores, ensamblaje del pilus y translocacion de ADN.
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Trwk_Bartonella_guintana DAEFELVKG - LGEFSRQFL |KQGDOQSALAELNLGKFNVTTDGKT IERDFSDELLVLSGTPDNAELVETL | AEVGDDPAVWLEVELQH IKTE -
TraB_pKM101_Escherichia_coli DAEYDALMS - ITEHSRQFLVKQGQQSAIASFNLYPRNS -DD IDAD IK[TMDNVLSVLSGEPONAE | AHELVERLGNDPEVWLKEYWR - - - - - -
LwHE4_Legionella_pneumaphila EAQFEAIKE-NTPESRIFLYKQDHEAFLCKLDLSG- -« --- -« =« -LSQY IRVLSANTQSAKLLDD IMQEVGHDPELWLPVEYERS - - - -

VirB4_Caulobacter_crescontus  PHEFOLVRA-LPDTSRCFLVKQADHSAVARLDLAG
VirB4_Wolbachia_sndosymbiont EREYILIKH-TDPSTRFFLVKQGVNAVVARIDLKG

«|- LODVLTVLAGNERRVRRLDQVRAEVGDDPAAWLPPYVASV - - - -
-LDD | INVLSGRAESVLLLHD | LNEVGDNPKVWLE | FYQKVK - - -

VirB4_Ricketsis_prowazekii QREYILIKT-TDPTTRYFL | KQG | DAVVAKVNLEG -|-MNN1 I SVLSGRVETVMLLDQ IRDKYGNDPDKWLE IFYEAVK - - -
VirB4_Agrobacterium_tumefaciens EKEFQAIREDMAVGNRKFLLKRESGSV ICEFDLRE - - MREY | AWLSGRANTVRFVDQLREAGGDNPS AWLSEFMARYHE - -
VirB4_Mesarhizobium_of EREYEL |ARELSNESRRF | VKQGHNSVVAELNLGG - - FDDELAVLSGRTANVELADT IRAETGDDPEAWLPLFQQQR- - - -
CagE_Nitrobacfer_hamburgensis GREVAWIRG - TVPESRSFL |KHGRDSVVAKLNLAN - - MPDL IKVLSGRTETVAELDALRARVGDDPAAWLF | FMGR - - - - -

VirB4_Ehrlichia_canis EREYTLIKH-TDPSTRFFLVKGGVSAVVAR INLSG
VirBd_Brucela_swis NEEFD | IRS-MSEESRMFLVKQGHHSM I CRLELNG
VirBd_Xiela_fastidiosa EREFEIVKS-LGEKSRQFL | KAGQNSVVAELNLRG
VirBd_Brucella_melitensis NEEFD | IRS -MSEESRMFLVKQGHHSM | CRLELNG - - ]
VirB4_Aeromonas_punctala EREFQL IKEEMQPGSRRFL | KQGHNSVVAELDLKG - - FSDELAVISGTTDNVELMERV | AEYGNDPKEWLPVFHQKRK - - -
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<|- LEDV I SWLSGRAETVLMLRDL IKEVGDDPNTWLP IFYERVK - - -
-FDDELAILSGSSDNNELLDQV | AEVGDDPS VWLPEVFQERRKAR I
-|- FODELAWLSGNTATSLLAEKLVAELGDDPAVWLFPEFHR IRK- - -
FDDELAILSGSSDNNELLDQV | AEVGDDPSVWLPFVFQERRKAR |

Figura 4.12. Las proteinas VirB4 poseen un extremo C-terminal, altamente conservado, consistente en tres a-hélices
que no estan presentes en TrwB.

Predicciones de la estructura secundaria de TrwB y TrwK (panel superior) revelan la presencia en TrwK de tres a-hélices,
ausentes en TrwB. Un alineamiento de secuencia de un niumero representativo de VirB4 (panel inferior) muestra que
dicha regién C-terminal esta altamente conservada en esta familia de proteinas. Los aminodacidos con un 100 % de
identidad estan representados en gris oscuro. Los alineamientos fueron realizados usando T-Coffee [118] y
representados con Jalview [119].
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4.4. Regulacion de la actividad ATPasa de TrwK

4.4.1. La eliminacion de las a-hélices del extremo C-terminal de TrwK

incrementa la actividad ATPasa in vitro

Las diferencias detectadas en el extremo C-terminal de TrwK, respecto a TrwB, podrian
ser responsables de sus diferentes funciones bioldgicas. Para poder discernir el papel de esta
region en TrwK, se disefiaron mutantes en los que las ultimas tres o-hélices fueron
secuencialmente eliminadas, generando las variantes TrwK_1-772, TrwK_1-787 y TrwK_1-801.
Cada uno de los mutantes fue purificado (Fig. 4.13) y se testd su actividad ATPasa en las mismas

condiciones que la proteina salvaje (Fig. 4.14).

1 [ I
TrwK_1-772 |
TrwK_1-787
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Figura 4.13. Purificacion de los mutantes en el extremo C-terminal de TrwK.

(A) Representacion de TrwK y los mutantes en las tres a-hélices, secuencialmente eliminadas para generara tres
diferentes formas truncadas de la proteina.

(B) SDS-PAGE de las proteinas purificadas por filtracion en gel. Calle a, TrwK salvaje (93 kDa); calle b, TrwK_1-801 (91
kDa); calle ¢, TrwK_1-787 (89.8 kDa); calle d, TrwK_1-772 (87 kDa).
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La eliminacién de las a-hélices del extremo C-terminal de TrwK resulta en un dramatico
incremento de los valores de velocidad de hidrélisis de ATP (Fig. 4.14). Asi, mientras la velocidad
maxima (Vmax) de hidrdlisis para la proteina salvaje era de 48 nmol min"lmg"l, los valores de
actividad obtenidos para los mutantes donde se eliminaban tres (TrwK_1-772), dos (TrwK_1-
787) o una (TrwK_1-801) a-hélices fueron 467, 476 y 591 nmol min"mg”, respectivamente.
Curiosamente, la Ky, 4p) NO varia significativamente (Tabla 4.2), lo que puede sugerir que la
eliminacion de dichas regiones no provoca cambios conformacionales en la estructura del sitio

de unidn a nucledtidos ni a su afinidad de union.
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Figura 4.14. Analisis cinético de la hidrdlisis de ATP de los mutantes en el extremo C-terminal de TrwK.

Isoterma de respuesta de TrwK y sus mutantes en funcion de la concentracion de ATP usando el ensayo acoplado. Los
datos fueron ajustados a una ecuacién de Hill. (A) TrwK salvaje (circulos negros), TrwK_1-772 (tridngulos blancos),
TrwK_1-787 (circulos blancos) y TrwK_1-801 (tridngulos negros). La diferencia de valores maximos de hidrolisis (Vmayx)
resultd ser diez veces mayor en los mutantes del extremo C-terminal respecto a la proteina salvaje (B).

Variante mutante Vinax | map g
nmol min~ 1 mg™! mM
TrwK 48.1 1.9 0.41 = 0.07
TrwK' =72 467.8 = 54.4 0.49 = 0.03
TrwIK! =787 476.2 * 22.6 0.60 £ 0.16
TrwK'—#01 591.5 = 23.7 0.38 £ 0.08

® Los valores de Vi, fueron calculados usando la representacion de Hill modificada log (v/Vimax-V) vs log (ATP).
b Los valores de Kim (ap) fueron obtenidos por ajuste directo con la ecuacion de Hill.

Tabla 4.2. Comparacion de las variables cinéticas de TrwK y sus mutantes en el extremo C-terminal.
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4.4.2. La adicion de péptidos sintéticos que complementan las a-hélices
eliminadas, revierten el incremento en la actividad ATPasa de los mutantes del

extremo C-terminal

El aumento en la velocidad de hidrdlisis tras eliminar el extremo C-terminal de TrwK
hace pensar que dichas a-hélices ejercen una funcidn inhibitoria sobre la proteina o, por otra
parte, que dicha inhibicion venga dada por aminoacidos especificos de ese dominio.
Alineamientos de 25 secuencias de VirB4 (Fig. 4.15), pertenecientes a ramas distantes del arbol
filogenético de VirB4 [83], muestran un alto grado de conservacién en el extremo C-terminal
(residuos Gly802-Val823 en TrwK), con la siguiente secuencia consenso: G-(D/X)-(D/X)-P-X-X-W-
L/I-P/X-XF/ Y.

PVEYERSKK - - - - - - =« - oo o - .
PPYVASVSEHR - -« == ==« = = =« -
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TrwK_R388(W)_Escherichia_coli PIELDRVKAERSDV----------
TrwK_Bartonella_Hesenlae PVELQHIKTNRRTT--------- -
TrwK_Bartonella_quintana PVELQHIKTERRV | = = = = = = = - - &
VirB4_Mesorhizobium_loti PLEQQQRSAG- - - - - - - - oo
CagE_Nitrobacter_hamburgensis AAWLP I FMGRAQG - - - - - = = = = = - = - - -
VirB4_Erwinia_carotovora DDWKDAEBLEIAL - - = = = - = - = o o o oo o a
TriC_Yersinia_enterolitica DD ERYLQLAL - - = = = - = = = = = = = = = =
VirB4_Yersinia_pestis HE DTYLAKAL = = = = = = = = = = c = o ==
VirB4_Ehrlichia_canis NTWLEP IEYERVKHY - - - - - - - - - - - - - -
VirB4_Xillela_fastidiosa AVIWEPEFEHR IRKGA A - - - = = = = o = = = -
VirB4_Brucella_melitensis SVIWEPVEQERRKARIASSKSTGR- - - - -
VirB4_Brucella_suis SVIWEPVEQERRKARIASSKSTGR- - - - -
VirB4_Burkhodelia_vietnamiensis KD PVEHERLAKRRAAQASSRLS-PAP
VirB4_Aeromonas_punctata KE PVEHQKRKYGQ - - - - == == ==« - -
VirB4_Vibrio_fischeri IDWIPIFLQKVREEKERKQGVRNEQHHP
VirB4_Anaplasma_phagocytophila NVIMEP | EYQRVKNA - - - - = = = = = = = = = -
TraE_plP02T DNPDN PVEHERRKARVASSKLHMVR- - - -
TraE_Haemophylus_influenza NDW I EPELARMKELKQLQAAAKAAKAA -

consensus  G-(D/X)-(D/X)-P-X-X-W-L/I-P/X-X-F/Y

Figura 4.15. Alineamiento de secuencias del extremo C-terminal de proteinas VirB4.
Veinticinco secuencias correspondientes a miembros pertenecientes a distintas ramas de la familia de las VirB4
fueron analizadas usando T-Coffee y representadas con Jalview.
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Basandonos en esta homologia, disefiamos un péptido sintético comprendiendo los
aminodcidos G802-V823 de TrwK (GDDPAVWLPIFLDRVKAERSDV), complementarios a la variante
truncada TrwK_1-801.

La actividad ATPasa de todas las variantes truncadas de TrwK se ve disminuida tras la
adiciéon de este péptido a la reaccidn de hidrdlisis (Fig. 4.16). Por el contrario, TrwK salvaje, que

ya contiene esa secuencia unida covalentemente, no se ve afectada en sus valores de hidrélisis.
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Figura 4.16. Inhibicion de la actividad ATPasa de las variantes de TrwK por la adiciéon de un péptido sintético
correspondiente a la secuencia de la Gltima a-hélice de TrwK.

Actividad de TrwK salvaje (circulos negros), TrwK_1-772 (triangulos grises), TrwK_1-787 (cuadrados grises) y TrwK_1-
801 (diamantes blancos), incubadas con un péptido sintético que comprende los aminoacidos Gly802-Val823 de
TrwK. Un péptido con los aminoacidos terminales de TrwC, Pro947-Arg966, (cuadrados blancos) fue usado como
control en todas las variantes de la proteina.

79



4. Resultados

El efecto inhibitorio del péptido TrwK_802-823 no cambia significativamente los valores
de K (ap) (Fig. 4.17) y es especifico para TrwK, dado que su adicién a ensayos de actividad ATPasa
de TrwB y TrwD, la otras dos ATPasas esenciales en el T4SS, no tiene efecto alguno en sus
valores de velocidad de hidrdlisis. Por otro lado, la adiciéon de un péptido control cuya secuencia
es la de los 20 ultimos aminoacidos de la relaxasa de R388, TrwC (residuos Pro947-Arg966)
usados como control, no afecta a los valores de hidrdlisis de los mutantes en el extremo C-

terminal ni de la proteina salvaje (Fig. 4.16, cuadrados blancos).
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Figura 4.17. Curva de titulacion de la actividad ATPasa de TrwK_1-801 en ausencia y en presencia de 25uM del

péptido TrwK_802-823.
Las constantes cinéticas de K, (,p) y coeficiente de Hill no varian en ningln caso siendo las Ky, (a5 0.28 y 0.3 uM para

los casos de ausencia (diamantes blancos) y presencia (circulos negros) del péptido respectivamente y sus
coeficientes de Hill de 0.56 y 0.51.

80



4. Resultados

4.4.3. Los mutantes en el extremo C-terminal de TrwK no son capaces de

complementar la funcidn in vivo del R388::AtrwK

El efecto de la eliminaciéon de las o-hélices del extremo C-terminal de TrwK en la

actividad ATPasa sugiere que esa region puede jugar un papel importante en la regulacién de la

funcién in vivo de TrwK. Debido a esto, se estudio el efecto de estos mutantes en la conjugacion.

Las células donadoras, llevando la variante modificada del plasmido R388 defectivo en la

produccidn de TrwK (pSU4133), fueron transformadas con plasmidos (pET3a) que contenian los

mutantes del extremo C-terminal. La capacidad de complementar la actividad del gen de trwK

en conjugacién fue analizada atendiendo al niUmero de transconjugantes. Como se observa en la

tabla 4.3, ninguno de los mutantes fue capaz de complementar la actividad de TrwK salvaje.

Plasmidos en el donador

Variante de TrwK
en el donador

Frecuencias

de conjugacion

R388

pSU4133

R388 + pET3a_trwK

R388 + pET3a_trwKI1-801
R388 + pET3a_trwK1-787
R388 + pET3a_trwK1-772
pSU4133 + pET3a_trwK
pSU4133 + pET3a_trwKI1-801
pSU4133 + pET3a_trwKI1-787
pSU4133 + pET3a_trwKI1-772

TrwK
R388:AtrwK
trwK
trwKI1-801
trwK1-787
trwK1-772
trwK
trwK1-801
trwK1-787
trwKI1-772

476 X 107!
<1 X107
2.21 X 1072
1.84 X 102
1.37 X 102
1.21 X 10 2
2x10°

<1x107
<1x1077
<1 X107

Tabla 4.3. Frecuencias de conjugacion de los mutantes en el extremo C-terminal de TrwK en complementacion a

R388 y pSU4133.
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El estudio de los niveles de expresién de los mutantes, asi como de su localizacion
subcelular en el entorno de la membrana, verifican su correcta expresién y ubicacion al igual
que la proteina salvaje (Fig. 4.18). Curiosamente, las frecuencias de conjugaciéon obtenidas
utilizando células donadoras que llevaban el plasmido R388 junto con los plasmidos que
contenian los mutantes del extremo C-terminal, fueron similares en todos los casos, indicando

que la expresién de dichos mutantes no afecta a la funcidn de TrwK en conjugacion.

Figura 4.18. Analisis de la expresion y localizacion subcelular de TrwK y los mutantes del extremo C-terminal.

Las células donadoras (E. coli DH5a) usadas en los ensayos de conjugacion, fueron lisadas como se describe en (3.5
Materiales y Métodos). La fraccion de membrana fue aislada mediante centrifugacion diferencial, cargada en un gel
SDS-PAGE vy transferida a una membrana de nitrocelulosa e incubada con anti-TrwK. Calle a, R388; calle b,
pSU4133+pET3a_trwK; calle ¢, pSU4133+pET3a_trwK 1-801; calle d, pSU4133+pET3a_trwkK_1-787; calle e,
pSU4133+pET3a_trwK_1-772; calle f, TrwK purificada (50 ng).
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4.5. Analisis estructural de TrwK

4.5.1. Reconstruccion tridimensional de TrwK

Alicuotas de TrwK pura, eluidas en una columna de tamizado molecular, con un peso
molecular compatible con un hexamero, fueron analizadas mediante microscopia electrdnica. La
proteina en tincién negativa mostré una distribucién de particulas individuales con una
estructura en forma de anillo (Fig. 4.19). Ademas, se observaron también particulas en forma de

pesa, que fueron interpretadas como vistas laterales de la muestra analizada.

Las imagenes fueron sometidas a una clasificacion para alinear medias de vistas
similares. Los andlisis de simetria rotacional de las vistas de los anillos identificaron claramente

una simetria 6 en el eje Z (Fig. 4.20).

Figura 4.19. Microscopia electronica de TrwK salvaje en su forma hexamérica.
TrwK fue tefiida con acetato de uranilo y analizada por microscopia electrénica, mostrando una prevalencia de las
vistas frontales con forma de anillo. Barra de escala: 30 nm.
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Figura 4.20. Anadlisis rotacional de TrwK.
El andlisis armdnico de la media de clases de los anillos (insercidn), en relacién al porcentaje de la energia armdnica
como una funcion del radio, refleja claramente una simetria 6 en las vistas frontales.

Un andlisis pormenorizado de los anillos revelaba que el tamafio y la forma de los
mismos no era uniforme, lo que podria deberse a que se trataban de vistas distintas de la
proteina correspondientes a los extremos N y C terminal. Por ello, durante la reconstruccion

tridimensional se aplicé una simetria C6 en lugar de D6.

La reconstruccion tridimensional revela una estructura con un doble anillo hexamérico
separado por una constricciéon en su zona media (Fig. 4.21). Dicha constricciéon podria actuar
como un linker entre ambos dominios, lo que estaria en concordancia con los programas de
prediccién de estructura secundaria y de zonas desordenadas en la estructura. Las dimensiones
de la reconstruccion final fueron 165 A de largo, con un didmetro interno de 42 A y didmetros
externos de 132 A y 124 A para ambos extremos. Las proyecciones del volumen final se
ajustaban perfectamente a las medias de las distintas clases, corroborando la fiabilidad de la

reconstruccion (Fig. 4.22).
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124 A

42A

132A
165 A

Figura 4.21. Reconstruccion tridimensional de TrwK.

Volumen final obtenido por retro-proyeccion de los volumenes resultantes en reconstrucciones iterativas vy
refinamiento de &ngulos filtrado a 22 A. Vista inferior (A), inclinada (B), superior (C) y lateral (D) del volumen
obtenido.

coonNnEE

Figura 4.22. Proyecciones del volumen final (panel superior) y medias de clases de particulas que han contribuido
al volumen final (panel inferior).
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El volumen final fue obtenido a 18 A atendiendo al criterio de corte de 0.5 de la Fourier
Shell Correlation (Fig. 4.23). El posterior filtrado del volumen se realizd a 22 A para evitar el

efecto de minimos locales en la reconstruccion tridimensional de la proteina.
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Figura 4.23. Analisis de la Fourier Shell Correlation de TrwK.
La resolucién espacial de la reconstruccién tridimensional (18 A) fue calculada usando la correlacién cruzada entre
dos subconjuntos de volumenes aplicando el criterio de corte de 0.5.

Para discriminar cudl de los anillos correspondia con los dominios N y C-terminales, se
unieron particulas de oro de 5 nm conjugadas con niquel, a TrwK clonada con una cola de
histidinas en el extremo N-terminal. El anadlisis de las particulas (Fig. 4.24) ha permitido

identificar claramente el extremo mds ancho como el N-terminal de la proteina.

B

Figura 4.24. Marcaje con oro del NTD del hexamero de TrwK.

TrwK con colas de histidinas fue incubada con Ni-NTA conjugado con oro (5 nm) en una relacion 1:10 de TrwK
hexamero:Ni-oro, durante 30 min. Las muestras fueron tefiidas con acetato de uranilo 2 % (p/v). Las micrografias
fueron obtenidas a una magnificacion de 150000X en una cdmara GATAN modelo ORIUS SC 1000 CCD usando un
microscopio electrénico JEOL JEM-1011 operando a 80 kV, con un ratio de muestreo final de 6.4 A/pixel. Media de
las clases marcadas con oro (A), sin oro (B) y proyeccion de la vista lateral del volumen final (C).
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4.5.2. Relacion filogenética entre TrwK y las translocasas de ADN TrwB y FtsK

Las proteinas VirB4 pertenecen a una familia de ATPasas que incluyen a proteinas como
FtsK/SpollIE, sus homdlogos en arqueas HerA, y a las VirD4/TrwB [78]. Estas proteinas contienen
un dominio motor en su CTD que esta altamente conservado, que sugiere un ancestro comun
[77]. Sin embargo, el NTD de las proteinas que pertenecen a las familias FtsK/SpollIE y VirB4 no
estd en absoluto conservado, siendo su tamaio y secuencia altamente variables. Por ello, para
este analisis se excluyeron las secuencias del NTD de todas las proteinas. Se seleccionaron
Unicamente las secuencias pertenecientes al dominio motor de miembros de las familias de
FtsK/SpollIE (incluyendo a SftA, un homdlogo de FtsK en B. subtilis), de homodlogos de VirB4 y de
las proteinas acopladoras VirD4/TraD/TrwB. Ademads, se incluyé en el andlisis la secuencia de
TraB, una proteina que transfiere ADN de cadena doble en el proceso conjugativo en
Streptomyces, que se asemeja a FtsK [120]. El analisis filogenético se realizd en presencia de
cuatro proteinas RecA, que fueron usadas como raiz del arbol filogenético (Fig. 4.25). Los
resultados obtenidos de este analisis sugieren que las proteinas FtsK, VirD4 y VirB4
evolucionaron a partir de un ancestro comun, pero que divergieron en dos ramas claramente
diferenciadas, con las FtskK por un lado y las proteinas acopladoras y las VirB4, por otro. Resulta
interesante que la translocasa de cadena doble TraB, del plasmido pSHV1 de Streptomyces
venezuelae, aparece en una rama intercalada entre las FtsK y las VirD4/VirB4, lo que sugiere que
TraBsyy se distancio de las proteinas acopladoras antes de la especiacién entre VirD4 y VirB4 y

después de la diversificacion entre FtsK y las familias VirB4/VirDA4.

87



4. Resultados
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Figura 4.25. Arbol filogenético del dominio motor de FsK/SpollIE, VirD4/TrwB y VirB4.

Las translocasas de ADN FtsK/SpolllE y VirD4/TrwB han sido descritas como filogenéticamente relacionadas con las
VirB4 [78]. Todas estas proteinas contienen un dominio motor que parece haber evolucionado de un ancestro
comun. Las secuencias correspondientes con el dominio motor fueron seleccionadas y alineadas con T-coffee [118].
Los arboles filogenéticos fueron construidos con FastTree [121] y representados con Archeopteryx [122]. Los clados
de FtsK/SpolllE, VirD4/TrwB y VirB4 estan coloreados en rojo, salmén y cian respectivamente. TraB, la translocadora
conjugativa de ADN de doble cadena en Streptomyces esta coloreada en verde.
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4.5.3. Ajuste de las coordenadas atomicas de translocasas de ADN en el mapa

de microscopia electrénica de TrwK

Basandonos en las relaciones evolutivas entre el dominio motor de FtsK, TrwB y TrwK, se
decidié acoplar las estructuras atomicas de TrwBAN70 (1e9r.pdb) [71] y FtsK¢rp (2iuu.pdb) [72]
en el mapa de microscopia electrénica de TrwK. Sorprendentemente, FtsK se acopla mucho
mejor que TrwB, debido a que las dimensiones del canal interno del volumen del mapa de
microscopia electrénica (42 A) estan mas cercanas a las de FtsK (31 A) que a las del hexdmero de

TrwB (8 A) (Fig. 4.26B).

motor domain
™ 3HD VirB4

Figura 4.26. Ajuste de las coordenadas atémicas de TrwB y FtsK en el mapa de microscopia electrénica de TrwK.

(A) Representacion esquematica de Cagk, el homdlogo de VirB4 en H. pylori, TrwB del pldasmido R388, y FtsK de P.
aeuruginosa. Los dominios transmembrana estan representados en gris. TrwK de R388 y otros homodlogos de VirB4
carecen de dominios transmembrana. El dominio motor en TrwK, TrwB y FtsK esta coloreado en cian, salmén y rojo
respectivamente.

(B) Las estructuras atomicas obtenidas por cristalografia de TrwBAN70 (1e9r.pdb) (salmén) y FtsKerp de P.
aeuruginosa (2iuu.pdb) (rojo) fueron acopladas en el mapa tridimensional de microscopia electrénica de TrwkK.
VirB4crp de T. pseudethanolicus fue alineado con FtsK en el modelo de microscopia electrénica. El hexamero
resultante (cian) fue también acoplado en el mapa.

(C) Las estructuras atémicas de TrwBAN70, FtsKcrp v VirB4crp de T. pseudethanolicus fueron filtradas a 20 A de
resolucion y acopladas en el mapa de microscopia electrénica de TrwK.
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Teniendo estas diferencias en cuenta, y para poder construir un hexamero de VirB4
compatible con el mapa de microscopia las coordenadas atémicas de VirB4cp, de T.
pseudethanolicus (4a5g.pdb) [123], se alinearon con FtsK. La estructura resultante fue acoplada
en el mapa de microscopia de la misma manera que se hizo con las estructuras cristalograficas
de TrwBAN70 y FtsKcrp (Fig. 4.26B). A su vez, se cred también un modelo hexamérico de TrwK y
fue acoplado en el mapa de microscopia (Fig. 4.27A), ajustandose TrwKc¢rp vy VirB4¢rp de la misma

forma.

Figura 4.27. Ajuste de las coordenadas atémicas del modelo de TrwKcrp en el mapa de microscopia electrénica.

(A) El modelo monomérico de TrwK¢rp fue usado para crear el hexamero usando las coordenadas de FtsK de

P. aeruginosa como referencia. El hexamero fue ajustado en el volumen de microscopia.

(B) Las coordenadas atomicas del hexamero de TrwK¢rp fueron filtradas a 20 A y el volumen resultante fue ajustado
en el mapa de microscopia.

Las estructuras atomicas de los hexdmeros de TrwKcrp, VirB4crp, TrwBAN70 y FtsKerp
fueron filtradas a 20 A y acopladas en el mapa de microscopia (Fig. 4.26C y 4.27B). Los
volumenes se ajustan perfectamente en el mapa, ocupando alrededor del 40 % de la densidad.
Concretamente, de los 823 residuos que conforman TrwK, sélo 359 forman parte de la
estructura del CTD, y lo mismo ocurre con FtsK, la estructura cristalizada tiene 406 residuos de

los 811 totales.
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4.6. Union de TrwK al ADN

4.6.1. TrwK une ADN presentando mayor afinidad por G-quadruplex que por

cadena sencilla

PrgJ, un homdélogo de VirB4 en el plasmido pCF10 de E. faecalis, ha sido recientemente
descrito como capaz de unir ADN de cadena sencilla y doble sin secuencia especifica [54]. Esta
misma capacidad para unir ADN ha sido también observada en TraB, el homdlogo de VirB4 en el
pldsmido pKM101. Estos resultados se han obtenido usando diferentes sustratos de ADN pero
de manera muy inespecifica: productos de PCR de tamafio y estructura desconocidos y
secuencias de ADN provenientes de un oriT. Teniendo en cuenta estos datos y la similitud
estructural entre TrwK y las translocadoras de ADN, TrwB y FtsK, descrita en este trabajo, nos
preguntamos si TrwK podria ser capaz de unir ADN. Como se muestra en la figura 4.28, TrwK es
capaz de unir ADN de cadena sencilla. Ademas, al igual que TrwBAN70, TrwK muestra
preferencia por la unidon de ADN con estructura G-quadruplex. Estas estructuras secundarias se
forman espontaneamente en secuencias ricas en guanina [124]. La afinidad de TrwBAN70 al G-
quadruplex (Ky 0.3 nM) es 100 veces mayor que para el ADN de cadena sencilla [66]. De la
misma manera, la afinidad de TrwK a ADN G-quadruplex (K4 56 nM) es mucho mayor que por el
ADN de cadena sencilla (Ky > 500 nM), pero 200 veces menor que la de TrwBAN70 por el G-
quadruplex (Fig. 4.28).
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Figura 4.28. Ensayos de retardo en gel de TrwK y TrwBAN70.

TrwK y TrwBAN70 en concentraciones entre 0 y 100 nM fueron mezcladas con 0.5 nM de *2p_ADN G-quadruplex (A) y
2p_ADN de cadena sencilla (B). Los complejos proteina-ADN fueron cargados en un gel nativo. Marcado a la
izquierda de los geles, se representan el G-quadruplex y el ADN de cadena sencilla (45-mer), respectivamente. La
cuantificacion de la movilidad en los geles en presencia de G-quadruplex (C) y cadena sencilla (D) revela que la
afinidad de TrwK (negro) por el G-quadruplex es alrededor de 200 veces menor (K4 56 nM) que la de TrwB (K4 0.3
nM) (gris), pero es mucho mayor que para el ADN de cadena sencilla (K4 > 500 nM).
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4.6.2. Creacion de mutantes de TrwK con caracteristicas similares a un

translocador de ADN

Con el fin de obtener mutantes de TrwK con caracteristicas similares a las de TrwB
(unidon a ADN, actividad ATPasa dependiente de ADN, cristalizacién), se crearon distintos

mutantes, tanto puntuales como estructurales.

El modelo estructural de TrwK obtenido mediante técnicas bioinformaticas (Fig. 4.10 y
4.11) mostraba que la parte de TrwK con similitud estructural con TrwB se limitaba a la regién
comprendida entre los residuos 413-772. Por ese motivo se generd la variante truncada de la
proteina TrwK_413-772. Desafortunadamente, en el proceso de sobreexpresién de esta
proteina se formaban cuerpos de inclusién, asi que se clond con una cola de histidinas en su
extremo N-terminal y se purificd siguiendo el método descrito para cuerpos de inclusion (3.4.3
Materiales y métodos). Su actividad ATPasa resultd ser veinte veces mayor que la de la proteina

salvaje, con una V., de 909 nmol min™ mg™y una Ky (2 de 0.5.

1000

800

600

400

200

Velocidad (nMol min~1 mg'1)

[ATP] (mM)

Figura 4.29. Comparacion entre la velocidad de hidrolisis de ATP de TrwK salvaje y TrwK_413-772.

El mutante, que posee la secuencia con mayor similitud estructural a TrwB, tiene una velocidad maxima de hidrolisis
veinte veces mayor que la proteina salvaje (mostrado en el cuadro insertado). No obstante, sus parametros de Ky, (ap)
y coeficiente de Hill no varian respecto a la proteina salvaje.
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Esto indicaba que, pese a que su velocidad habia aumentado, su constante de unidn era
muy similar a la proteina salvaje. Datos similares se obtuvieron usando los mutantes en el
extremo C-terminal descritos en la figura 4.14, pudiendo deberse este aumento de actividad a la
ausencia de sus tres ultimas a-hélices (Tabla 4.2). Para discriminar si dicha velocidad se debia
solamente a la ausencia de las tres ultimas a-hélices o a su similitud estructural con TrwB, se
testd su actividad en presencia de ADN, sin obtener cambios en sus valores de velocidad de

hidrolisis.

Se cre6 también el mutante estructural TrwK_413-823, que carecia del NTD, ausente en
TrwB, pero que conservaba las ultimas tres a-hélices y en cuya purificacion no se formaban
cuerpos de inclusion. Los valores de actividad de este mutante fueron similares a los de la
proteina salvaje, tanto en ausencia como en presencia de ADN, lo que llevaba a pensar que los
valores de actividad ATPasa de TrwK_413-772 eran debidos Unicamente a la ausencia de su
dominio regulador en el extremo C-terminal y no a la presencia de nuevas caracteristicas

similares a TrwB.

Por otro lado, conociendo la importancia de determinados residuos (lisinas) en el poro
de TrwB, esenciales en la variacién de su actividad ATPasa dependiente de ADN [52], se estudié
la presencia de dichos residuos o similares en el modelado del CTD de TrwK.
Sorprendentemente, dos de los residuos importantes en TrwB estaban también conservados, en
cuanto a su posicién en el hexdmero, tanto en TrwK como en el resto de las VirB4 (Fig. 4.30 y
4.31). Sin embargo, una tercera lisina del poro de TrwB (K275) no estaba presente en TrwK. En
su lugar se encontraba un aspdartico (D578) y proximo a él, un segundo aspdartico (D576). Es
decir, la carga positiva de la lisina estaba remplazada por residuos cargados negativamente. Por
ello se procedid6 a cambiar estos dos asparticos por una lisina y una alanina,
TrwK(D576A_D578K) (Fig. 4.30) , para caracterizar su actividad ATPasa en ausencia y presencia
de ADN. Se obtuvieron unos valores de actividad, con y sin ADN, similares a la proteina salvaje.
Estos resultados sugerian que la unién al ADN, tanto de la proteina salvaje como de los
mutantes de las lisinas del poro, no tenia efecto alguno en la activacidon o inhibicién de la

actividad ATPasa de TrwK.
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Figura 4.30. Superposicion de TrwK¢rp y TrwB mostrando las lisinas del poro.

(A) TrwB (rojo) posee tres lisinas de gran importancia en su actividad ATPasa, sin embargo, la primera de ellas (K275)
esta ausente en TrwK (D578) (cian). La mutacion D578K coloca una lisina en el mismo lugar que en TrwB.

(B) Comparacién de la posicién de la lisina 275, presente en TrwB y ausente en TrwK (D578), en su orientacion en el
poro de ambos hexameros.
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Figura 4.31. Localizacion de las lisinas, ubicadas en el mismo lugar que en TrwB, en diferentes VirB4.

Ubicacién de las lisinas esenciales en TrwB, en varias VirB4: VirB4_Bartonella (amarillo), TraC_Neisseria (verde),
TrwK_R388 (azul), TrwK_Bartonella (magenta) y superposicion de todas ellas. Todas ellas muestran un alto grado de
conservacién en dos lisinas (K700 y K716 de TrwK), ubicadas en su estructura en el mismo lugar que en TrwB (K398 y

K421).
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4.6.3. Diferentes variables mutantes de TrwK son capaces de unir ADN

Dos de los mutantes descritos anteriormente TrwK_413-823 y TrwK(D575A_D578K)
fueron testados también en ensayos de retardo en gel. No se usé el mutante mas similar con las
predicciones bioinformaticas, TrwK_413-772, dado que la sobreexpresion de esta proteina

formaba cuerpos de inclusion.
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Figura 4.32. Ensayos de retardo en gel de TrwK, TrwK(D575A_D578K) y TrwK_413-823.

Los ensayos fueron realizados en presencia de 0.5 nM de G-quadruplex.

(A) Representaciones de Hill de TrwK (azul), TrwK(D575A_D578K (verde) y TrwK_413-823 (rojo).

(B) Retardos en gel de las tres proteinas con concentraciones crecientes: 0-100 nM en TrwK, 0-100 nM en
TrwK(D575A_D578K) y 0-275 nM en TrwK_413-823.

Sorprendentemente, los dos mutantes eran capaces de unir ADN con valores de
constantes de unién en el mismo orden de magnitud y con distintos parametros de
cooperatividad (Fig. 4.32). Para el caso de TrwK salvaje, la constante de unidn al ADN fue de 56
nM y sus valores de cooperatividad de 3.5. En el caso de los mutantes TrwK 413-823 y
TrwK(D575A_D578K), las constantes fueron 29 nM y 36 nM, con valores de cooperatividad de
1.4 y 1.7, respectivamente. Tanto TrwK 413-823 como TrwK(D575A_D578K) tienen mayor

afinidad por el ADN que TrwK y una cooperatividad menor, similar a la de TrwB (1.7).
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4.6.4. TrwK inhibe la actividad ATPasa ADN dependiente de TrwB

Aunque TrwK es capaz de unirse al ADN, su actividad ATPasa no se ve afectada por la
adicion de ADN de cadena sencilla o por G-quadruplex. Por otro lado, TrwBAN70 muestra una
actividad ATPasa de 2000 nmoles ATP min™ mg™ en presencia de G-quadruplex [66]. En las
mismas condiciones, la actividad ATPasa de TrwK es baja (50 nmoles ATP min™ mg™) [48]. Dada
la homologia estructural entre TrwBAN70 y el extremo C-terminal de TrwK, nos preguntamos si
una interaccién entre estas dos proteinas podria afectar a la actividad ATPasa ADN dependiente
de TrwBAN70. Sorprendentemente, encontramos que dicha actividad resulta disminuida en
presencia de TrwK, indicando una dominancia negativa (Fig. 4.33). El aumento en la

concentracion de TrwK se correlaciona con un descenso en los valores de actividad de TrwB.
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Figura 4.33. Inhibicion de la actividad ATPasa de TrwBAN70 por TrwK y TrwK_413-823.

La actividad ATPasa de TrwBAN70 dependiente de G-quadruplex fue medida con concentraciones crecientes de TrwK
(negro) y TrwK_413-823 (rojo). Las proteinas fueron incubadas juntas durante 5 minutos y afiadidas al buffer ATPasa
con G-quadruplex. La actividad relativa esta expresada como el porcentaje de actividad de TrwBAN70 a 0.4 uM (2000
nmoles ATP min™ mg'l). El punteado azul corresponde a los valores tedricos de actividad que se obtendrian si se
retirase de la mezcla la cantidad de TrwB, en concentracidn, relativa a su inhibicidn por TrwK.
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La adicién de cantidades equimolares de TrwBAN70 y TrwK en el ensayo ATPasa resulta
en un descenso de la actividad ATPasa de un 30 %. Asimismo, se testd la variante del CTD de
TrwK, TrwK_413-823 (Fig. 4.33, linea negra), obteniendo valores de inhibicién similares a los
obtenidos con TrwK salvaje (Fig. 4.33, linea roja). Valores similares de actividad pueden ser
obtenidos si sélo el 70 % de la concentracion de TrwB esta presente en el ensayo (Fig. 4.33,
punteado azul). Estos resultados sugieren que los mondmeros de TrwBAN70 podrian estar
interaccionando especificamente con TrwK, formando heterocomplejos no funcionales. A fin de
comprender el alcance de la interaccidon entre TrwB y TrwK, se realizd un estudio comparativo
usando un mutante de TrwBAN70, TrwBAN70(W216A), del que previamente se habia descrito
qgue era capaz de inhibir la actividad ATPasa dependiente de ADN de cadena sencilla de
TrwBAN70, usando el ADN del bacteriéfago M13 (mp18), formando heterocomplejos inactivos

[46].

Actividad ATPasa Relativa

0 : . . . |
0 1 2 3 4 5
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Figura 4.34. Comparacion de la inhibicion de TrwBAN70 por TrwBAN70(W216A), TrwK_413-823 y TrwK.
TrwBAN70(W216A) es capaz de inhibir la actividad ATPasa de TrwBAN70 (azul) en presencia de G-quadruplex, de una
manera mas fuerte que TrwK y TrwK_413-823 (negro y rojo, respectivamente), alcanzdndose valores del 50 % de
inhibicion cuando un monémero de TrwBAN70(W216A) interacciona con dos de TrwBAN70.
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Este mutante tiene dominancia negativa en la actividad de TrwB in vitro e in vivo [46]. La
comparaciéon entre las cinéticas de inhibicion de la actividad ATPasa de TrwBAN70 por
TrwBAN70(W216A) y TrwK (Fig. 4.34) revela que el mutante de TrwB inhibe la actividad de la
proteina salvaje a unos ratios molares menores que TrwK. En el caso de la inhibicién por TrwK, la
forma de la curva sugiere la existencia de una marcada cooperatividad, probablemente debido
al hecho de que mas copias de TrwK son requeridas para apreciar valores de inhibicidn iniciales.
Dado que la eficiencia de la formacién de hexameros por TrwBAN70(W216A) ha de ser similar a
la proteina salvaje [46], estos resultados reflejan que TrwBAN70 se une a TrwBAN70(W216A)

con mayor afinidad que TrwkK, tal y como se esperaba.

Por otro lado, y para reforzar la idea de la posible formacidon de heterocomplejos, se
llevé a cabo un ensayo inverso de inhibicidn. Se usé la variante mutada de TrwK a la que se le
habia suprimido la dltima a-hélice (TrwK_1-801) que es el mutante soluble de TrwK con mayor
valor de actividad ATPasa (Fig. 4.14 y tabla 4.2). Como posible inhibidor, se usé
TrwBAN70(W216A), que carece de actividad ATPasa y ejerce dominancia negativa sobre
TrwBAN70 [46]. Los ensayos se efectuaron en presencia y en ausencia de G-quadruplex. En
ambos casos, y para complementar las anteriores inhibiciones, el mutante de TrwB era capaz de
inhibir a TrwK_1-801, aunque con valores menores (Fig. 4.35). En presencia de ADN, el 50 % de
inhibicién se alcanza en el ratio 1:2 (TrwK_1-801:TrwBAN70(W216A)) y, a diferencia de la
inhibicidon sobre TrwB, los valores finales (ratio 1:6) alcanzan valores menores de inhibicién
llegando sélo al 20 % de la actividad inicial de la proteina. En ausencia de ADN dicha inhibicién
es menor, necesitando un ratio 1:4 para llegar al 50 % de inhibicidn y no llegando a bajar del 40

% en el ratio 1:6.
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Figura 4.35. Inhibicion de la actividad ATPasa de TrwK_1-801 por TrwBAN70(W216A) en presencia y ausencia de G-
quadruplex.

Los valores de actividad fueron medidos con una concentracion fija de TrwK_1-801 (0.15 uM) y variando las
concentraciones de TrwBAN70(W216A). Ambas proteinas se incubaban juntas cinco minutos antes de comenzar la
reaccion (cian). En el caso de la adicion de G-quadruplex (verde), el ADN se afiadia a la vez que las proteinas en la
reaccion.

Atendiendo a los valores de las constantes de inhibicion, TrwB inhibida por
TrwBAN70(W216A) tiene los mismos valores en presencia del ADN del virus M13 que en
presencia de G-quadruplex, dando un valor relativo de la afinidad a formar hexdmeros consigo
misma en presencia de ADN [46]. Con estos datos se podria colegir que TrwB y TrwK forman
heterocomplejos, aunque con una eficiencia menor que en la formacion de heterocomplejos

TrwB-TrwB(W216A).
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Figura 4.36. Inhibicién de la actividad ATPasa de TrwBAN70 y TrwK_1-801.

(A) Inhibicion de TrwBAN70 por TrwK (negro) y por TrwK_413-823 (rojo) en presencia de G-quadruplex.

(B) Inhibicidon de TrwBAN70 y TrwK_1-801 por TrwBAN70(W216A) (azul y verde, respectivamente) en presencia de G-
quadruplex y de TrwK_1-801 por TrwBAN70(W216A) en ausencia de G-quadruplex (cian).

TrwBAN70 TrwK_1-801
K; (ap) K; (ap)
Trwk® 0.69 uM N.D
TrwK_413-823° 0.67 UM N.D
TrwBAN70(W216A) ° 0.25 uM 0.55uM
TrwBAN70(W216A)° 0.25 uM N.D
TrwBAN70(W216A)° N.D 0.25 uM

Tabla 4.4. Comparacion de las K; ,,,) de la actividad ATPasa de TrwBAN70 y TrwK_1-801.
La actividad ATPasa fue medida en presencia de G-quadruplex” y ADN de cadena sencilla (M13)b y en ausencia de
ADNC. N.D (no descrito)

En todos los ensayos de inhibicidn se usé como control TrwD, |la otra ATPasa del T4SS,
que fue afiadida tanto a TrwBAN70 como a TrwK_1-801, en sus respectivas condiciones éptimas
de actividad y variando las concentraciones hasta valores de 1:6. En ninguno de los dos casos se

observd efecto alguno sobre sus valores de actividad.
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4.6.5. TrwK no compite con TrwB por la unién al ADN

La capacidad de TrwK para inhibir la actividad ATPasa ADN dependiente de TrwB podria
explicarse de tres formas, derivadas de los estudios de inhibicion: formacién de hetero-
complejos no funcionales, formacién de heterocomplejos hemifuncionales, o que parte del ADN

fuera unido por TrwK y, por tanto, no estuviera disponible para TrwB.

Teniendo en cuenta los valores de actividad tedricos de TrwB a diferentes
concentraciones (Fig. 4.33, linea punteada azul), la formacién de heterocomplejos
hemifuncionales es muy improbable. Por otro lado, para estudiar la posibilidad de que parte del
ADN de la reaccion fuera secuestrado por TrwK, se realizaron ensayos de retardo en gel
poniendo ambas proteinas en contacto con el ADN marcado y en ratios molares en los cuales se
observaban efectos claros en la inhibicion de la actividad ATPasa (1:2). Para ninguna de las
mezclas se observé efecto alguno en el patréon de retardo de TrwB, aun poniendo un exceso de
TrwK, incluso a ratios molares en los cuales la actividad ATPasa de TrwB disminuia hasta un 5 %

(Fig. 4.37). El mismo resultado se obtiene usando la variante del CTD de TrwK: TrwK_413-823.
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Figura 4.37. Retardos en gel de TrwBAN70 sola (A), con TrwK (B) y con TrwK_413-823 (C) en relaciones molares
1:2.

Las concentraciones crecientes de TrwBAN70 fueron las mismas en los tres casos (8-120 uM), las concentraciones de
TrwK 'y TrwK_413-823 fueron 16-240 uM.
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Este dato seria entendible atendiendo a la gran diferencia de afinidad de ambas

proteinas por el G-quadruplex, 200 veces mayor para TrwB (Fig. 4.28).

Asimismo, se testd la capacidad de unién al G4-quadruplex de TrwBAN70(W216A), para
comprobar si la inhibicién ejercida en TrwBAN70 venia dada por la formacion de
heterohexameros no funcionales en su unién y actividad o tan sdélo en su actividad (ya que es
necesaria la unién al ADN para formar hexameros en TrwB) [46]. En ambos casos, la unién al

ADN es similar en el mismo rango de concentracion de proteina (Fig. 4.38).
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TrwBAN70 TrwBAN70(W216A)
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Figura 4.38. Retardos en gel utilizando TrwBAN70 y TrwBAN70(W216A).
La concentracién para ambas proteinas fue de 8-120 uM

Estos datos y los de inhibicién identificarian como dos procesos independientes la
capacidad de unidn al ADN vy la capacidad para hidroliza ATP. Dichos resultados reforzarian la
idea de que ambas proteinas (TrwB y TrwK) podrian estar formando heterocomplejos no

funcionales.
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4.6.6. Estudios de interaccion de TrwK y TrwB

Los efectos observados en la actividad ATPasa de TrwB en presencia de TrwK sugerian
gue ambas proteinas interaccionaban. Para corroborar esta hipdtesis, se realizaron pruebas
adicionales que consistieron en la estabilizacion de posibles complejos TrwK-TrwB mediante el
uso del agente quimico EGS, usado cominmente para la obtencidon de complejos proteicos. Se
incubaron TrwK y TrwB en ratio 1:1 y a una concentraciéon de 125 mM con 1.5 mM de EGS
durante 30 minutos. La mezcla se cargd en una columna Superdex 200 HR 10/30 y las fracciones
fueron analizadas por Western blot usando anticuerpos anti-TrwK y anti-TrwB. Como se observa
en la figura 4.39, las fracciones 14 y 13 eluidas de la columna, con un peso molecular aparente
de 48 y 94 kDa, contenian tanto TrwB como TrwK. Sin embargo, en las fracciones de la 12 a la 10
aparece un complejo, reconocido por ambos anticuerpos, con un peso molecular que podria

identificarse como la unién de un mondmero de cada proteina (142kDa).
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Figura 4.39. Analisis mediante filtracion en gel y Western blot de complejos TrwK y TrwB formados en presencia de

EGS.

(A) Filtracidn en gel de TrwB (rojo), TrwK (azul) y TrwK-TrwB con EGS (negro). Western blot anti-TrwK (B) y anti-TrwB
(C) de los complejos inducidos por EGS (negro).

Estos resultados apoyan la idea de que ambas proteinas interaccionan. En ratios

equimolares, en los cuales ya se observaba un 30 % de inhibicién, ambas proteinas son capaces

de formar un complejo. Este ensayo se ha realizado en ausencia de ADN para evitar la formacion

de complejos macromoleculares de ambas proteinas unidas al ADN y su posible confusion en el

perfil de elucién, dado que el tamafio de un monémero de TrwK es aproximadamente dos veces

mayor que el de TrwB (TrwK monomérica apareceria a la misma altura que un posible dimero de

TrwB).
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5. DISCUSION

El objetivo de esta tesis era caracterizar bioquimica, funcional y estructuralmente a
TrwK, el homdlogo de VirB4 en el plasmido conjugativo R388. En ninguno de los tres aspectos
se habia profundizado mucho en el estudio de TrwK o cualquiera de sus homdlogos, existiendo
pocos trabajos anteriores focalizados en esta familia de proteinas. Aproximaciones genéticas
sugerian interacciones con otros miembros del sistema [29, 45, 50, 53, 89, 117] durante el
proceso de biogénesis del sistema, pero sin localizarla en ningun lugar en el tiempo en dicho
proceso ni dando una ubicacién clara o definitiva en el T4SS [50, 53, 125]. Asi mismo, existia
controversia acerca de su posible actividad ATPasa, sugerida pero no descrita [82, 125], y
acerca de su topologia y estructura [50, 87], extremadamente esquiva pese a multiples

esfuerzos. Por ello, este estudio ha tratado de arrojar luz sobre estos aspectos de las VirB4.

La similitud entre esta familia de proteinas es alta [83], siendo las proteinas mas
conservadas de los T4SS. Poseen varios motivos altamente conservados entre los que destacan
dos motivos cataliticos Walker A y B [82, 126]. La presencia de estos motivos inducia a pensar
que las proteinas VirB4 tenian actividad ATPasa. Sin embargo, y a pesar de un estudio realizado
con la VirB4 de A. tumefaciens donde se reportaba una débil actividad [91], trabajos
focalizados en la caracterizacion bioquimica de TrwK y de su homdlogo en el pldsmido RP4
(TrbE), describian a ambas proteinas como incapaces de hidrolizar ATP o GTP
independientemente de las concentraciones de sal y del rango de pH. Ademas, la adicién de

ADN de cadena doble o sencilla tampoco inducia la hidrélisis de nucledtidos [82].

En este trabajo, se presentan las primeras evidencias consistentes e inequivocas, que
demuestran la capacidad de TrwK para hidrolizar ATP en ausencia de otros miembros del

sistema y define a la familia de las VirB4 como ATPasas.

Tras la publicacion de nuestros resultados [48], han aparecido estudios en otros
homalogos de TrwK que también demuestran la capacidad de las VirB4 para hidrolizar ATP. En
concreto, esta actividad ATPasa se ha observado en TraB del plasmido pKM101, TraE de
Aeromonas veronii 'y Prgl) de E. faecalis [54, 64, 86]. Sorprendentemente, estudios bioquimicos
sobre TraB de pKM101 han demostrado que ambas mitades N y C-terminales son capaces de
hidrolizar ATP, siendo una caracteristica nueva no descrita en ningun otro homalogo de las
VirB4. Por otra parte, Prgl), un homologo de VirB4 en la bacteria Gram-positiva E. faecalis, es
capaz de hidrolizar ATP en la forma dimérica de la proteina. Ademads, una mutacién en su

dominio Walker A suprime la actividad ATPasa y la transferencia del plasmido pCF10 [54]. La
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caracterizacién bioquimica de TraE de A. veronii, por otro lado, aporta unos parametros
cinéticos en presencia de distintos cationes divalentes, rangos de pH y temperatura similares a

los obtenidos para TrwK [64].

La dificultad de encontrar actividad en la familia de las VirB4 viene dada por la
especificidad en sus requerimientos de determinadas sales y su concentracidn, asi como de los
valores de pH. En el caso de TrwkK, la eleccion de acetato de magnesio y de potasio resulté ser
esencial para la determinacién de la actividad ATPasa. Hay que sefialar que en el citoplasma de
E. coli el potasio estd en altas concentraciones, mientras que las cantidades de sodio son
insignificantes [127]. Ademads, se han descrito efectos negativos en el procesamiento de
biopolimeros en E. coli en presencia de aniones cloruro [163]. Por todo ello, se optd por
sustituirlos, en los ensayos de actividad, por iones de acetato. Este aumento de velocidad en
presencia de iones de acetato queda demostrado en el resto de las VirB4 con actividad ATPasa
caracterizada, ya que muestran valores de actividad maximos con parametros de sales y pH

similares a TrwkK.

De la misma manera que ocurria con su posible actividad ATPasa, existia incertidumbre
sobre el estado oligomérico de las VirB4. Distintos grupos habian ofrecido pruebas de
diferentes estados oligoméricos de estas proteinas, desde mondmeros o dimeros hasta
agregados de mayor orden [50, 53, 54, 82, 86, 87, 123, 125]. Para arrojar mas luz sobre este
asunto, se llevaron a cabo estudios de ultracentrifugacion analitica en condiciones de
purificacién y en las de los ensayos de actividad ATPasa. Dichos estudios mostraron que la
proteina purificada se encontraba mayoritariamente en estado monomérico, pero cuando se
incubaba en las condiciones del ensayo ATPasa, tendia a formar especies oligoméricas
diversas: mondmeros, dimeros, trimeros, hexdmeros y agregados de mayor orden. Aunque en
estas condiciones la proporcién de hexameros era mayor que en condiciones de purificacién,
ésta seguia siendo baja, entorno al 5 % del total. Este dato explicaria los bajos valores de
actividad observados, suponiendo que el estado hexamérico corresponda a la forma activa, y
teniendo en cuenta que los valores de hidrdlisis de ATP estan calculados respecto a la cantidad

de proteina total.

Pese a estos resultados, continla existiendo controversia acerca del estado
oligomérico de la familia VirB4. Recientes estudios realizados en TraB del pldasmido pKM101,
definen a dicha proteina como dimérica en su forma inactiva extraida de la membrana y
hexamérica en su forma soluble y activa [86]. Dicho estudio sugiere que existe un equilibrio

entre ambas formas: la dimérica, capaz de unir ADN y nucledtidos pero incapaz de hidrolizar
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ATP, y la hexamérica, con capacidad de hidrélisis. Los mismos autores, utilizando small-angle
X-ray scattering (SAXS) [87], obtuvieron modelos de la fraccion dimérica de membrana de TraB
en los que postulaban que los NTD y CTD estan implicados en la dimerizacion de la proteina.
Por otro lado, LvhB4, la homdloga de VirB4 en L. pneumophila, ha sido descrita como soluble y
monomeérica [87]. El homdlogo de VirB4 en H. pylori aparece también como mondémero [82].
Estos estudios sobre el estado oligomérico de las proteinas de esta familia llevan a pensar en
un equilibrio dindamico entre diferentes estados, siendo su conformacién hexamérica la forma

activa capaz de hidrolizar ATP.

Otro aspecto muy controvertido sobre las VirB4 es el referente a su topologia. Existen
estudios que las describen como proteinas de membrana, conteniendo entre uno y cuatro
segmentos transmembrana [117]. Otros estudios llevaron a cabo predicciones de segmentos
transmembrana en VirB4, describiendo entre cero [50] y cuatro segmentos [151].
Concretamente, para TrwK, estas predicciones no describian segmento transmembrana
alguno. Ademas, ni en la purificacion de TrwK, ni en los ensayos de actividad ATPasa ni en los
analisis de ultracentrifugacion analitica o de microscopia electrdnica, fue necesario el uso de
detergentes. Estos datos apuntaban claramente a que TrwK no era una proteina de
membrana. Atendiendo a estos resultados, nos propusimos analizar las secuencias de 64
proteinas correspondientes a homoélogos de VirB4 que representasen el amplio espectro
filogenético descrito en [83]. De este andlisis pudimos concluir que, salvo los homdlogos de
VirB4 de la rama IncX y TrbE del plasmido RP4, todas las proteinas VirB4 carecen de segmentos
transmembrana. Reforzando esta idea, recientes estudios han identificado genes de varias
VirB4 que codifican un Unico polipéptido compuesto por VirB3 y VirB4 fusionadas formando
una sola proteina [81, 85]. Nosotros hemos observado que, a diferencia de estudios previos
[152], el homdlogo de VirB4 en el pldsmido R6K codifica un solo péptido que contiene PilX3 y
PilX4 (VirB3 y VirB4) fusionadas [48]. Ademads, en estos mismos grupos no se han identificado
proteinas de la familia VirB3, las cuales pasarian a estar directamente fusionados con las VirB4
generando proteinas de mayor tamafo en todas ellas. Por otra parte, en la mayoria de T4SS

hay una sintenia conservada de genes en la que virB3 se encuentra aguas arriba de virB4.

VirB3 es una proteina integral de membrana interna [152, 153] cuya estabilidad es
dependiente de la presencia de VirB4 [45]. En este trabajo se han realizado fusiones
transcripcionales y traduccionales de TrwM (VirB3) y TrwK (VirB4) y se ha analizado su
ubicacion celular. Ambas construcciones se encuentran en la fraccion de membrana interna,

reforzando la idea de que la funcién de las VirB3 es localizar a las VirB4 en la cara citosdlica de
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la membrana interna, para hacer mas facil su posible interaccién con las proteinas del
complejo (incluidos los otros dos motores del sistema [29, 50, 51]), asi como con los distintos

sustratos (ADN, relaxasa o efectores) [54].

Tras la caracterizacidn bioquimica de la proteina, el siguiente objetivo de esta Tesis fue
su caracterizacion estructural. En el momento de acometer este trabajo tan solo existia el
modelo bioinformatico de la mitad C-terminal de VirB4 de A. tumefaciens [50]. Se usd una
aproximacién similar para crear un modelo del CTD de TrwK, residuos 413-772, usando como
molde la estructura cristalografica de TrwBAN70 (1e9r.pdb). Un analisis comparativo entre el
modelo de TrwK y la estructura de TrwB nos permitié identificar la presencia de tres a-hélices
en el extremo C-terminal, residuos del 772 al 823, que no estan presentes en TrwB. En un
alineamiento de un gran nimero de secuencias de homodlogos de VirB4 pudimos comprobar
que este motivo con tres a-hélices estd altamente conservado en todas las VirB4. Al estar
ausente este motivo en TrwB no fue posible modelar el extremo C-terminal de TrwK (los

ultimos 56 aminodacidos).

A la vista de estas diferencias en el extremo C-terminal de VirB4 respecto a TrwB, nos
propusimos eliminar secuencialmente estas tres a-hélices para determinar si este dominio era
el responsable de las diferentes propiedades bioquimicas y funcionales entre ambas proteinas.
Las variantes resultantes fueron purificadas vy caracterizadas bioquimicamente.
Sorprendentemente, los valores de actividad ATPasa de estos mutantes resultaron ser diez
veces superiores a la proteina salvaje. A pesar de este incremento en la velocidad de hidrdlisis,
las constantes cinéticas no variaban con respecto a la proteina salvaje, manteniendo valores
de K, (ap) Y coeficientes de Hill similares, lo que sugiere que la eliminacién seriada de las tres a-

hélices no inducen cambios conformacionales en el sitio de unién a nucleétidos.

El considerable aumento en los valores de actividad ATPasa podria llevar a pensar en
una mayor actividad in vivo vy, por ello, unas frecuencias de conjugacién mucho mayores:
concretamente, de un orden de magnitud, atendiendo a la diferencia con la actividad ATPasa
de la proteina salvaje in vitro. Sin embargo, estos mutantes no eran capaces de complementar
la actividad in vivo de TrwK en los ensayos de conjugacion. La ausencia de transconjugantes
indica que el extremo C-terminal juega un papel vital en el proceso de conjugacién, ya sea en
la interaccion con el sustrato [27, 47, 54, 89] o con los otros dos motores del sistema [29, 50,

53]
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Los efectos de eliminar una, dos o las tres a-hélices, son los mismos en cuanto a los
valores de actividad ATPasa y las frecuencias de conjugacion obtenidas para los tres mutantes.
Este resultado lleva a pensar que tan sélo la ultima a-hélice, ausente en los tres mutantes, es
la responsable de la autoinhibicion de la proteina. Apoyando este resultado, trabajos
anteriores realizados en TrbE del pldsmido RP4, demostraban que mutaciones en los
aminoacidos W837 y L838 inactivaban la proteina [82]. Ese triptdfano, residuo 808 en TrwkK,
esta altamente conservado en todas las VirB4 [51]. De la misma manera, mutaciones en el CTD

de VirB4 de A. tumefaciens conducen a su desestabilizacion [117].

Los datos obtenidos en los ensayos in vivo e in vitro sugieren que el extremo C-
terminal de TrwK actuaria como una regidn autoinhibitoria de la proteina, previniendo el gasto
innecesario de energia en momentos en los que no ejerce ningun tipo de funcién. Estos datos
podrian estar en concordancia con los obtenidos acerca de la regulacion del plasmido R388,
que permanece inhibido en condiciones basales. Posibles cambios conformacionales en el
extremo C-terminal, ya sea al ponerse en contacto con sus posibles sustratos, al interactuar
con los otros motores del sistema o con el cese de su autoinhibicidn, llevarian a un aumento
en la actividad de hidrélisis de ATP y, por ende, a una correcta funcionalidad en el transporte

de sustratos.

Se han descrito mecanismos similares de autoinhibicién en varias familias de
proteinas: kinesinas [131, 132], Hsp90 [133, 134], kinasas [135, 136, 137], calcio ATPasas [138,
139, 140, 141] y ATPasas tipo P [142, 143, 144, 145]. Ademds, en varios casos, péptidos
sintéticos constituidos por los aminodcidos correspondientes a sus dominios reguladores han
sido utilizados para caracterizar el mecanismo inhibitorio de esas proteinas [138, 141, 146]. En
algunas de ellas, la inhibicidn de la actividad ATPasa e lleva a cabo por un péptido codificado
por otro gen, controlando su regulacién de manera externa. Este es el caso de la F;-ATPasa
mitocondrial, inhibida por el péptido externo IF; [147]. Esta proteina se une a la interfaz entre
las subunidades a y B de la F;-ATPasa, bloqueando de este modo el mecanismo de rotacion
[148, 149]. Por otro lado, y en contraste con la mitocondrial, la inhibicion de la F;-ATPasa de E.
coli se realiza mediante cambios conformacionales en el CTD de uno de sus componentes [150]

sin la necesidad de codificar una proteina externa especifica.

En el caso de TrwK, pudimos observar que la adicién de un péptido sintético con una
secuencia idéntica a su ultima a-hélice revertia el incremento en la actividad ATPasa de los
mutantes del extremo C-terminal. Por ello, atendiendo a esta similitud en los mecanismos de

inhibicién, podria especularse como un mecanismo general de inhibicion de ATPasas
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hexaméricas. Segln este modelo, la dltima a-hélice de TrwK actuaria de modo similar a como
lo hace el inhibidor de la F;-ATPasa, induciendo cambios conformacionales en su estructura
que impedirian el acceso al sitio de unién de nucledtidos obstruyendo los cambios
conformacionales provenientes de la hidrdlisis de ATP y esenciales para ejercer su trabajo

mecdnico (Fig. 5.1).

Figura 5.1. Modelo del mecanismo de regulacion de la hidrélisis de ATP en la F;-ATPasa y en las VirB4.

(A) Representacion de la estructura de la F;-ATPasa con su proteina inhibitoria IF; (2V7Q.pdb). Subunidad a (rojo),
B (amarillo) y residuos 8-41 de la IF; (verde).

(B) Representacion del modelo de la estructura de TrwK (cian), superpuesta en la estructura de TrwB (salmédn),
(1e9r.pdb). En ausencia de datos estructurales, las tres a-hélices del CTD de TrwK (56 residuos) han sido
modeladas (azul oscuro) de manera que la Ultima a-hélice se une en la interfaz entre dos subunidades del
hexamero, bloqueando el mecanismo catalitico. El mecanismo de inhibicidn podria ser similar al de IF;-ATPasa.

Uno de los objetivos de esta Tesis era la obtencién de la estructura tridimensional de
TrwK, ya que se desconocian muchos detalles, sobre todo de su mitad N-terminal. En este
trabajo se ha obtenido la primera estructura tridimensional de la proteina entera, en su forma
hexamérica, mediante microscopia electronica. La combinacién de esta informacion
estructural con analisis bioquimicos y filogenéticos proporciona nuevos conocimientos sobre la
funcidn y la evolucidn de la familia VirB4. Ademas, arroja luz acerca del estado oligomérico de
la proteina en su forma activa. Recientemente, se ha publicado la estructura cristalografica del
dominio C-terminal del homdlogo de VirB4 en la bacteria extremdéfila Thermoanaerobacter
pseudethanolicus (4ag6.pdb) [123]. La estructura es similar a los modelados informaticos que
se habian descrito previamente [50, 51], reforzando la idea de una alta similitud estructural

con la estructura de la proteina acopladora TrwB [71]. En el mismo estudio, se comprobd que

114



5. Discusion

una mutacién en el motivo arginine finger de VirB4 suprime completamente la actividad
ATPasa de la proteina [123], lo cual indica que la proteina necesita oligomerizar para ser activa.
Estudios previos en nuestro grupo ya demostraban un aumento en la proporcidon de
hexdmeros de TrwK, mediante ultracentrifugaciéon analitica, en condiciones de maxima
actividad ATPasa [48]. Este hecho es comUn en todas las ATPasas de la familia AAA+/RecA, las
cuales son activas en su forma hexamérica. Por lo tanto, la estructura hexamérica resuelta en

este trabajo corresponde a la forma activa de la proteina.

La estructura tridimensional obtenida estd formada por dos anillos hexaméricos
conectados por una constriccidn en la zona central. Los dos anillos tienen diametros externos
distintos, 132 Ay 124 A, correspondientes a los NTD y CTD, respectivamente. La longitud del
hexamero es de 165 A, en concordancia con el tamafio estimado de un mondmero de VirB4
unido al canal peripldsmico y descrito previamente mediante microscopia electrénica en
pKM101 [123]. Quizas la caracteristica mas importante de esta estructura es el tamafio del
didametro interno (42 A), que es bastante mayor que el de TrwB (8 A) [71] y se asemeja
bastante al de FtsKk (31 A aproximadamente) [72], una ADN translocasa implicada en
segregacion cromosomica. Es importante sefialar que, a pesar de que los modelos
bioinformaticos de TrwK y VirB4 fueron generados usando la estructura de TrwB como molde,
esos mismos analisis bioinformaticos también ofrecian la posibilidad de usadr como molde
FtsK. De hecho, existen analisis filogenéticos que han relacionado a las VirB4 con ADN
translocasas, como las proteinas acopladoras VirD4/TrwB y con las proteinas de la familia
FtsK/SpollIE [77, 78]. Estos analisis filogenéticos sugieren que las familias VirB4 y VirD4 podrian
haber derivado de bombas de ADN de plasmidos ancestrales, apareciendo tras la primera
diversificacion entre Archaea y Bacteria [77, 78]. Por el contrario, las proteinas FtsK podrian
haber evolucionado a partir de un precursor anterior, una ATPasa encargada del

empaguetamiento del ADN de cadena doble de los virus A32 [78].

En este trabajo nos hemos centrado en la evoluciéon del dominio motor de las
proteinas VirB4, VirD4 y FtsK. Dicho dominio esta altamente conservado en toda la familia de
las RecA, lo que puede sugerir un mecanismo de accion comun en toda la familia,
independientemente del proceso mecanico, derivado de la hidrélisis de ATP, que realice cada
proteina. Los datos de analisis filogenéticos sugieren que el dominio motor de las FtsK diverge
de las VirD4 y VirB4. Ademads, se ha incorporado al estudio una translocasa de ADN de cadena

doble de un plasmido conjugativo de Streptomyces que ha sido descrita como altamente

115



5. Discusion

relacionada con las FtsK [121]. Sorprendentemente, encontramos que el dominio motor de

TraB,svn1 parece haber evolucionado de un ancestro comun con las VirB4 y VirD4.

Basandonos en la similitud estructural entre los dominios motor de VirB4 y dichas
translocasas, procedimos a ajustar las estructuras atdmicas de los hexameros de TrwB y FtsKcrp
en el mapa de microscopia electrénica de TrwK. Dado que las dimensiones externas e internas
de FtsK se ajustaban mejor en la reconstruccion tridimensional que las de TrwB, se decidié
alinear cada mondmero de VirB4¢rp de T. pseudethanolicus [123] y de TrwK en las posiciones
relativas de FtsK en el mapa de microscopia. Este hexdmero se ajustaba mucho mejor al
volumen obtenido, dando una idea mas real de la disposicién de sus mondmeros, mejorando
asi las aproximaciones realizadas en trabajos anteriores tomando como referencia el

hexamero de TrwB [50, 51].

Por otro lado, las estructuras atomicas de los hexameros de VirB4crp, TrwB y FtsKcrp
fueron filtradas a 20 A y acopladas en el mapa de microscopia electrénica de TrwK. El ajuste de
dichas estructuras ocupa aproximadamente el 40 % del volumen total, apoyando asi, la
precision del modelo. Es importante resaltar que TrwK posee 823 residuos y sélo 359 forman
parte del modelado estructural del CTD, siendo, en el caso de la estructura cristalografica de
TpsVirB4 [123], 383 residuos los que comprenden dicha estructura. La estructura
cristalografica de FtsKcrp contiene 406 residuos [72] y ocupa un espacio similar en el mapa de

microscopia.

Del mismo modo que FtsK, la mayoria de las VirB4 poseen un NTD, mucho menos
conservado que la region que contiene el dominio motor y muy poco conocido en cuanto a
estructura y funcion. En TrwK se ha sugerido que el NTD sea responsable de la oligomerizacién
de la proteina, conteniendo un posible dominio de cremallera de leucinas alrededor del
aminoacido 300 en muchos de sus homodlogos [82]. Otra de las funciones que se han
propuesto para el NTD es la de ser una posible zona de unién con otras proteinas del sistema
[48, 50]. Una de esas proteinas podria ser VirB3, ya que existen clados en los cuales ambas
proteinas estan fusionadas [48] y, en el caso de TrwK y TrwM, situdndose su fusién en la

fraccion de membrana interna.

Un reciente estudio por microscopia electrénica en el que se reconstruia un complejo
formado por el canal periplasmico y la VirB4 de pKM101, TraB, [123] situa a un mondmero de
TraB embebido en la zona periplasmica del canal y no bajo ella, como cabia esperarse (Fig 5.2).

Esta interaccién entre VirB4 y el canal periplasmico permitiria, segun los autores, que cambios
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conformacionales inducidos por la hidrélisis de ATP VirB4 promoviesen la apertura de la cara
citosdlica del canal periplasmico y el paso del sustrato a través de él. A pesar de que en estas

reconstrucciones sélo aparece un mondmero de TraB, en esos mismos estudios se puede

observar también la presencia de dimeros y trimeros unidos al canal peripldsmico [123].
Trabajos anteriores de los mismos autores [86] describen dos localizaciones de la proteina:
dimérica asociada a membrana y hexamérica soluble y cataliticamente activa. En cualquier
caso, resulta dificil imaginar la ubicacién del homdlogo de VirB3 (en pKM101, TraA),
supuestamente unido al extremo N-terminal de VirB4/TraB. VirB3 es una proteina
transmembrana no presente en dicha estructura y siendo una proteina anclada a la membrana

interna, resultaria muy complicado que el extremo N-terminal de VirB4 estuviera en el

periplasma tal y como proponen en estos estudios.

A B

Figura 5.2. Estructura del canal periplasmico de pKM101 en ausencia y en presencia de TraB, lel homdélogo de
VirB4 en pKM101.

(A) Reconstruccion 3D del canal periplasmico tras digestion con elastasa.

(B) Reconstruccion 3D de TraB.

(C) Reconstruccion del complejo canal peripldsmico-TraB en el que se observa cémo el dominio N-terminal de
mondmero de TraB estaria embebido dentro de la pared del canal periplasmico, quedando su CTD en la cara
citosolica. La hidrdlisis de ATP por TraB provocaria la apertura del canal, permitiendo el transporte de sustratos.
Modificada de [123].

Basandonos en estas consideraciones, proponemos un modelo alternativo en el que el
hexdmero de VirB4 puede interactuar con el canal peripldasmico en el lado citosélico de la
membrana interna y no con la cara periplasmica de la membrana interna (Fig. 5.3). De hecho,
las dimensiones de la estructura hexamérica de TrwK se ajustan perfectamente con la base de

la estructura del canal periplasmico del T4SS resuelta por crio-microscopia [39].
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Figura 5.3. Modelo de la interaccion de TrwK con el canal periplasmico.

La estructura del canal periplasmico del T4SS obtenida por crio-microscopia (emd_5031.map) fue filtrada a 20 A
(azul) [39]. La estructura hexamérica de TrwK (emd_5505.map) ha sido ajustada al canal peripldasmico en dos
posibles localizaciones: unida a la cara citoplasmatica de la membrana interna (A) o embebida en la membrana
interna (B), como ha sido descrito en [123]. El modelo del panel A es mas compatible con la presencia de VirB3
unida al NTD de VirB4.

A pesar de numerosos estudios genéticos, estructurales y bioquimicos, la funcidn
bioldgica de las proteinas VirB4 esta todavia por determinar. Las VirB4 han sido descritas como
vitales en la biogénesis del pilus [117], pero también han sido propuestas como participantes
directas en la secrecidn de factores de virulencia [24, 125]. Por otra parte, se ha descrito que
VirB4 podria unir ADN de manera inespecifica [22, 54, 86, 126]. Por tanto, y para poder
caracterizar estas posibles interacciones de las VirB4 con el ADN, nos propusimos realizar
ensayos de union de TrwK al ADN y comprobamos que, en efecto, TrwK es capaz de unir ADN.
Sorprendentemente, observamos que al igual que TrwB [66], TrwK une ADN G-quadruplex con

mayor afinidad que ADN de cadena sencilla.

Se testd también la capacidad de unién al G-quadruplex por parte de mutantes de
TrwK estructurales y puntuales, con caracteristicas similares a TrwB (TrwK_413-823 vy
TrwK(D575A_D578K)), obteniéndose constantes de unién del mismo orden de magnitud que

con TrwK. Sin embargo, existen diferencias en dichas constantes y en sus pardmetros de
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cooperatividad. Ambos mutantes poseen afinidades mayores que TrwK salvaje y valores de
cooperatividad cercanos a los de TrwB. Si bien la variacidon en cuanto a las constantes no sufre
un cambio significativo, estos resultados refuerzan la idea de que la similitud estructural entre
TrwB y TrwK se correlaciona con caracteristicas funcionales semejantes. Estos datos llevan a
pensar que la unién de TrwK al ADN podria no ser inespecifica o artefactual, sino que podria
jugar un papel importante, a nivel funcional, durante el proceso de bombeo del ADN a través

del canal en la conjugacion.

La homologia estructural entre TrwK y TrwB, asi como la unidn de TrwK al ADN, hace
especular acerca de la posibilidad de que ambas proteinas podrian interaccionar formando
heterocomplejos. A este respecto, cabe sefialar la capacidad de PrgJ, el homélogo de VirB4 en
E. faecalis, para unirse a ADN de cadena simple y doble sin secuencia especifica y al plasmido
pCF10 in vivo con su oriT intacto [54]. También es capaz de interaccionar con PcfC, la proteina
acopladora, asi como con la proteina accesoria y su relaxasa. Estos datos sugieren que Prgl es
capaz de unirse a los miembros del Dtr independientemente de cada uno de ellos y que la
formacion de los complejos Prgl-PcfF y Prgl-PcfG es independiente de la actividad catalitica
propia de la proteina, teniendo las mismas capacidades de unién la proteina salvaje que un
mutante en el motivo Walker A. Este resultado les permite proponer un modelo en el que la
proteina acopladora podria unirse al relaxosoma mediante la relaxasa y la proteina accesoria,
PcfF y PcfG (TrwC y TrwA en R388). Tras ello, interaccionaria con VirB4, que, a su vez, podria

catalizar la transferencia del sustrato.

Reforzando esta idea, en este trabajo se describe que la actividad ATPasa de TrwB es
inhibida por TrwK y que la actividad de TrwK_1-801 es también inhibida por un mutante de
TrwB carente de actividad, TrwBAN70(W216A). Efectos similares de formacion de
heterocomplejos defectivos en su actividad puede observarse en TrwB con la adicion del
mutante TrwBAN70(W216A) [46] y en otras ADN translocasas como FtsK [72] o RuvB [154].
Ademas, mediante estudios de cross-linking hemos obtenido un complejo equimolar de TrwB y
TrwK, reconocido por ambos anticuerpos. Estos datos indicarian una posible interaccion entre

ambas proteinas con la posible formacion de heterocomplejos de TrwB y TrwK.

La caracterizacion estructural y bioquimica de TrwK reportada en esta Tesis aporta
nuevas e importantes ideas acerca del papel de las VirB4 en los sistemas de secrecion de tipo
IV, ya sea en el proceso de formacion del mismo o de secrecién de efectores proteicos y/o
ADN. Basdndonos en nuestros resultados y en los de otros laboratorios, proponemos el

siguiente modelo (Fig. 5.4):
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A) Biogénesis del pilus:

i) TrwK (VirB4) seria una de las primeras proteinas en ser sintetizadas e incorporadas a
la membrana mediante interacciones con TrwM (VirB3). La pilina inmadura o pre-pilina TrwL
(VirB2) se incorporaria a la membrana interna gracias a su secuencia sefial, que seria

posteriormente procesada, posiblemente por la peptidasa LepB [33].

ii) TrwK, en combinacion con TrwD (VirB11), expulsaria la pilina madura de la
membrana interna hacia el periplasma [47]. La tendencia de la pilina a no exponer sus regiones

hidrofébicas conduciria a la polimerizacion del pilus.

iii) La polimerizacién del pilus y formacion del canal deben ir acompafiadas por la
degradacién de la capa de peptidoglicano que se encuentra en el periplasma, posiblemente
mediante la accién de TrwN (VirB1), ya que se ha descrito su posible actividad transglicosilasa
[44]. No se conoce cudl de los dos procesos seria el primero en suceder, la formacion del canal
o del pilus; en cualquier caso, TrwK seria una de las primeras proteinas en formar parte del
T4SS. Se ha descrito que la actividad ATPasa de las VirB4 no es necesaria para la formacion del
canal periplasmico, aunque si es necesaria su presencia. En el caso de la translocacién de la
pilina, su actividad si es necesaria. Por ello, la autoinhibicidn descrita en esta tesis podria
ocurrir durante el proceso de formacidn del complejo cuando su actividad no es necesaria. En
el momento de la translocacion de la pilina, TrwD actuaria de activasa de TrwK [47]
provocando el cese de su inhibicién, probablemente mediante la interacciéon entre ambas

proteinas [29, 50, 53].

B) Secrecion:

i) Una vez formado el aparato secretor, daria comienzo la secrecidon propiamente
dicha. En el modelo de conjugacién shoot & pump [155], la conjugacidon comenzaria por la
accion de la relaxasa sobre el plasmido. Esta relaxasa (TrwC en R388) quedaria covalentemente
unida al extremo 5° del ADN. Este complejo nucleoproteico seria llevado al canal mediante la

proteina acopladora TrwB (VirB4) y la proteina accesoria TrwA.

ii) El siguiente paso consistiria en el bombeo del sustrato a través del canal
periplasmico. La interaccion de VirB4 con el canal periplasmico y los cambios conformacionales
asociados a la hidrdlisis de ATP, promoverian la apertura del canal. Es posible que la actividad

ATPasa de TrwK no esté directamente relacionada con el transporte de sustrato sino con los

120



5. Discusion

pasos previos a dicho transporte y por ello, la energia necesaria para el transporte de sustratos

vendria de las otras dos ATPasas del sistema, TrwD y TrwB [29].

iii) TrwD ayudaria a desplazar a TrwK de la base del canal, siendo ésta remplazada por
la proteina acopladora TrwB, que estaria unida al complejo nucleoproteico relaxasa-ADN [50].
En este sentido, es importante sefialar la posible contribucién de TrwD tanto en el proceso de
biogénesis como en el transporte, ya que se ha visto que puede interaccionar tanto con TrwK
como con TrwB (Ripoll-Rozada J, sin publicar). Asimismo, se ha visto que TrwD es capaz de
formar complejos con la proteina acopladora y con VirB6 (Trwl) y VirB8 (TrwG) [29]. Estas
interacciones necesitarian la presencia de TrwK. Este complejo interaccionaria con VirB9
(TrwF) y VirB2 (TrwlL) (componentes del canal y del pilus, respectivamente) en un proceso
dependiente de la presencia de VirB3 (TrwM), VirB5 (TrwN), y VirB10 (TrwE) (componentes
aledafios al canal, del pilus y del canal, respectivamente) [29]. Por otro lado, teniendo en
cuenta la capacidad de TrwK de unién al ADN y de formar hetero-complejos con TrwB, podria
ocurrir un paso previo al bombeo del sustrato. Este paso intermedio constituiria un estado de

transicién que ayudaria al desplazamiento de TrwK de la base del canal.

iv) La proteina acopladora TrwB bombearia el sustrato nucleoproteico a través del
canal. Para que esto ocurra el sustrato proteico tiene que ser previamente desplegado, ya que
es dificil imaginar como una proteina del tamafio de TrwC pueda pasar a través del canal en su
estado nativo. En este proceso de desplegamiento, TrwD podria desempeiiar un papel
esencial. De hecho, TrwD guarda cierta homologia estructural con ClpB, una unfoldasa de la

familia Hsp100 [61].
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Figura 5.4. Representacion esquematica del modelo de formacidon del canal periplasmico y el pilus conjugativo y del

proceso de transporte del ADN.

(A) Secuencia esquematica del proceso de formacién del pilus y el canal periplasmico mediante la interaccion TrwD-
TrwK y el cese de la inhibicién de TrwK, que proporcionan la energia ncesaria para la formacion del canal periplasmico

y el transporte de las subunidades de pilina.

(B) Transporte del ADN a través del pilus conjugativo mediante la formacidn del relaxosoma, la interaccién de las tres

ATPasas y la formacién de heterocomplejos entre TrwB y TrwK para facilitar la colocacién de TrwB en la base del canal

y el transporte del complejo ADN-relaxasa.
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Sin embargo, tanto los diferentes modelos descritos [29, 50, 54], como el propuesto en
la figura 5.4, deben ser tomados con cautela. Es posible que la homologia estructural entre las
VirD4 y las VirB4 tan solo refleje reminiscencias evolutivas y que no tenga ninguna funcién
bioldgica en los T4SS actuales, pudiéndose explicar por el alto grado de conservacién del
dominio motor en las RecA ATPasas y su gran similitud entre TrwK y otras ADN translocasas.
Los datos de los analisis filogenéticos sugieren la existencia de un antepasado comun para esta
gran familia de proteinas, teniendo como nexo comun el dominio motor y haciendo asi
comparables los mecanismos de hidrdlisis de ATP y los cambios conformacionales derivados de
éstos. Por ello, capacidades como la autoinhibicidon de la proteina mediante su extremo C-
terminal, la capacidad de unién al ADN y la posible formaciéon de heterocomplejos con
proteinas con un alto grado de conservacidon en su estructura, podrian ser capacidades

generales o reminiscencias evolutivas de proteinas muy relacionadas estructuralmente.
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6. CONCLUSIONES

6.1. TrwK presenta actividad ATPasa.

6.2. El estado oligomérico de TrwK es dependiente de las condiciones de sales, pH vy

concentracion.

6.3. Las estructuras a-helicoidales presentes en el extremo C-terminal de TrwK estdn

implicadas en la auto-inhibicién de la proteina.

6.4. TrwK es capaz de unir ADN, presentando, al igual que TrwB, una mayor afinidad por

estructuras G-quadruplex que por cadena sencilla.

6.5. Obtencion de la primera estructura tridimensional de TrwK en su estado hexamérico.

6.6. El ajuste de las estructuras cristalograficas de translocasas de ADN en el volumen de TrwkK,

junto con la capacidad de unién al ADN, refuerza la hipdtesis de que las VirB4 estan

filogenéticamente relacionadas con dichas ATPasas de la familia RecA, compartiendo con ellas

un dominio motor altamente conservado.
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Type IV secretion systems (T4SS) mediate the transfer of DNA and protein substrates to target cells. TrwkK,
encoded by the conjugative plasmid R388, is a member of the VirB4 family, comprising the largest and most
conserved proteins of T4SS. VirB4 was suggested to be an ATPase involved in energizing pilus assembly and
substrate transport. However, conflicting experimental evidence concerning VirB4 ATP hydrolase activity was
reported. Here, we demonstrate that TrwK is able to hydrolyze ATP in vitro in the absence of its potential
macromolecular substrates and other T4SS components. The kinetic parameters of its ATPase activity have
been characterized. The TrwK oligomerization state was investigated by analytical ultracentrifugation and
electron microscopy, and its effects on ATPase activity were analyzed. The results suggest that the hexameric
form of TrwK is the catalytically active state, much like the structurally related protein TrwB, the conjugative

coupling protein.

Gram-negative bacteria use type IV secretion systems
(T4SS) to transport protein and DNA substrates to phyloge-
netically diverse eukaryotic and prokaryotic target cells, result-
ing in pathogenesis and conjugative DNA transfer, respectively
(2, 8, 9). Conjugation is a significant medical concern because
it is responsible for the widespread transmission of antibiotic
resistance genes and virulence factors among pathogenic bac-
teria (16, 42). A subfamily of T4SS transports only effector
proteins to eukaryotic target cells, resulting in bacteria patho-
genesis that causes many human diseases, such as gastric ul-
cers, Legionnaires’ disease, brucellosis, and whooping cough
(10).

T4SS in conjugative systems are macromolecular assemblies
composed of 11 mating pair subunits (VirB1 to VirB11) and a
coupling protein (VirD4) that span inner and outer bacterial
membranes (18). Three of these subunits, VirB11, VirB4, and
VirD4, are putative ATPases that energize DNA and protein
substrate transfer as well as pilus assembly. In the conjugative
(IncW) plasmid R388, the coupling protein is called TrwB and
was shown to be a DNA-dependent ATPase (41). VirBl11l
(TrwD in R388) was also reported to display ATPase activity
(32). However, there is no concluding evidence concerning the
potential ATPase activity of VirB4-like proteins.

VirB4 proteins are the largest and most evolutionarily con-
served proteins in T4SS (14). An important feature of VirB4
proteins is the presence of Walker A and Walker B motifs (23,
30), found to be essential for virulence and plasmid transfer
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(5). Interestingly, the VirB4 NTPase activity was reported to be
dispensable for T4SS stabilization and pilus formation, sug-
gesting that its role is to energize substrate translocation (45).
However, there are conflicting experimental reports on the
NTPase activity in VirB4 proteins (30, 38), and the unequivo-
cal demonstration of such activity is needed.

Here, we demonstrate that TrwK, the VirB4 homologue in
the conjugative plasmid R388, is able to hydrolyze ATP in
vitro. The kinetic properties of this ATPase activity under the
conditions tested (i.e., in the absence of macromolecular sub-
strates and other T4SS subunits) were investigated. An analysis
of the TrwK oligomeric state by analytical ultracentrifugation
and electron microscopy has shown a dependency on salts, pH,
and protein concentration. A fraction of the total protein
present in the solution is in hexameric form, which is likely to
be the catalytically active state, much like VirB11 (44) and
VirD4 (17).

MATERIALS AND METHODS

Cloning of TrwK and mutants. The R388 #rwK gene was amplified by PCR and
cloned into a pET3a expression vector (Novagen, Madison, WI). The Walker B
mutant (D654A) was produced in two PCR steps, using the PCR product of the
first reaction (174 bp) containing the mutation (TCCAGAACTCGGCAAACA
CGTACA) as a primer for a second PCR. The fragment was digested and ligated
into the original vector containing the wild-type protein. The plasmids were
transformed into Escherichia coli strain C41(DE3) (27).

In vivo complementation assays. Derivatives of E. coli K12 strain DHS«a
carrying the plasmid pSU4133, a pR388 variant with a knockout mutation of the
trwK gene (6), were transformed together with expression plasmid pET3a con-
taining either the wild-type #wK gene or the #rwK(D654A4) mutant and mated
with UB1637 as described by Moncalian et al. (28). Transconjugants were se-
lected on trimethoprim and streptomycin plates.

Protein purification. Protein expression was induced by the addition of 1 mM
IPTG (isopropyl-B-p-thiogalactopyranoside). After 6 h of induction, cells were
harvested and suspended in a buffer consisting of 20 mM spermidine, 200 mM
NaCl, and 1 mM EDTA and stored at —20°C. Thawed cells were lysed as
described by Tato et al. (41). Lysates were collected by centrifugation, diluted
four times in buffer A (50 mM Tris-HCI [pH 7.6], 2 mM MgCl,, 0.1 mM EDTA,
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0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride) and applied to a HiTrap SP-Sepharose
(5-ml) column (Amersham, GE). TrwK-containing fractions were collected in
the flowthrough and applied to a HiTrap Q-Sepharose (5-ml) column. TrwK was
eluted from this column in a linear gradient of NaCl at a 250 mM salt concen-
tration. The enriched fractions were pooled and diluted to a final concentration
of 50 mM NaCl and applied to a second HiTrap Q-Sepharose (5-ml) column.
TrwK-containing fractions were pooled, concentrated, and loaded onto a Super-
dex200 GL10_30 column. After isocratic elution in a buffer consisting of 50 mM
HEPES-NaOH (pH 7.2), 150 mM NaCl, 10% (wt/vol) glycerol, 2 mM MgCl,, 0.1
mM EDTA, and 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, the fractions with the
richest content in TrwK were pooled and stored at —20°C. For the ATP hydro-
lysis assays, NaCl and MgCl, were replaced with potassium acetate and magne-
sium acetate, respectively. The TrwK(D654A) mutant was purified exactly as the
wild-type protein.

Mass spectrometry analysis. Selected protein bands were excised manually
from the gel and subjected to in-gel digestion with trypsin (Roche, Basel, Swit-
zerland) according to the method of Shevchenko et al. (37) with minor modifi-
cations. Liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) spec-
tra were acquired using a Q-Tof Micro mass spectrometer (Waters, Milford,
MA) interfaced with a CapLC capillary chromatography system (Waters). Ali-
quots (8 wl) were loaded onto a Symmetry 300 C18 NanoEase Trap precolumn
(Waters) connected to an XBridge BEH130 C18 column (Waters) equilibrated
in 5% acetonitrile, 0.1% formic acid. Peptides were eluted with a linear gradient
of 10 to 60% acetonitrile directly onto a NanoEase emitter (Waters). Obtained
spectra were processed using the ProteinLynx global server (Waters) and
searched against NCBI databases using the MASCOT search engine (Matrix-
science).

ATP hydrolysis assays. TrwK ATPase activity was measured by a coupled-
enzyme assay (21). To analyze ATP concentration dependency, TrwK (1.85 nM)
was incubated with 150 pl of ATP assay buffer, consisting of 50 mM PIPES
[piperazine-N,N’-bis(2-ethanesulfonic acid)]-NaOH (pH 6.45), 75 mM potas-
sium acetate, 5% (wt/vol) glycerol, 10 mM magnesium acetate, 1 mM potassium
chloride, 1 mM dithiothreitol, 0.1 mM EDTA, 0.5 mM phosphoenolpyruvate,
0.25 mM NADH, 60 pg/ml pyruvate kinase, 60 pg/ml lactate dehydrogenase, and
0.1 to 10 mM ATP. The reactions were started by the addition of TrwK. Activity
was measured by the decrease in NADH absorbance at 340 nm for 15 min at
37°C in a UV-1603 spectrophotometer (Shimadzu). The same procedure was
repeated at pH 5.0 to pH 9.5 using as buffers sodium citrate (pH 5.0), MES
(morpholineethanesulfonic acid)-NaOH (pH 5.5 to 5.9), PIPES-NaOH (pH 6.1
to 6.5), HEPES-NaOH (pH 6.8 to 7.25), Tris-HCI (pH 7.5 to 8.5), and sodium
borate-NaOH (pH 9 to 9.5).

Analytical ultracentrifugation. Analysis of the TrwK protein was performed at
two protein concentrations (0.4 mg/ml and 0.2 mg/ml) in either HEPES (50 mM
HEPES [pH 7.25], 300 mM KAc, 5 mM MgAc, 1 mM Tris[2-carboxyethyl|phos-
phine [TCEP], 0.1 mM EDTA) or PIPES buffer (50 mM PIPES [pH 6.45], 75
mM KAc, 5 mM MgAc, 1 mM TCEP, 0.1 mM EDTA). Sedimentation velocity
runs were carried out at 40,000 rpm and 20°C in an XL-I analytical ultracentri-
fuge (Beckman-Coulter, Inc.) with UV-visible and interference optics detection
systems, using an An50 rotor and 12-mm double-sector centerpieces. Sedimen-
tation profiles were registered every 5 min at the appropriated wavelength (280
nm). The sedimentation coefficient distributions were calculated by least-squares
boundary modeling of sedimentation velocity data using the sedimentation co-
efficient distribution method (36), as implemented in the SEDFIT program.
Apparent molar masses associated with each peak were estimated based on the
best-fit frictional ratio (f/f, = 1.42).

Electron microscopy and image analysis. Aliquots of TrwK (5 pl, 0.1 mg/ml)
were applied onto freshly glow-discharged carbon-coated grids. Samples were
negatively stained with 2% (wt/vol) uranyl acetate. Electron micrographs were
recorded at X50,000 nominal magnification on Kodak SO-163 film using a JEOL
1200EX-II electron microscope operated at 100 kV. The micrographs were
digitized in a Zeiss SCAI scanner with a final sampling rate of 2.33 A/pixel. A
total of 4,907 TrwK particles were selected and normalized using XMIPP image
processing software (39). The alignment and classification were performed by
maximum likelihood multireference refinement methods (34). The final classes
consisted of averages of 200 to 300 particles.

RESULTS

TrwK displays an ATPase activity in vitro. The TrwK pro-
tein was purified to homogeneity (Fig. 1). Sample purity was
confirmed by MS/MS. Each of the two bands in Fig. 1, lane e,
was extracted from the gel and subjected to MS analysis as
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FIG. 1. Purification of TrwK. Aliquots of pooled fractions cor-
responding to the different stages of the purification were resolved
in sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gels (10%) and stained
with Coomassie blue. Lane a, cell lysates; lane b, SP-Sepharose
flowthrough; lane c, Q-Sepharose elution; lane d, second Q-Sepha-
rose elution; lane e, isocratic Superdex-200 elution. Both bands in
lane e were excised manually from the gel and subjected to in-gel
digestion with trypsin and analyzed by LC-MS/MS. Peptide frag-
ment fingerprinting identified the larger band as TrwK and the
smaller band as a TrwK N-terminal deletion (see the supplemental
material).

described in Materials and Methods. The upper, more intense
band with an apparent molecular weight (MW,,,) of 94 was
identified as TrwK (see Fig. S1 in the supplemental material).
The band with an MW, of 80 below the TrwK band was
unambiguously identified by peptide fragment fingerprinting as
a TrwK deletion product. Comparison of the sequence cover-
age of both bands revealed that the band with an MW,,,., of 80
was missing four peptides corresponding to the TrwK N ter-
minus, suggesting an N-terminal deleted protein with a cleav-
age site in the region close to Arg'”® (see Fig. Sl in the
supplemental material). ATPase activity was analyzed by the
coupled-enzyme method (Fig. 2A). We initially tested reaction
conditions similar to those used to assay the ATPase activity of
protein TrwB (40, 41), a structural homologue of VirB4 (26).
However, because of the low velocity rates obtained in the
presence of MgCl, and NaCl (Fig. 2A, trace b), chloride salts
were replaced by the corresponding acetate salts, magnesium
acetate and potassium acetate (KAc), respectively. In the pres-
ence of these salts, the rate of ATP hydrolysis increased to
values of 45 nmol ATP hydrolyzed min~' mg ™! (Fig. 2A, trace
¢). ATP hydrolysis rates decreased with increasing concentra-
tions of salt (Fig. 2B), being reduced to 50% at 300 mM KAc
and to 5% at 600 mM KAc. In the presence of 75 mM NaCl,
ATP hydrolysis rates were 85% lower than those at the same
concentration of KAc and negligible at a high NaCl concen-
tration. These findings suggest an inhibitory effect of chloride
salts on TrwK ATP hydrolysis. TrwK ATPase activity was at its
maximum at a pH of 6.5 and inhibited at a pH of <6 or >7.5
(Fig. 2C).

In vivo and in vitro analysis of a Walker B mutation in
TrwK. In order to discriminate the observed ATPase activity
from possible contaminants that could be present in the puri-
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FIG. 2. TrwK ATP hydrolase activity. TrwK ATPase activity was
monitored by the decrease of NADH absorbance at 340 nm (A) in the
presence of 75 mM NaCl (trace b) or 75 mM KAc (trace c). The
control is shown in trace a. The effects of salt concentrations (B) and
pH (C) are represented.

fied protein sample, an essential aspartic residue in the TrwK
Walker B motif was mutated. This mutant [TrwK(D654A)] was
subjected to the same purification protocol, and the mutant
enzyme behaved exactly as the wild-type enzyme. The ATPase
activity of the TrwK(D654A) mutant protein, measured under
the same conditions as that of the wild-type TrwK, was unde-
tectable (<1 nmol ATP hydrolyzed min~* mg™~'). These re-
sults were corroborated by in vivo complementation assays of
cells carrying the plasmid pSU4133 containing the knockout
mutation of the #rwK gene (6). As shown in Table 1, while
wild-type frwK complemented the frwK knockout mutation at a
frequency similar to the wild-type situation, the plasmid con-
taining the #wK(D654) mutation was unable to complement
the mutation at all (at least a 4-log decrease). This result
indicates that the TrwK mutant protein is inactive in conjuga-
tion because it lost its ATPase activity.

Kinetic analysis of TrwK ATPase activity. TrwK kinetic pa-
rameters for ATP hydrolysis were determined by analyzing the
effect of ATP concentration on ATPase activity rates (Fig. 3).
Fitting the data to either a Michaelis-Menten (Fig. 3A, dashed
line) or a Hill (Fig. 3A, solid line) equation resulted in a better
fit for the latter. An empirical Hill equation with an apparent

J. BACTERIOL.

TABLE 1. Conjugation frequencies of R388 and #wK mutants in
the presence of complementing proteins

Variant of TrwK Conjugation

Plasmids in donor”

in donor frequencies”
R388 TrwK 4x10!
pSU4133 R388::AtrwK 1x10°°
pSU4133 + pET3a None 4x1077
pSU4133 + pET3a_twK TrwK 2% 1072
pSU4133 + pET3a_trwK D6544  TrwK(D654A) 7% 1076

“Donor cells (E. coli K12 strain DH5«) carrying the plasmids shown in the
first column were mated with strain UB1637.

® Transfer frequencies of transconjugants selected on streptomycin and tri-
methoprim plates.

negative cooperativity (Hill, n = 0.5) accounts for the depen-
dence of the ATP hydrolysis rate on ATP concentration. A
rough estimate of V., calculated by plotting the double re-
ciprocal of 1/v versus 1/[ATP]%?, was 48.4 nmol min~"' mg~",
and the K, s was 0.82 mM (K, ,,, = 0.7 mM). Then, assuming
that the reaction rate is proportional to the fractional satura-
tion of the enzyme, the Hill plot (log[v/(Vyax — V) versus
log[ATP]) was drawn and Hill coefficients (71;4) of 0.5 and 0.75

were calculated for low (<1 mM) and high (>1 mM) ATP
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FIG. 3. Kinetic analysis of TrwK ATP hydrolysis. (A) ATP hydro-
lysis rates represented as a function of ATP concentration fit better
with a Hill equation (solid line) than with a Michaelis-Menten equa-
tion (dashed line). (B) Hill plot for ATP hydrolysis by TrwK. The slope
of the line for the low ATP concentrations (<1 mM) and medium ATP
concentrations (>1 mM) were estimated as apparent Hill coefficients
of 0.5 and 0.75, respectively.
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FIG. 4. Sedimentation velocity analysis of TrwK. The sedimentation velocity profiles and distribution of sedimentation coefficients were
obtained from experiments conducted either in HEPES buffer at pH 7.25 (A, B) or PIPES buffer at pH 6.45 (C, D). The labeled peaks in panels
B and D correspond to monomers (a), dimers (b), trimers (c), and hexamers (d). OD, optical density [c(s)].

concentrations, respectively (Fig. 3B). This could be an indi-
cation of negative cooperativity for ATP hydrolysis if all the
binding sites were identical and the quaternary structure was
unique.

Effect of salts and pH on the ATPase activity and oligomeric
state of TrwK. The oligomeric state of TrwK and its relation-
ship with its ATPase activity was investigated. The state of
association and degree of homogeneity of TrwK was deter-
mined by sedimentation velocity. In HEPES buffer (pH 7.25),
the most predominant TrwK species (84.1% of the loading
concentration) sedimented with an s value of 5.1 S and an
estimated molar mass of ~89,000, which is compatible with the
monomer mass (Fig. 4A and B). The remaining species ob-
served had s values of 8 S (9.6% of the total protein), 11 S
(~3%), and ~15 S (~3%), with estimated masses of ~176,000,
~282,000, and ~452,000, that could be identified as dimers,
trimers, and hexamers of TrwK, respectively. Interestingly, a
sedimentation velocity analysis of TrwK in PIPES buffer (pH
6.45) under conditions similar to those used in the ATPase
assays (Fig. 4C and D) revealed the formation of large-size
oligomers. Under these conditions only, ~32% of the protein
remained as monomers and ~5% as hexamers, which could
explain the relatively low ATP hydrolysis rates. On the other
hand, this polydispersity could also explain the apparent neg-
ative cooperativity observed in the kinetic analysis of TrwK
ATPase activity.

A size exclusion analysis of TrwK by chromatography in a
Superdex200 column (Fig. SA) showed the existence of a peak
of MW, of ~500, which fits the expected mass of a TrwK
hexamer. Aliquots of TrwK corresponding to this fraction were
analyzed by electron microscopy. As shown in Fig. 5B, TrwK

does in fact form oligomers of round shape and similar size.
Image analysis and classification of 4,907 images in class aver-
ages of 200 to 300 particles (Fig. 5C) allowed the visualization
of ring-shaped structures with dimensions of ~113 A in diam-
eter consistent with a hexameric ring similar to that formed by
TrwB (17, 19).

TrwK does not behave as an integral membrane protein.
Since VirB4 proteins have been proposed to be integral inner
membrane proteins (11), we decided to study the effect of
phospholipids on TrwK ATP hydrolase activity under condi-
tions similar to those described for TrwD (VirB11), another
hexameric ATPase in T4SS (32). TrwK (1.8 pM) was incu-
bated with phosphatidylcholine—cardiolipin-Triton X-100 (1:
1:3) ternary mixtures (50 wM), and its ATPase activity was
measured by the coupled-enzyme assay. No effect was ob-
served on the rate of ATPase hydrolysis after the addition of
lipids or detergents (0.01 to 2 mM Triton X-100) (data not
shown). These results and, moreover, the fact that no deter-
gent was needed to maintain TrwK in solution suggest that
TrwK might not be an integral membrane protein.

To further investigate the membrane association of VirB4
proteins, the amino acid sequences of various members of the
VirB4 family were analyzed by several programs that predict
transmembrane segments (Sosui, HMMTOP, DAS, TMHMM,
and TopPred). Proteins corresponding to widely spread
branches of the phylogenetic tree of the VirB4 family (14) were
chosen for this analysis. As shown in Table 2, with the excep-
tion of IncX members and TrbE of the IncP plasmid RP4, all
the analyzed sequences were negative for predicted transmem-
brane regions. These findings underscore the fact that TrwK
behaves as a soluble protein in solution, suggesting that most
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FIG. 5. Electron microscopy of TrwK oligomers. Protein eluted
from a size exclusion chromatography column (GL 10/30 Super-
dex200) at an MW, of ~500 (indicated by the asterisk in panel A;
insert, sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
analysis of fractions from the chromatogram) were stained with
uranyl acetate and analyzed by electron microscopy (B; scale bar, 50
nm). Particles (4,907) were selected, aligned, and classified by max-
imum likelihood multireference alignment methods. Three of the
class averages (200 to 300 particles) are represented in panel C
(scale bar, 5 nm).

TrwK-like proteins might not be integral membrane proteins,
as previously reported.

DISCUSSION

This study demonstrates that TrwK, the VirB4 homologue of
the conjugative plasmid R388, displays an ATP hydrolytic ac-
tivity in the absence of other T4SS subunits or additional co-
factors. The similarity among members of the VirB4 protein
family is striking (14), with four conserved motifs (including
the Walker A and B motifs) and one conserved domain (23,
30). However, previous reports on the biochemical analysis of
RP4 TrbEHNA2 and R388 TrwK concluded that these pro-
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teins were not able to hydrolyze ATP or GTP (30), which is in
contrast to the very weak ATPase activity reported for
Agrobacterium tumefaciens pTiC58 VirB4 (38). Here, we
present strong evidence that demonstrates that TrwK is able to
hydrolyze ATP. TrwK ATPase activity cannot be due to a
contaminant present in the purified protein preparation, since
a protein containing a D654A mutation in the Walker B motif,
purified in exactly the same way, was void of in vitro ATPase
activity (as well as in vivo complementing activity). A previous
report showed that the equivalent residue to D654 in TrbE of
RP4 (D694) is essential for in vivo function (30). Interestingly,
the choice of magnesium and potassium acetate proved to be
essential for the determination of ATPase activity. It is worth
noting that in the E. coli cytoplasm, potassium is at high con-
centrations, whereas sodium amounts are negligible (31). On
the other hand, chloride anions can significantly perturb
biopolymer processes in E. coli (35), hence, the convenience of
replacing them with other univalent anions, such as acetate.

Characterization of the ATPase activity of TrwK revealed
that this activity did not fit with classical Michaelis-Menten
kinetics but with a Hill equation. Analysis of the kinetic pa-
rameters of the reaction showed an ny; of less than one, which
could imply negative cooperativity for ATP hydrolysis (15, 24,
25). However, a mixture of nonidentical binding sites will also
yield nyy values of <1. Therefore, negative cooperativity sys-
tems should not be identified using only the fact that ny is <1,
unless evidence is obtained to prove that all the binding sites
are identical (1, 43). To explore the relationship between the
oligomeric state of TrwK and its ATPase activity, we analyzed
the aggregation properties of the purified protein by analytical
ultracentrifugation and electron microscopy. These analyses
revealed the presence of a mixture of oligomeric species in the
preparation, which could explain the kinetic properties deter-
mined for TrwK ATP hydrolysis, rather than negative cooper-
ativity.

VirB4 proteins have been previously reported to form
dimers or higher aggregates (12). A model, based on the struc-
tural similarities among the Agrobacterium VirB4 C terminus
and TrwB, suggests that VirB4 assembles as a hexamer (26).
Our experimental analysis indicates that purified TrwK is
present mainly as a monomer in solution, which is in agree-
ment with previously reported results (30). However, our sed-
imentation velocity analysis also revealed the presence of
dimers, trimers, and hexamers. Interestingly, an analysis of the
oligomeric state of TrwK under conditions similar to those of
the ATPase enzymatic assays favored the formation of higher-
order oligomers. These multimeric forms have also been ob-
served in analyses by gel filtration and blue native polyacryl-
amide gel electrophoresis of A. tumefaciens VirB4 (45). It is
thus likely that VirB4 proteins function as homohexameric
complexes much like VirB11 (33, 44) and VirD4 (17).

VirB4 proteins have been reported to contain four trans-
membrane domains (11). However, one of the most surprising
findings in our studies was the observation that no detergent
was needed in the purification of TrwK, neither in the analyt-
ical centrifugation analysis nor in the ATP hydrolysis assays.
Since the presence of detergents is essential to prevent the
aggregation of membrane proteins, we decided to further in-
vestigate the putative membrane nature of TrwK. Previous
sequence analysis predictions for VirB4 have found from zero
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TABLE 2. Membrane topology predictions for VirB4 proteins”
Predicted
Family or source Protein Organism transmembrane Size (aa)
region
PilF/PilH TrhC R27 Salmonella enterica serovar Typhi No 887
TraC F Escherichia coli No 875
TraC R100 E. coli No 876
TrbE family TrbE RP4 (IncP) E. coli Yes (2) 852
TrbE pTi Agrobacterium tumefaciens No 822
LvhB4 Legionella pneumophila No 826
VirB4 Caulobacter crescentus No 794
Tol plasmids, Xanthomonas MptfC Pseudomonas putida No 894
VirB4 pXcB Xanthomonas citri No 877
VirB4 Wolbachia endosymbiont No 801
VirB4 Rickettsia felis No 810
Agrobacterium VirB4 VirB4 A. tumefaciens No 789
VirB4 p42D Rhizobium etli No 795
VirB4 pSYMA Sinorhizobium meliloti No 792
VirB4 Bartonella henselae No 784
PilW/PilN TraB pKM101 E. coli No 866
TrwK R388 E. coli No 823
TrwK Bartonella quintana No 823
PilX, Helicobacter CagE Helicobacter pylori Yes (2) 981
VirB4 pCL46 Campylobacter lari Yes (1) 924
CmgB3/4 Campylobacter jejuni Yes (1) 922
TriC Yersinia enterocolitica Yes (2) 915
VirB4 pCRY Yersinia pestis Yes (1) 894
PilX3/4 R6K E. coli Yes (1) 919
Brucella and cryptic plasmids PtIC Bordetella pertussis No 824
from soil TraC pIPO2T No 826
VirB4 Brucella suis No 831
VirB4 Xanthomonas campestris No 817
VirB4 Dichelobacter nodosus No 796
VirB4 pXF51 Xylella fastidiosa No 815
TraE pF3028 Haemophilus influenzae No 807

“ Amino acid sequences of representative members of widely separated branches of the VirB4 phylogenetic tree analyzed by transmembrane-predicting programs
(Sosui, HMMTOP, DAS, TMHMM, and TopPred). DNA sequencing of the intergenic region between PilX3 and PilX4 has revealed that both proteins are fused
together in plasmid R6K (unpublished data). Proteins listed below those of a given family but separated from them by a space are evolutionarily close to that family

but not members of it.

(26) to four transmembrane domains (7). Our analyses indi-
cate that with the exception of VirB4 homologues belonging to
the IncX branch and TrbE of RP4 plasmid, all the VirB4
proteins were negative for transmembrane segment predic-
tions. Interestingly, a recent sequence analysis in related T4SS
identified genes in members of this branch of the VirB4 family
codifying a unique polypeptide composed of the VirB3 and
VirB4 domains fused together (3), and so far, eight of such
chimeric proteins have been found in the databases (9). On the
other hand, it is worth noting the absence of VirB3-like protein

homologues among members of this subgroup of proteins.
Furthermore, we resequenced the pilX3 to pilX4 region of the
most representative member of the IncX branch, conjugative
plasmid R6K, and found that the sequences of PilX3 and PilX4
correspond to a single polypeptide (see Fig. S2 in the supple-
mental material), in contrast to the reported R6K annotation
(29).

VirB3 is an integral membrane protein originally suggested
to be located at the periplasmic face of the outer membrane
(20). However, recent analyses demonstrate that VirB3 is lo-
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FIG. 6. A model showing the three hexameric ATPases in conju-
gative T4SS. T4SS in conjugative bacteria contain three hexameric
ATPases on the cytoplasmic side of the inner membrane. According to
our model, TrwK (VirB4) will be anchored to the membrane by inter-
actions with TrwM (VirB3) and will be involved in energizing substrate
transport. TrwK oligomerization will also promote pilus assembly and
stabilization of the core components, TrwG and TrwE (VirB8 and
VirB10, respectively). TrwD (VirB11) might interact directly with the
membrane and/or with TrwK (VirB4) and will provide energy to un-
fold protein substrates so they can be transported through the mem-
brane. TrwB (VirD4) will be directly attached to the membrane by its
transmembrane region at its N-terminal domain and will provide the
energy to pump DNA. OM, outer membrane; IM, inner membrane.

cated at the inner bacterial membrane (4, 18, 22). Therefore, it
is possible that VirB4-like proteins lacking membrane-span-
ning segments will localize at the inner membrane by interac-
tions with VirB3. In the present work, as TrwK was overpro-
duced in large quantities, most of the recombinant protein was
recovered in the soluble fraction. However, in physiological
conditions, it is likely that TrwK will be anchored to the inner
membrane by interactions with TrwM (VirB3).

According to our model (Fig. 6), TrwK (VirB4) will be
localized at the cytosolic side of the inner membrane assem-
bled as a functional complex with TrwM (VirB3). TrwK
oligomerization will promote pilus assembly and stabilization of
the core components, TrwG and TrwE (VirB8 and VirB10,
respectively), in an ATPase-independent process (45). Once
anchored to the membrane, VirB4 (TrwK) will interact with
VirB11 (TrwD) (13, 45). TrwD (VirB1l) is a hexameric
ATPase that could be involved in the unfolding of the proteins
or toxins to be transported (33, 44), whereas TrwK will ener-
gize substrate transport (45). In conjugative T4SS, the coupling
protein TrwB (VirD4) will pump DNA in an ATP-dependent
fashion (41).

In summary, this report is the first rigorous demonstration
of an ATP hydrolase activity for a VirB4-like protein. This
ATPase activity might be essential to energize substrate
translocation. On the other hand, our work also provides
important insights into the dynamics of TrwK oligomeriza-
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tion, which could be essential in pilus assembly and T4SS
stabilization. Finally, the fact that no detergent is needed to
keep TrwK in solution suggests that it does not contain mem-
brane-spanning segments and, therefore, under physiological
conditions will be anchored to the membrane by interactions
with other components of the T4SS.
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Suplementary Figure 1. Tandem Mass Spectrometry of TrwK. Selected protein
bands were excised manually from the gel and subjected to in-gel digestion with trypsin
and analyzed by LC-MS/MS. Obtained spectra were processed using ProteinLynx
Global Server and searched against NCBI databases using MASCOT search engine.
Amino acid sequences of the bands with MW,,,, 94 kDa (Panel A) and MW, of 80
kDa (Panel B) in the SDS-PAGE (Fig.1) were identified by peptide fragment
fingerprinting as E. coli TrwK. Comparison of sequence coverage in Panels A and B
shows that fragment B is missing peptides in its N-terminus, suggesting a cleavage site
of the protein in aac. 173.



Supplementary Figure 2

A (250) 250 260 270 280 290 300 310 g 320
AJ006342 (250) AGCCGCCCGTACATTATGCGGGAAGCCAGTACGATGAAGTTGATATATCTAAAGTGGACAATTTYATGRAGCTG
R6K_corrected (250) AGCG--CCGTACATTATGCGGGAAGCCAGTACGATGAAGTTGATATATCTAAAGTGGACAATTTYATGRAGCTG

B —_—>

—
PilX3 PilX4

- f
' AJ006342 - -

PilX3-X4

11> - e o
» m )

R6K corrected
10978 bp

Supplementary Figure 2. PilX3-PilX4 gene fusion in R6K. The intergenic region
between PilX3 and PilX4 in R6K (accession number AJ006342) was sequenced. An
error was found resulting in a bad annotation of the R6K genome (Panel A). As a result
two genes were annotated instead of only one (Panel B). The ATG codon (boxed in
Panel A)) indicates the N-terminus of PilX4 in previous annotations.
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Type IV secretion systems (T4SS) mediate the transfer of
DNA and protein substrates to target cells. TrwK, encoded by
the conjugative plasmid R388, is a member of the VirB4 family,
comprising the largest and most conserved proteins of T4SS. In
aprevious work we demonstrated that TrwK is able to hydrolyze
ATP. Here, based on the structural homology of VirB4 proteins
with the DNA-pumping ATPase TrwB coupling protein, we
generated a series of variants of TrwK where fragments of the
C-terminal domain were sequentially truncated. Surprisingly,
the in vitro ATPase activity of these TrwK variants was much
higher than that of the wild-type enzyme. Moreover, addition of
a synthetic peptide containing the amino acid residues compris-
ing this C-terminal region resulted in the specific inhibition of
the TrwK variants lacking such domain. These results indicate
that the C-terminal end of TrwK plays an important regulatory
role in the functioning of the T4SS.

Type IV secretion systems (T4SSs)? translocate DNA and
protein substrates across the cell envelope of bacteria to a wide
number of eukaryotic and prokaryotic target cells (1, 2). Con-
jugative T4SSs are used by bacteria to mediate the transfer of
DNA and proteins to conjugation recipient cells, resulting in
the widespread transmission of antibiotic resistance genes
among pathogenic bacteria (3, 4). Other T4SSs are used by sev-
eral plant and human pathogens, such as Agrobacterium tume-
faciens, Helicobacter pylori, Bordetella pertusis, Brucella suis,
etc., to deliver virulence-related effectors to eukaryotic target
cells (5-7).

T4SSs are macromolecular assemblies composed of 11 mat-
ing pair proteins (VirBl to VirB11) and a coupling protein
(VirD4) that span inner and outer bacterial membranes. Three
of these proteins, VirB11, VirB4, and VirD4, are ATPases that
energize DNA and protein substrate transfer as well as pilus
assembly (8 —10). VirB4 proteins are the largest and most evo-
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lutionarily conserved proteins in T4SS (11) and are essential for
virulence and for plasmid transfer (12). They contain consensus
Walker A and B NTP binding motifs and have been suggested
to energize substrate translocation across the T4SS (13). VirB4
and VirB11 ATPases have been shown to influence the dispo-
sition of VirB2, the T4SS membrane-integrated pilin (14).
Recently, we demonstrated that TrwK, the VirB4 homologue in
the R388 conjugative system, is able to hydrolyze ATP in the
absence of potential substrates (8). The ability to hydrolyze
ATP by VirB4 proteins has been later confirmed for other
TrwK homologues (15) (16).

Little is known about the atomic structure of VirB4 proteins.
Based on computer predictions using the atomic coordinates of
the coupling protein TrwB of plasmid R388 as a template, a
model of the C terminus (residues 426 —787) of A. tumefaciens
VirB4 was created (17). This finding suggested the possibility
that VirB4 subunits might assemble as higher order homohex-
amers and work as docking sites for substrate transport. TraB,
the VirB4 homologue in the conjugative plasmid pKM101, also
assembles in hexameric form in solution, although it is dimeric
when extracted from the membranes (15). Recently, structural
studies by small angle x-ray scattering (SAXS) of the mem-
brane-extracted dimeric form of TraB have provided insights
into the size and form of this protein (18).

Here, we used a bioinformatic approach to generate a model
of the C-half domain of TrwK_R388. Secondary structure pre-
dictions of TrwK and TrwB revealed the presence of three
a-helices in the C terminus that are conserved in all VirB4 pro-
teins but absent in TrwB. Therefore, we decided to generate
truncated variants of TrwK where these a-helical structures
were sequentially removed and their in vitro and in vivo prop-
erties were analyzed. Enzymatic analysis of these mutants
revealed that removal of the C-terminal a-helices of TrwK
induced a large increase in ATP turnover relative to wild-type
TrwK. Interestingly, this ATPase increment could be specifi-
cally reverted upon addition of an exogenous peptide consisting
of the amino acid residues Gly®***>-Val®*® of the C terminus of
TrwK. The results suggest that the C-terminal end of VirB4
proteins plays a key functional regulatory role in the biological
activity of T4SS.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cloning of TrwK and Mutants—The DNA of R388 gene trwK
was amplified by PCR and cloned into a pET3a expression vec-
tor (Novagen, Madison, WI). The trwK_1-772, trwK_1-787,
and trwK_I1-801 mutants were generated by PCR using the
same forward primer (5'-TATCATATGGGGGCAATTGAA-
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TCCC) and the reverse primers 5 -TTTGGATCCT-
CACGTCTCACCATCGA, 5'-TAAGGATCCCGTGCCCGA-
CAGCAC and 5'-TTTGGATCCGACTTCGCAATAATG,
respectively. The relevant DNA fragments were digested with
Ndel and BamHI restriction enzymes and ligated into the cor-
responding sites in the MCS of vector pET3a (or in vector
pET28a in the case of TrwK_1-772). Plasmid DNAs were used
to transform Escherichia coli strain C41(DE3) (19).

Antibodies and Reagents—A polyclonal antibody recognizing
TrwK was raised by injecting purified TrwK mixed with incom-
plete Freund’s adjuvant in New Zealand White rabbits. The
primary anti-TrwK antiserum was affinity purified using anti-
gen immobilized on nitrocellulose filters as described in Ref. 20.
Donkey anti-rabbbit IR-Dye 800 CW was purchased from LI-
COR Biosciences.

Peptides—Peptides comprising amino acid residues corre-
sponding to the C terminus of TrwK (residues 802—823) and
TrwC (residues 947-966) of the conjugative plasmid R388 were
purchased to Peptide-2.0 (Chantilly, VA). The amino acid
sequences of TrwK and TrwC C terminus peptides were
GDDPAVWLPIFLDRVKAERSDV and PAHDRQKAAREAE-
RGMEAGR, respectively. Peptides were dissolved in 50 mm
Pipes-NaOH, pH 7.0, to a final concentration of 10 mm, ali-
quoted, and stored at —20 °C.

In Vivo Complementation Assays—Conjugation donor
strains were derivatives of Escherichia coli K12 strain DH5«
carrying either wt plasmid R388 or plasmid pSU4133 (a R388
variant with a knock-out mutation of the trwK gene (21)),
plus derivatives of vector plasmid pET3a containing either
the wild-type trwK gene or the C-ter trwK mutants. These
strains were mated with recipient strain UB1637 as
described previously (22). Transconjugants were selected on
L-agar plates containing trimethoprim (20 ug/ml) and strep-
tomycin (300 wg/ml).

Protein Purification—Protein overexpression was induced by
the addition of 1 mm IPTG (isopropyl-3-p-thiogalactopyrano-
side). After 6 h induction, cells were harvested and suspended
in a buffer consisting of 20 mm spermidine, 200 mm NaCl, and 1
mM EDTA and stored at —20 °C. Thawed cells were lysed as
described by Tato et al. (10). For TrwK wt, TrwK_1-787, and
TrwK_1-801, lysates were collected by centrifugation, diluted
four times in buffer A (50 mm Tris-HCI, pH 7.6, 2 mm MgCl,,
0.1 mm EDTA, 0.5 mm phenylmethylsulfonyl fluoride) and
applied to a HiTrap SP-Sepharose (5 ml) column (Amersham
Biosciences, GE). TrwK-containing fractions were collected in
the flow-through and applied to a HiTrap Q-Sepharose (5 ml)
column. TrwK was eluted from this column in a linear gradient
of NaCl at a 250 mwu salt concentration. The enriched fractions
were pooled, diluted to 50 mm NacCl final concentration and
applied to a second HiTrap Q-Sepharose (5 ml) column. TrwK-
containing fractions were pooled, concentrated, and loaded
onto a Superdex200 GL10_30 column. After isocratic elution in
a buffer consisting of 50 mm HEPES-NaOH (pH 7.2), 150 mm
NaCl, 10% (w/v) glycerol, 2 mm MgCl,, 0.1 mm EDTA, and 0.5
mM phenylmethylsulfonyl fluoride, fractions were pooled and
stored at —20 °C.

Overexpression of the TrwK_1-772 mutant resulted in the
formation of inclusion bodies. Therefore, a strategy to refold
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this mutant variant was investigated. Highly purified inclusion
bodies were obtained after centrifugation of the lysate at
27,000 X g. The pellet was solubilized in a buffer containing 50
mM Tris-HCI, pH 7.6, 0.1 mm EDTA, 0.5 mm phenylmethylsul-
fonyl fluoride, 6 M guanidine hydrochloride (Gn-HCI), and
applied to a HisTrap HP (5 ml) column (Amersham Biosci-
ences, GE). A decreasing gradient to slowly remove the Gn-HCl
was applied in the presence of a buffer containing 25 mm imida-
zole, 200 mm NaCl, 50 mm Tris-HCL, pH 7.6,0.1 mM EDTA, and
0.5 mMm PMSF. TrwK_1-772 was eluted from this column in a
linear gradient of imidazole at a 200 mMm. The subsequent steps
of the purification were similar to those of wt TrwK
purification.

Membrane Fractionation and Immunodetection of TrwK—
Membrane fractions were obtained by the method of Osborn
et al. (23) with some modifications. Cells were harvested by
centrifugation at 5,000 X g. Pellets were resuspended in a
buffer containing 50 mm Tris, pH 7.6, 20% sucrose, 2 mm
EDTA, 0.5 mm PMSF, 200 g/ml lysozyme. After incubation
in ice for 30 min, an equal volume of deionized water with 5
mM EDTA was slowly added. The mixture was sonicated and
centrifuged for 10 min at 5,000 X gand then at 20,000 X g (10
min) to eliminate any possible inclusion body. Finally, mem-
branes were obtained by centrifugation for 30 min at
220,000 X g The pellet (membrane fraction) was resus-
pended in 50 mm Tris, pH 7.6, 0.5 mm PMSF, 5 mm EDTA, 2%
SDS, and clarified by sonication and centrifugation at
220,000 X g. Protein samples were run in a SDS-PAGE,
transferred to a nitrocellulose filter and incubated with anti-
TrwK rabbit antiserum. Images were obtained after incuba-
tion with an IRDye anti-rabbit IgG (goat) antibody conjugate
using an Odyssey scanner (Li-Cor Biociences).

ATP Hydrolysis Assays—TrwK_1-772, TrwK_1-787, and
TrwK_1-801 ATPase activity was measured by a coupled
enzyme assay (24). To analyze ATP concentration dependence,
TrwK mutants were incubated in 150 ul of ATP assay buffer,
consisting of 50 mm PIPES pH 6.45, 75 mM potassium acetate,
5% (w/v) glycerol, 10 mMm magnesium acetate, 1 mm potassium
chloride, 1 mm dithiothreitol, 0.1 mM EDTA, 0.5 mm phosphoe-
nolpyruvate, 0.25 mm NADH, 60 ug/ml pyruvate kinase, 60
pg/ml lactate dehydrogenase, and 0.1-10 mm ATP. Reactions
were started by the addition of TrwK. Activity was measured by
the decrease in NADH absorbance at 340 nm for 15 min at
37 °C in a UV-1603 spectrophotometer (Shimadzu).

Molecular Modeling—An atomic model of TrwK was gener-
ated by molecular threading using the protein homology and
recognition engine Phyre (25). A model of the C-half of TrwK
(residues 413—-772) was generated using the atomic coordinates
of TrwB (1e9r.pdb) (26) as template. Based on the hexameric
structure of TrwB, a model of TrwK hexamer was built using
the UCSF Chimera package (27).

RESULTS

Structural Comparison between TrwB and TrwK Proteins—
A bioinformatic analysis of full-length TrwK amino acid
sequence (823 aac) was used to generate a model of the
C-half domain of the protein (residues 413-772: Fig. 1). The
model created by molecular threading of TrwK sequence on
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FIGURE 1. Molecular modeling of TrwK. A model of the C-half of TrwK (cyan) comprising amino acid residues Ala*'* to Thr’”? was generated by molecular
threading using the atomic structure of the coupling protein TrwB (salmon, PDB code: 1e9r.) as a template. The monomeric model of TrwK was assembled as
an hexamer by fitting its coordinates with the hexameric TrwB (left) using Chimera software. Arrows pointing at the C terminus of both, the TrwK model and
TrwB structure, indicate that these C-ends are formed by unstructured tails. Images were rendered with PyMol.
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FIGURE 2. VirB4 proteins contains a C terminus consisting of three a-helices that are absent in TrwB. Secondary structure predictions for TrwB and TrwK
(top panel) reveals the presence in TrwK of three a-helical structures that are absent in TrwB. Sequence alignment of a representative number of VirB4 proteins
(bottom panel) shows that this C-terminal region is highly conserved in this family of proteins. Amino acids with 100% identity are represented by dark gray
boxes. Alignment was performed using T-Coffee (55) and represented using Jalview (56).

a template consisting of the atomic structure of TrwB cou-
pling protein (1e9r.pdb) (26) is very similar to a previously
reported model of a TrwK homologue, the VirB4 protein of
A. tumefaciens (17). In both cases, the template was TrwB, an
hexameric integral membrane protein encoded by the con-
jugative plasmid R388 that is involved in the movement of the
relaxosome DNA-binding complex toward the T4SS (28).
TrwB belongs to the RecA protein-like family (26) and it dis-
plays a DNA-dependent ATPase activity (10, 29, 30). Likewise,
TrwkK, also encoded by plasmid R388, is also able to hydrolyze
ATP (8).

Comparison between the atomic model of TrwB and the
C-terminal half of TrwK revealed a striking structural simi-
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larity (Fig. 1). The main differences among both structures
were found in their C termini. The structure of TrwB (Fig. 1,
salmon) finishes by an unstructured tail. On the other hand,
the model of TrwK ends in residue Glu-772. It was not pos-
sible to model the remaining 51 amino acid residues at the C
terminus of TrwK since the template (TrwB) does not have
equivalent residues at this position. Secondary structure pre-
diction (31) for both proteins suggests that TrwK contains
three a-helices at its C-end that are not present in TrwB (Fig.
2). Interestingly, this C-terminal domain is highly conserved
in all VirB4 homologues (Fig. 2 and supplemental Fig. SI).
Therefore we decided to investigate if the «-helices which
are present in TrwK but absent in TrwB could play a role in
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FIGURE 3. Isolation of TrwK-truncated mutants. Top, schematic represen-
tation of TrwK and the a-helical structures of the C-terminal end indicated in
Fig. 2. The C-terminal a-helices were sequentially removed, thus generating
three different truncated forms of the protein. Bottom, SDS-PAGE of purified
proteins after gel filtration. Lane a, full-length TrwK (93 kDa); lane b, TrwK
1-801 (91 kDa); lane ¢, TrwK 1-787 (89.8 kDa); lane d, TrwK 1-772 (88 kDa).

the different biological functions suggested for both proteins
(effector transport/pilus assembly and DNA translocation,
respectively).

Removal of the a-Helices at the C Terminus of TrwK Increases
the in Vitro ATPase Activity—Based on the structural homol-
ogy of the C-half of TrwK with the coupling protein TrwB we
designed truncated variants of TrwK where the three a-helices
at the C-end were sequentially removed. These mutants com-
prised amino acid residues 1-801, 1-787, and 1-772, respec-
tively. Each mutant was purified (Fig. 3) and tested for its ability
to hydrolyze ATP in the same conditions than wt TrwK. As
observed in Fig. 4, removal of the C-terminal helices of TrwK
resulted in a dramatic increase of the rate of ATP hydrolysis.
The V... of ATP hydrolysis rose from 48 nmol min~ ' mg ™" for
wt TrwK to 467, 476, or 591 nmol min ™ * mg ™~ * for TrwK 1-772,
1-787, and 1- 801, respectively. Interestingly, the K,,,(app) did
not change significantly (Table 1), suggesting that removal of
these regions did not affect the conformational structure of the
nucleotide binding site (and thus its nucleotide binding
affinity).

Addition of a Complementing Synthetic Peptide Reverts the
ATP Turnover Increase of TrwK-truncated Variants—The
increase in the ATP turnover upon removal of the C-termi-
nal domain of TrwK opened the question if the «a-helical
structure of this domain was the only requirement to exert
the observed regulatory function or, on the contrary, the
specific amino acid sequence of this domain was essential for
such a function. Alignment of 25 VirB4 sequences (supple-
mental Fig. S1), belonging to distant branches of the VirB4
phylogenetic tree (11), shows a high degree of conservation
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FIGURE 4. Kinetic analysis of ATP hydrolysis by TrwK C-terminal-trun-
cated variants. Isothermal titration response of TrwK and mutant variants as
a function of ATP concentration monitored by a coupled enzyme assay. Data
were fitted to a Hill equation in each case. The different data sets represent
TrwK full-length (filled circles), TrwK'~772 (gray filled triangles), TrwK'~"87 (gray
filled squares), and TrwK'=2°" (open diamonds).

TABLE 1

Kinetic parameters of TrwK and truncated mutant variants
Mutant variant V" K, (app)”

nmol min~ ' mg ! mm

TrwK 48.1*+19 0.41 = 0.07
TrwK! 77 467.8 = 54.4 0.49 + 0.03
TrwK!=7%7 476.2 * 22.6 0.60 = 0.16
TrwI! -850 591.5 = 23.7 0.38 = 0.08

“ Values of V,,, were calculated by using the modified representation of the Hill
equation log (v/V . — v) vs log (ATP).
®Values of K,,,(app) were obtained by direct data fitting to a Hill equation.

in the C-terminal end (residues Gly*°>-Val®**? in TrwK), with
a consensus sequence G-D/X-D/X-P-X-X-W-L/I-P/X-X-
F/Y.Based on this homology we designed a synthetic peptide
comprising the amino acids G*° to V®*? of TrwK, thus com-
plementary to the truncated variant TrwK'~#°'. The ATPase
activity of all TrwK truncated variants was inhibited upon
addition of this peptide to the enzyme reaction (Fig. 5). In
contrast, wt TrwK, that already contains this sequence
covalently bound, was unaffected. The inhibitory effect of
TrwK89?~823 peptide did not change significantly the K, A"
value (supplemental Fig. S2), and it was specific for TrwK, as
we found that the ATPase activity of TrwB and TrwD, the
other two essential ATPases in T4SS, was unaffected by this
peptide (data not shown). A peptide with a different amino
acid sequence, equivalent to the last 20 amino acids of the
R388 relaxase, TrwC, (residues Pro®*” to Arg”®®, see “Exper-
imental Procedures”), used as a control, did not affect ATP
turnover in any case (Fig. 5).

TrwK C-terminal-truncated Mutants Are Unable to Comple-
ment the in Vivo Function of R388::AtrwK—The effect of trun-
cating C-terminal sequences of TrwK on the rate of ATP
hydrolysis suggested that this region could play an important
role in the regulation of TrwK function. Therefore, we stud-
ied the effect of removing this C-terminal region of TrwK on
bacterial conjugation. Donor cells carrying a modified ver-
sion of the conjugative plasmid R388 with a knock-out muta-
tion in gene trwK (R388::AtrwK) were transformed with plas-
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FIGURE 5. Inhibition of the ATPase activity of TrwK mutant variants by
addition of a synthetic peptide corresponding to the C terminus. ATPase
activity of wt TrwK (filled circles), TrwK'~"72 (gray filled triangles), TrwK'~787
(gray filled squares), and TrwK'=8°" (open diamonds) incubated with a syn-
thetic peptide comprising amino acids Gly®°?-Val®?? of TrwK. A peptide com-
prising amino acids Pro”*’-Arg®® of TrwC (open squares) was used as a
control.

TABLE 2

Conjugation frequencies of R388 and trwK mutants in the presence of
complementing proteins

Variant of TrwK Conjugation
Plasmids in donor” in donor frequencies”
R388 TrwK 4.76 X 10!
pSU4133 R388:AtrwK <1xX1077
R388 + pET3a_trwK trwK 2.21 X 102
R388 + pET3a_trwKI1-801 trwK1-801 1.84 X 102
R388 + pET3a_trwKI1-787 trwK1-787 1.37 X 1072
R388 + pET3a_trwKi1-772 trwK1-772 1.21 X 1072
pSU4133 + pET3a_trwK trwK 2X10°?
pSU4133 + pET3a_trwKI1-801 trwK1-801 <1x1077
pSU4133 + pET3a_trwK1-787 trwK1-787 <1x1077
pSU4133 + pET3a_trwKI1-772 trwK1-772 <1x1077

“ Donor cells (E. coli K12 strain DH5a) carrying the plasmids shown in the first
column were mated with strain UB1637.

? Transfer frequency of transconjugants selected in streptomycin and trim-
ethoprim plates.

mids containing either wt trwK or the C-terminal trwK
mutants. The capability to complement the activity of the
trwK gene in bacterial conjugation was monitored by the
number of transconjugants obtained in recipient cells. As
observed in Table 2, none of the mutants was able to restore
the activity of wt TrwK. The expression levels of these TrwK
variants in donor cells and the subcellular location on the
membrane indicated that these mutant variants were
expressed and targeted in a way similar to the wt protein (Fig.
6). Interestingly, conjugation frequencies from donor cells
carrying plasmid R388 together with plasmids encoding
either the mutant variants or wt TrwK were similar in all
cases, indicating that the expression of these mutants was
not affecting the function of TrwK in R388 conjugation.

DISCUSSION

In a previous report we demonstrated that TrwK, a VirB4
homologue of the conjugative plasmid R388 was able to hydro-
lyze ATP (8), thus settling down an old debate on the ability of
these proteins to perform such a task. These results were later
confirmed in similar studies carried out with TraB, the VirB4
homologue of the conjugative plasmid pKM101 (32) and TraE
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FIGURE 6. Western blot analysis of expression and sub-cellular loca-
tion of TrwK and truncated mutant variants. Donor cells (E. coli DH5«)
used in bacterial conjugation experiments were lysed as described in
“Experimental Procedures.” Membranes were isolated by differential cen-
trifugation, run in SDS-PAGE and transferred into a nitrocellulose filter.
Afterincubation with rabbit anti-TrwK antiserum, bands were immunode-
tected with an infrared conjugated anti-rabbit antibody using an Odyssey
scanner. Lane a, membranes from cells containing R388 plasmid; lane b,
pSU4133 + pET3a_trwK; pSU4133 + pET3a_trwK_1-801 (lane c); pSU4133 +
pET3a_trwK_1-787 (lane d), and pSU4133 + pET3a_trwK_1-772(lane e). Lane
f, purified TrwK (50 ng).

of Aeromonas veronii (16). To gather further understanding of
the role of ATP hydrolysis by VirB4 proteins in effector trans-
port and/or pilus assembly, the study of its activity and regula-
tion is essential. In the work presented here we have identified a
region of TrwK that could be crucial in the regulation of its
activity.

A previous model of the C-half of A. tumefaciens VirB4
(17) suggested that these proteins assemble as hexamers
much like VirD4 (26) and VirB11 (33). In addition, the oli-
gomeric state in solution of TraB of pKM101, has been
shown to be predominantly hexameric, although it is dimeric
when extracted from membranes (15). The A. tumefaciens
VirB4 model, obtained by a bioinformatic approach, was
generated using the atomic structure of TrwB, the R388
ATPase involved in DNA transfer, as a template (26). Here,
we used a similar approach to create a model of the C-half of
TrwK (residues 413-772). However, it was not possible to
extend this model to the last 51 amino acid residues of TrwK
since the template, TrwB, lacked this C-terminal region. Sec-
ondary structure predictions revealed that this C-terminal
region, which is present in TrwK but absent in TrwB, con-
sisted of three a-helices. These terminal a-helical structures
seem to be a general feature in all VirB4 proteins.

Sequential removal of the three a-helices of the C-termi-
nal domain of TrwK resulted in mutant variants with ATP
hydrolysis rates over 10 times higher than those obtained
with wt TrwK. The remaining kinetic parameters (K,,(app)
and Hill coefficient) were not affected by these mutations
suggesting that these deletions did not induce conforma-
tional changes in the nucleotide binding site. In contrast,
these mutants were unable to complement the in vivo activ-
ity of TrwK in bacterial conjugation experiments, indicating
that this C-terminal domain must play an essential role in con-
jugation. Interestingly, experiments where both wt TrwK and
mutant variants were co-expressed within the donor cells,
showed that expression of the mutants was not affecting the
function of TrwkK, suggesting that either these truncated vari-
ants are unable to associate with the wild-type protein or, if they
do so, the absence of the C-terminal region in one monomer
does not affect the activity of the putative heterohexamer.
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The results shown here suggest that the C-terminal
domain of TrwK acts as an autoinhibitory region that pre-
vents futile ATP hydrolysis in the resting state. Interaction
with specific effectors and/or with other partners of the
transport machinery would produce a conformational
change in this C-terminal region, resulting in stimulation of
ATP hydrolysis. Similar autoinhibitory mechanisms have
been found in a large variety of proteins, including kinesin
(34, 35), Hsp90 (36, 37), protein kinases (38—40), Ca-ATPase.
(41-45), and other P-type ATPases (46—49). Moreover, in
some of these cases, synthetic peptides consisting of amino acid
sequences corresponding to the respective regulatory domains
have been used to characterize the inhibitory mechanism of
these proteins (41, 44, 45, 50). In some other cases, ATPase
inhibition is carried out by a peptide encoded by a different
gene, so regulation is controlled externally. That is the case of
mitochondrial F,-ATPase, which is inhibited by an a-helical
peptide called IF, (51). This inhibitor protein binds to the inter-
face between the a- and B- subunits of F,-ATPase, thereby
blocking rotary catalysis (52, 53). Interestingly, and in contrast
to the mitochondrial enzyme, E. coli F,-ATPase inhibition is
carried out by large conformational changes of the C-terminal
domain of one of its components, the € subunit (54), thus reg-
ulation is controlled internally without the need of encoding a
specific external protein. Here, we show that the observed
increase in ATP turnover upon removal of its C-terminal region
is reverted upon exogenous addition of a synthetic peptide
comprising the amino acid residues previously removed. It is
enticing to speculate that the well characterized mechanism of
inhibition of ATPase activity by IF, is a general feature shared
among a large family of hexameric ATPases (see supplemental
Fig. $3).

In summary, this work suggests a regulatory mechanism in
Type IV secretion systems, based on modulation of the ATPase
activity of VirB4, the largest and most conserved component of
the translocation machinery. As discussed above, the auto-in-
hibitory mechanism of TrwK ATPase activity seems to be a
general feature in a large variety of ATPases to prevent energy
waste at a resting state.
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Supplementary Figure S1. Sequence alignment of the C-terminal end of VirB4

proteins. Twenty five sequences corresponding to members belonging to diverse

branches of the VirB4 family were aligned using T-Coffee and represented using

Jalview. Amino acids with 100% identity are represented by dark blue boxes.
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Supplementary Figure S2. Titration curve of TrwK'®*"'ATPase activity in the absence (open

diamonds) and in the presence (filled circles) of 25 uM TrwK***** peptide.

2102 ‘22 1snbny uo “1sanb Aq Bio agl-mmm wol) papeojumoq


http://www.jbc.org/

Supplementary Figure S3. Model for a mechanism to regulate ATP hydrolysis in RecA

protein-like ATPases. (A) Ribbon representation of the structure of F;-ATPase in complex with
its inhibitory protein, IF, (pdb 2V7Q). For clarity, only subunits opp (red) and Ppp (yellow) of
the hexamer have been represented (note that the y-subunit is also missing in this
representation). IF; protein is depicted in green (residues 8-41), at the interface between the o-
and [-subunits. (B) Ribbon representation of the modeled structure of TrwK (cyan),
superimposed on the structure of TrwB (salmon, pdb 1E9R). For clarity again, only two
subunits of the hexamers have been depicted. In the absence of structural data, the three a-
helices at the C-terminal domain of TrwK (56 residues), have been modeled (dark blue) so the
last two bind at the interface between two subunits of the hexamer, blocking the catalytic
mechanism. The mechanism of inhibition could be similar to that of IF; —ATPase.

Structure representations have been generated with Chimera program.
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Supplemental Material can be found at:
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hydrolysis cycle.

superfamily.

(Background: A universal mechanism for the secretion ATPase superfamily has been proposed.
Results: Magnesium regulates the catalytic cycle of the type IV secretion ATPase TrwD.
Conclusion: Physiological magnesium concentrations maintain the enzyme at slow ATP turnover, preventing a futile ATP

Significance: The regulatory role of magnesium provides new insights into the catalytic mechanism of the secretion ATPase

N

J

TrwD, the VirB11 homologue in conjugative plasmid R388, is
a member of the large secretion ATPase superfamily, which
includes ATPases from bacterial type II and type IV secretion
systems, type IV pilus, and archaeal flagellae assembly. Based on
structural studies of the VirB11 homologues in Helicobacter
pylori and Brucella suis and the archaeal type II secretion
ATPase GspE, a unified mechanism for the secretion ATPase
superfamily has been proposed. Here, we have found that the
ATP turnover of TrwD is down-regulated by physiological con-
centrations of magnesium. This regulation is exerted by increas-
ing the affinity for ADP, hence delaying product release. Circu-
lar dichroism and limited proteolysis analysis indicate that
magnesium induces conformational changes in the protein that
promote a more rigid, but less active, form of the enzyme. The
results shown here provide new insights into the catalytic mech-
anism of the secretion ATPase superfamily.

Type IV secretion systems (T4SSs)® are used by Gram-nega-
tive bacteria to transport DNA between bacteria and protein
effectors into host cells (1). T4SSs are macromolecular assem-
blies formed at least by 12 different proteins, named after their
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homologues in Agrobacterium tumefaciens: VirB1-11 and
VirD4 (2). Three of these proteins (VirD4, VirB4, and VirB11)
are hexameric ATPases that provide the energy for substrate
transport and for T4SS biogenesis (3—6). VirB11 proteins are
thought to belong to a large family of AAA+ hexameric traffic
ATPases, which also includes ATPases from type II secretion
systems, type IV pili and archaeal flagellar biogenesis systems
(7). The atomic structures of two nonconjugative VirB11l
homologues, Helicobacter pylori HP0525 (8, 9) and Brucella
suis VirB11 (10), revealed that these proteins form hexameric
ring structures in which the N-terminal domain likely interacts
with the bacterial membrane, whereas the C-terminal domain,
containing a RecA-like domain, is involved in ATP hydrolysis.
Although there is not a crystal structure of TrwD, which is the
VirB11 homolog in plasmid R388, electron microscopy analysis
of this protein revealed that it also forms hexameric ring assem-
blies (11).

Despite the structural information, little is known about the
structure-function relationship and the biological function of
the different components of T4SSs. In an effort to gain a further
biological understanding of T4SSs, we have characterized the
biochemical and genetic properties of the conjugative ATPases
of the model plasmid R388 (3, 4, 6, 12, 13). VirB11 is thought to
play a chaperone role in the traffic of effectors through T4SSs,
using energy from ATP hydrolysis to assemble/disassemble
type IV components for biogenesis of the secretion system
and/or for substrate translocation across the membrane (14).
However, this role, inferred mainly through structural and
comparative genomics analysis, is not matched by biochemical
evidence. Therefore, the purpose of this work is to provide bio-
chemical evidence that supports the functional placement of
VirB11 proteins among the AAA+ traffic ATPase superfamily.
To this end, we developed a new purification protocol that ren-
ders pure TrwD protein with much higher ATP hydrolase rates
than in any previously reported VirB11 analysis (6, 11, 15).
Interestingly, we found that the ATP turnover of the enzyme is
decreased in the presence of physiological concentrations of
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Mg>™. Inhibition is not coupled to ATP concentration but to an
increase in the affinity for ADP, which in turn results in a delay
of product release. Thermal denaturation analysis by circular
dichroism spectroscopy showed that magnesium is able to
induce conformational changes to the apo-, nucleotide-free
form of the enzyme, resulting in a cooperative transition. Lim-
ited proteolysis with papain allowed us to discriminate a region
within the C terminus of the protein that could promote the
closing and aperture of the nucleotide binding pocket. Alto-
gether, these observations could help to gain a further under-
standing of the catalytic mechanism of this large secretion
ATPase superfamily.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cloning—R388 trwD gen was cloned by PCR using plasmid
R388 as template and primers AAAATCATATGTCTA-
CAGTCTCGAAAGC and AAAATGGATCCTAAGCATCT-
TGGAC (forward and reverse, respectively). The resulting
1,076-bp fragment was digested with Ndel and BamHI and
inserted into the same sites of the pET3a expression vector
(Novagen, Madison, WI).

Overexpression and Purification—TrwD was expressed into
Escherichia coli C41(DE3) strain (16). Cells were isolated and
solubilized as reported (4). Lysates were precipitated in a satu-
rated ammonium sulfate solution (60% w/v) and centrifuged at
100,000 X g for 30 min at 4 °C. Pellets were resuspended in
buffer A (20 mm Hepes/NaOH, pH 6.8, 0.1 M NaCl, 10% glycerol
(w/v), 1 mm DTT, 1 mm PMSF), dialyzed, and applied to a
HiTrap Q-Sepharose (5-ml) column (GE Healthcare). The
flow-through was dialyzed in buffer A at pH 7.6 and applied to
a Resource Q-Sepharose (6-ml) column. Protein was eluted in a
linear gradient of NaCl, concentrated, and loaded onto a
HiLoad 16/60 Superdex 200 column. Fractions were eluted in
20 mm Hepes/NaOH, pH 7.6, 0.2 mm NaCl, 1 mm PMSF, and 5%
glycerol (w/v) and stored at —80 °C.

ATP Hydrolysis Assays—ATP hydrolysis activity was mea-
sured by using the EnzCheck™ kit (Invitrogen), in a buffer
consisting of 50 mMm Tris-HCI, pH 8.5, 75 mM potassium acetate,
and 10% glycerol (w/v). The reactions were started by the addi-
tion of TrwD. ATP and Mg** were added at the concentrations
indicated in the text, prior to the initiation of the reaction by the
addition of TrwD.

Fluorescence Measurements—Nucleotide binding to TrwD
was characterized using TNP-ATP, a fluorescent analog of ATP
(Molecular Probes, Inc.) (17). Fluorescence emission spectra
were recorded at 21 °C using a PerkinElmer Life Sciences
MPE-66 spectrofluorometer with the excitation wavelength set
at 407 nm and the emission wavelength scanned from 465 to
625 nm. TNP-ATP and TrwD were added at the indicated con-
centrations in 20 mm Hepes (pH 7.6), 0.2 m NaCl, 5% glycerol
(w/v), and 10 uM or 2 mM magnesium acetate.

Circular Dichroism Measurements—Thermal stability exper-
iments were made in the presence or the absence of 2 mm mag-
nesium acetate. Ellipticity was measured at 222 nm on a JASCO
(Tokyo, Japan) J-810 spectropolarimeter in the temperature
range 20—80 °C at a rate of 60 °C/h, using cells with a 0.1-cm
path length. TrwD was added at 5 uM in 50 mm Hepes (pH 8.5),
75 mMm potassium acetate, 5% glycerol (w/v) without added

MAY 18,2012+VOLUME 287 +NUMBER 21

magnesium. Magnesium acetate (2 mm) or MgADP (1 mm) was
added to the buffer accordingly. Following the acquisition of
the measurements at 222 nm, the signal was subtracted from
the buffer, and the ellipticity § (millidegrees) was converted to a
residue molar ellipticity [0] (degree cm® dmol ')

Electron Microscopy and Image Analysis—Aliquots (5 ul) of
TrwD in the presence of 2 mM magnesium and in its absence
were applied to glow-discharged carbon-coated grids and
stained for 1 min with 2% uranyl acetate. Images were recorded
on Kodak SO163 films at X60,000 nominal magnification in a
JEOL 1200EX-II electron microscope operated at 100 KV.
Micrographs were digitized in a Zeiss SCAI scanner with a final
sampling rate of 2.33 A/pixel. Individual particles of TrwD were
selected and normalized using the XMIPP image processing
software (18). Alignment and classification were performed by
maximum likelihood multireference refinement methods.

Papain Proteolysis—Papain digestion was performed at 25 °C
in 20 mm Tris (pH 8.5), 75 mM potassium acetate. Papain stocks
were dissolved in the same buffer and activated by the addition
of 50 mmM B-mercaptoethanol (37 °C, 30 min) just before use.
TrwD (25 uMm) was incubated for 15 min at 25 °C with corre-
sponding concentrations of nucleotide and magnesium accord-
ing to reaction. Proteolysis was initiated by the addition of
papain from the activated stocks at 1:100 papain:TrwD molar
ratios. The reaction was stopped after 90 min by the addition of
100 um E-64 inhibitor (Sigma). Proteolysis products were ana-
lyzed by SDS-PAGE (15% polyacrylamide gels) followed by
staining with Coomassie Brilliant Blue. Fragments were trans-
ferred to an Immobilon-P membrane (Millipore), and N-termi-
nal sequencing determination of proteolytic products was per-
formed by using a Procise 494 automated sequencer (Applied
Biosystems).

Molecular Modeling—An atomic model of TrwD was gener-
ated by molecular threading using the protein homology and
recognition engine Phyre (19) taking the atomic coordinates of
B. suis VirB11 (2gza.pdb) (10) as template. Based on the hexa-
meric structure of VirB11, a model of TrwD hexamer was built
using the UCSF Chimera package (20).

RESULTS

TrwD ATPase Activity Is Regulated by Magnesium—ATPase
activity of TrwD was previously reported using a GST-TrwD
fusion protein (6). However, because the reported ATP hydro-
lysis rates were low (4.5 nmol ATP min~' mg "), we developed
a new purification protocol for wild type TrwD. This new pro-
tocol rendered a high yield of pure and homogeneous protein
(supplemental Fig. 1). The steady-state kinetic parameters of
ATP turnover by TrwD in the presence of 2 mm Mg>" were 76
nmol min™' mg~" (V,,,,) and 9.6 um (Km(app)[ATP]) (Fig. 1A).
Surprisingly, at low Mg>" concentration (10 um), the ATP
turnover was 3-fold higher (216 nmol min™"' mg™") than that
at 2 mm Mg>* (Fig. 1B), with a significant increase in the
K, app ") value (45 um). As expected, the addition of EDTA
resulted in a complete inhibition of TrwD ATPase activity.

Further analysis of the effect of Mg>* on TrwD ATP hydro-
lysis revealed that inhibition by Mg>* was not affected by ATP
concentration (Fig. 24). The calculated K;,,,"'¢*" values
were 42 and 35 uM for 1 mm and 100 um ATP, respectively.
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FIGURE 1.Effect of Mg®* on TrwD ATPase turnover. A and B, ATPase activity
of TrwD (1 um as monomer) was measured at increasing concentrations of
ATP in the presence of 2 mm Mg (A) or 10 um Mg>" (B). Data were fitted to
the Hill equation (Equation 1 in the supplemental material). Error bars in both
panels indicate S.D.

Considering the affinity of Mg>" for ATP (K ,™&4T%) = 20 um)
(21), it would be expected that all Mg>* was bound to the nucle-
otide at 1 mm ATP. However, this result indicates that Mg>™"
binds the protein with high affinity, which suggests that free
Mg?", rather than MgA TP, is responsible of the observed inhi-
bition. Evidence for tight binding of Mg?* or Mn*" at or near
catalytic sites in the absence of bound nucleotides has been
previously reported for other enzymes (22), yet no effect of
Mn?"and Zn*" on TrwD ATPase activity was observed (data
not shown).

Inhibition of TrwD by ADP Is Modulated by Magnesium—In-
hibition of ATP turnover by ADP was studied at low (10 um)
and high (2 mm) Mg®* concentrations. As expected, under both
conditions, ADP exhibited a clear inhibitory effect (Fig. 2B).
However, at the same concentration of ATP (100 um), a 5-fold
decrease in the K, ,,'*P"! value was observed in the presence
of 2 mm Mg”. Moreover, the affinity of TrwD for ADP,
K, d(app)[ADP], calculated at different concentrations of ATP and
Mg>", revealed that in the presence of 2 mm Mg>", the affinity
for ADP was increased by ~20-fold. Therefore, it is likely that
Mg>" inhibition is caused by stabilization of the MgADP inhib-
ited state.

Binding Affinity of TrwD for TNP-ATP Is Not Affected by
Magnesium—Nucleotide binding to TrwD was characterized
using TNP-ATP (Fig. 3), a fluorescent analog of ATP (17),
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FIGURE 2. ATP turnover inhibition by Mg>* and ADP. A and B, the ATPase
activity of TrwD (1.9 um as a monomer) was measured over a range of Mg?*
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were fitted to Equations 2 and 3, respectively (see supplemental material) to

determine values for the apparent K, ,,,,™9>*Tin Aand the K, [ADP] and ;

[ADP] in B. Error bars in both panels indicate S.D.

app)

widely used to characterize binding interactions of ATP with
numerous nucleotide-binding proteins (23-25). TNP-ATP is
not hydrolyzable by TrwD under the same conditions used for
ATP (data not shown). Binding of TNP-ATP to TrwD (5 um) at
different Mg** concentrations (Fig. 3B) revealed that the affin-
ity of TNP-ATP for TrwD was not significantly affected, the
K, "™NP-ATP yalues being 11 and 9.7 um in the presence of 2 mm
Mg>" and in the absence of added Mg?", respectively. Interest-
ingly, the addition of Mg>" not only resulted in a reduction of
fluorescence emission intensity but also in a redshift of the
wavelength of maximal emission (Fig. 3A4), suggesting that
binding of free Mg>* could induce a conformational change in
TrwD.

Magnesium Promotes a Conformational Change in TrwD,
Reflected in the Thermal Unfolding Profiles Measured by Circu-
lar Dichroism—To investigate whether magnesium was exert-
ing its inhibitory effect by inducing a conformational change in
TrwD, thermal denaturation curves were obtained by mea-
suring protein ellipticity at 222 nm at increasing temperatures.
The thermal unfolding profiles of the protein in the absence or
presence of magnesium were significantly different (Fig. 4). In
the absence of 2 mm Mg2+, a broad transition between 45 and
75 °C was observed, reflecting denaturation process with low
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FIGURE 3. Effect of Mg>* on TNP-ATP binding to TrwD. A, fluorescent emis-
sion spectra of TNP-ATP (10 um) in the absence (spectrum a) and in the pres-
ence of 5 um TrwD (spectrum b). Consecutive addition of Mg?* (2 mm) and
EDTA (10 mm) is shown in spectra c and d, respectively. Dotted lines indicate
wavelength of maximal emission in each case. a. u., arbitrary units. B, titration
curve of TNP-ATP binding to 5 um TrwD in the absence of Mg?* (filled trian-
gles) and in the presence of 10 um (open circles) and 2 mm Mg?* (filled circles).
Titration curves at each magnesium concentrations were normalized to the
maximum value of fluorescence emission intensity for each case. (A, = 407
nm).

cooperativity. In contrast, binding of magnesium resulted in a
highly cooperative denaturation transition centered at 52 °C. In
the presence of MgADP, a stabilization of the protein is
observed, being the denaturation transition cooperative and
centered at 58 °C. These results suggest that both Mg>" and
MgADP induce a conformational change in TrwD that results
in a lower ATP turnover.

Electron Microscopy—Image analysis of TrwD by electron
microscopy revealed that TrwD is able to form hexameric ring
structures in the absence of added magnesium (Fig. 54). A sim-
ilar proportion of ring structures was also visible in the presence
of magnesium (Fig. 5B) and magnesium and nucleotides (data
not shown), which indicated that the conformational change
induced by magnesium was not affecting the overall oligomeric
state of the protein. Interestingly, despite the low resolution, a
close inspection of the EM images shows that the inner diame-
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FIGURE 5. Electron microscopy of TrwD oligomers. A and B, protein in 50
mm Hepes buffer (pH 8.5) without added Mg** (A) and with 2 mm Mg?* (B)
was stained with uranyl acetate and analyzed by electron microscopy (scale
bar, 35 nm). Right panel, rotational power spectra of class averages (106 and
58 particles in A and B, respectively) obtained upon self-organizing neuronal
maps classification. a. u., arbitrary units.

ter of the ring is smaller in the presence of magnesium than in
its absence, suggesting that magnesium induces a closed con-
formation of the ring.

Partial Proteolysis of TrwD—The unspecific protease papain
is useful for delimiting structural domains in proteins because it
presents a low activity on stable secondary and tertiary struc-
tures (26). Therefore, we decided to investigate whether mag-
nesium and/or nucleotides stabilized TrwD conformation by
its susceptibility to papain digestion. Fig. 6 shows that in the
presence of MgADP, TrwD was protected of papain proteolysis.
In its absence, papain digestion resulted in two main bands with
molecular masses of roughly 25 and 11 kDa, respectively. These
bands were transferred to an Immobilon-P membrane and sub-
jected to N-terminal sequencing determination. The 25-kDa
band with an N terminus sequence '>SGNRV'® corresponded
to TrwD protein lacking the first 11 amino acid residues (prob-
ably by unspecific proteolytic degradation). Running just below
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this 25-kDa band, another fragment with a N-terminal
sequence '"*KDQAV?? could be identified. The 11-kDa band at
the bottom of the gel has a, N-terminal sequence **’ MRQS>*®,
corresponding to the C-terminal end of the protein. This pro-
teolytic cleavage site is located in a loop connecting the Walker
A and Walker B domains (Fig. 6 and supplemental Fig. 2). On
the hexameric model of TrwD (Fig. 7), this 11-kDa fragment
corresponds to a region of the protein facing the interior of the
ring. Homologue sequences of this C-terminal region on
HPO0525 and VirB11 crystal structures show similar disposition
within the hexameric rings (Fig. 7). Binding of ADP and mag-
nesium to the protein induces a reorganization of the C-termi-
nal domain (CTD) that impedes papain access to this protein
region. This observation is in good agreement with the cooper-
ativity and stabilization of the protein observed by CD. In the
absence of nucleotides, and in the presence of magnesium, a
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FIGURE 6. Papain partial proteolysis of TrwD. Upper left panel, Coomassie
Brilliant Blue-stained SDS-PAGE of papain digestion products of TrwD (25 um)
inthe absence or presence of nucleotides and Mg?*. Papain:TrwD molar ratio
was 1:100, and digestion was performed for 90 min at 25 °C. Bottom panel,
papain digestion sites that give rise to P1, P2, and P3 fragments, identified by
N-terminal sequencing, are indicated at their corresponding positions. An
additional fragment could be appreciated in the condition with only Mg?*
and no nucleotides (marked with *). This peptide, with low signal, started 48
residues upstream of P3. Upper right panel, graphic representation of a TrwD
monomer (modeled as explained under “Experimental Procedures”). The P3
cleavage site separates the last 96 residues of the protein, containing the
Walker B motif (Glu?”°) from the rest of the CTD, which contains the Walker A
motif (Lys>°3).

weak signal for a band of ~14 kDa could be observed (marked in
Fig. 6 with *). N-terminal sequencing of this band, which was
not present in any of the other conditions, resulted in a
sequence consistent with a fragment of the protein starting at
219LIEK?"?, a few residues downstream of the Walker A motif
(Lys®®®). Papain shows very low activity at this site, but the
experiment clearly reflects that it is not accessible in the
absence of magnesium. This result is in accordance with the CD
experiments in which Mg>" is able to induce conformational
changes in the absence of nucleotides.

DISCUSSION

Based on the crystal structures of the H. pylori and B. suis
VirB11 homologues from type IV secretion systems (HP0525
and VirB11, respectively) (8 -10) and type II secretion GspE
protein of Archaeoglobus fulgidus (afGspE) (27), an universal
catalytic mechanism for the secretion ATPase superfamily has
been proposed (27). However, biochemical experiments to sup-
port this model were still lacking. In this work, we provide new
insights into the mode of action of this protein family, using
TrwD, a VirB11 homologue of the conjugative plasmid R388, as
a working model.

The kinetic parameters of ATP hydrolysis at steady-state
rates reveal that physiological concentrations of Mg>" (~1 mm
in bacterial cells (28)) down-regulate the ATP turnover of the
enzyme by increasing the affinity for ADP. Inhibition by mag-
nesium has been reported for a large variety of ATPases (25,
29 -32). Specially relevant to this work are the reports of ATP
hydrolysis inhibition by Mg>" of SecA (33, 34), a ubiquitous
traffic ATPase. Binding of Mg®" to an allosteric site has been
proposed to be a key regulatory step of the catalytic cycle of
SecA. Gold et al. (33) reached this conclusion based on the fact
that inhibition was not coupled to ATP concentration as the
inhibitory effect of Mg®" remained when ATP was more than
500 times in excess. Likewise, here we show that Mg>* inhibi-
tion of TrwD ATPase activity is not coupled to ATP concentra-
tion. Therefore, our data also suggest the existence of a binding
site for free Mg®" different from the nucleotide binding site.
However, alternative models that do not require an allosteric
binding site could also be compatible with the data. A mecha-
nism in which Mg stabilizes the MgADP form of the enzyme,
slowing down turnover, concomitant with a decrease in K,
could also be envisaged.

FIGURE 7. Hexameric structures of VirB11 proteins. The hexameric structures of H. pylori HP0525 (1nlz.pdb), B. suis VirB11 (2gza.pdb), and R388 TrwD (see
“Experimental Procedures”) are shown. Each monomer consists of an NTD (cyan, orange, and wheat, respectively) and a CTD (blue, magenta, and pink,
respectively), connected by a flexible linker (gray). The region at the C-terminal end identified by papain proteolysis in TrwD (green) and the equivalent
positions in B. suis VirB11 (olive) and HP0525 (lime) is facing the interior of the hexameric rings.
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The effect of Mg®" and nucleotides on TrwD was further
investigated. The affinity of the enzyme for TNP-ATP, a fluo-
rescent analog of ATP, was not affected by the presence of
Mg in the buffer. However, the wavelength shift and the vari-
ations in fluorescence intensity suggested that Mg®" could be
inducing some kind of conformational change in the enzyme.
To confirm this, the effect of Mg2+ and nucleotides on the
thermal stability of the enzyme was tested by circular dichroism
spectroscopy. We found an increase in the cooperativity of
TrwD thermal denaturation profile in the presence of physio-
logical concentrations of Mg>*. These results demonstrate that
free Mg>™" is able to induce conformational changes on the pro-
tein in the absence of added nucleotides. The addition of nucle-
otides promotes a stabilization of the enzyme, with an increase
of 6 °Cinthe T, value. This is compatible with a lower exposure
of the C-terminal domain of the protein, which contains the
nucleotide binding site, as observed by papain proteolysis.

VirB11 proteins share a common domain organization con-
sisting of two domains, an N-terminal domain (NTD) and an
ATPase catalytic CTD, connected by a flexible linker. Compar-
ison of the crystal structures of HP0525 and VirB11 revealed a
large domain swap of the NTD pivoting about the linker region
over the CTD that does not affect the overall hexameric assem-
bly. Hence, a nucleotide-dependent domain swap has been pro-
posed to be part of the catalytic mechanism of the enzyme (10).
Here, we have found a region within the CTD suitable to partial
proteolysis in the absence of nucleotides and Mg>*. The
obtained fragment corresponds to the last 96 residues of the
protein. This region faces the internal channel of the hexameric
ring (Fig. 7). Because this band is not observed in the presence
of Mg?>* and nucleotides, it is clear that the binding induces a
conformational change in the C terminus of the protein that
promotes a closed conformation of the enzyme, leaving the
proteolysis site inaccessible. This is a novel finding that has not
been reflected in any of the published models, providing new
insights into the regulatory mechanism of the secretion ATPase
superfamily, especially regarding the role of Mg>" in the cata-
lytic cycle.

In summary, our data show the following. (i) At physiological
concentrations of Mg®*, similar to the free Mg " found in bac-
teria (28), the ATP turnover and the K,, of the reaction
decrease, and (ii) the affinity for ADP increases dramatically;
(iii) Mg?" is able to induce conformational changes in the pro-
tein in the absence of nucleotides; (iv) in the presence of Mg>"
and nucleotides, the protein undergoes further conformational
changes that make it more stable and less sensitive to papain
degradation; and (v) the C-terminal end of the protein, which
faces the inner channel in the ring, is a flexible domain that
moves upon binding of Mg®" and nucleotides.

In view of these results and the structural studies of HP0525
(8,9), VirB11 (10), GspE (27), and other proteins of this family
(35, 36), we propose the model shown in Fig. 8. According to
this model, the enzyme in the apo state would have high flexi-
bility between the NTD and CTD around its linker (8, 27). At
low Mg>" concentrations, lower than the K, of Mg>* for ATP
(K,MeATPI = 20 um (21)), the enzyme would bind ATP and
Mg>*. Upon ATP hydrolysis and ADP release, the enzyme
would return to its initial state. However, at physiological con-
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FIGURE 8. Model of the regulatory mechanism by magnesium of VirB11
ATPases. A proposed catalytic mechanism for VirB11 proteins, adapted from
Ref. 8 and extended to the secretion ATPase superfamily (27), taking into
consideration the effect of Mg?™, is shown. Step 1, the nucleotide-free apo
form would be flexible with the NTD (orange) and CTD (magenta/green) in
equilibrium between an open and closed conformation. The papain site lim-
iting the C terminus end (green) is indicated by an arrow. Step 2, high Mg>*
concentrations (similar to the free Mg?* found in bacteria) would induce a
conformational change that would be followed by MgATP binding (Step 3),
which, in turn, would promote a conformational change in the CTD (the
papain site is no longer accessible). After ATP hydrolysis, an inhibited MgADP
state (Step 4) would be stabilized, resulting in an ATP turnover decrease. Upon
specific signal (for instance, substrate binding or release), the MgADP-inhib-
ited state would be unlocked (Step 5), and hence, the cycle could resume with
ADP release, returning to the initial apo form.

Mg?/

‘ﬁ

253

®
Mg-ATP

centrations of Mg, the enzyme would be in a closed confor-
mation that would impede ADP release, thus promoting an
MgADP-inhibited state of the enzyme. This would imply that
under physiological conditions, the enzyme would be inhibited,
and only upon a specific signal (for example, substrate binding/
release), ADP would be released, thus completing the ATP
cycle.
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Supplementary Figure 1. Purification of TrwD. Lysates from Escherichia coli C41(DE3) cells
over-producing TrwD (lane a) were precipitated in ammonium sulphate. Resuspended pellets
were extensively dyalized and passed through a Hi-Trap Q-Sepharose column (lane b) followed
by a Resource-Q-sepharose column (lane ¢). Final samples were obtained after a S200 superdex
gel filtration chromatography (lane d).
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Supplementary Figure2. Location of the papain cleavage site on TrwD model. Left Upper
panel, hexameric model of TrwD with one of the monomers coloured as Fig.6. The position of
ADP was assigned by aligning the structures of HP0525 in the presence of ADP (1g60.pdb) and
TrwD model. As in the case of B. suis VirB11 (Hare et al., 2006) the nucleotide is positioned at
the interface between two adjacent monomers. Right Upper panel, TrwD monomer, showing
cleavage site P3 (Fig. 6) in a loop between Walker A (K203) and Walker B (E270) motifs.
Bottom panel, side view of the hexameric ring and a monomer. The papain cleavage site P3 is
indicated with an arrow
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Appendix

Data fitting and kinetic parameter determinations

Analysis of ATP turnover: the kinetic parameters of ATP hydrolysis were obtained after fitting
data in Figure 1 to the Hill equation,

ve ————— (1)
K*.EH_ + [S]r'l—

where nH is 0,9 and 3,5 for 10uM and 2mM Mg*" respectively; vmax = speed limit of the
reaction when all the enzyme is saturated by the substrate; K, 5 = substrate concentration which
reaches half of the Vmax, ie, 50% saturation of the enzyme by the substrate. This term is
expressed in the text as Kipp); nH = Hill number.

Magnesium inhibition: To obtain the apparent inhibition constant, Kjupp), of ATP hydrolysis by
Mg**, values in Figure 2A were fitted to the following hyperbolic inhibition function,

Vmax- ' [Mgz_]

V=Vo- @)
Ko + (M8

where v = measured velocity; vo= velocity in the absence of Mg%; vmax* = minimal value of
velocity in the presence of Mg”'; Ki@ppy= apparent inhibition constant for inhibitor binding.

ADP inhibition: Kiupp) values for ADP were obtained upon fitting data in Figure 2B to this
equation:

X 3)
V=
Kiapp+ [ADP]
[S] [S]
where Kiapp =K -1+ 5 X= Umax- I<| I
K, s K. e

The dissociation constant for ADP, Kqapp; was calculated by fitting the data to the equation:

[ATP] - K.
V= “4)

K g ATFL - [1 + ADP] J+ [ATP]

0.5 K [ADP]

2102 ‘22 Ainp uo ‘seoibojoig sauoioebinsanu| ap oaua) - D|SD 1e Bio ogl-mmm woly papeojumoq


http://www.jbc.org/




THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY VOL. 287, NO. 47, pp. 39925-39932, November 16, 2012
© 2012 by The American Society for Biochemistry and Molecular Biology, Inc.  Published in the US.A.

The Hexameric Structure of a Conjugative VirB4 Protein
ATPase Provides New Insights for a Functional and
Phylogenetic Relationship with DNA Translocases™

Received for publication, August 27, 2012, and in revised form, October 1, 2012 Published, JBC Papers in Press, October 3, 2012, DOI 10.1074/jbc.M112.413849

Alejandro Pefia*, Inmaculada Matilla*, Jaime Martin-Benito®, José M. Valpuesta®, José L. Carrascosa®,
Fernando de la Cruz*, Elena Cabezén*', and Ignacio Arechaga™

From the *Departamento de Biologia Molecular, Universidad de Cantabria, and Instituto de Biomedicina y Biotecnologia de
Cantabria (IBBTEC), UC-CSIC-SODERCAN, Santander, Spain and the SCentro Nacional de Biotecnologia (CNB-CSIC),

28049 Madrid, Spain

Background: VirB4 ATPases are involved in protein transport in T4SS.

Results: The structure of the conjugative VirB4 homologue TrwK has been determined by single-particle electron microscopy.
Conclusion: TrwK forms hexamers and binds preferentially G4-quadruplex DNA as the coupling protein TrwB.
Significance: The results provide structural and biochemical evidence for a common evolutionary scenario between DNA and

protein translocases.

VirB4 proteins are ATPases essential for pilus biogenesis and
protein transport in type IV secretion systems. These proteins
contain a motor domain that shares structural similarities with
the motor domains of DNA translocases, such as the VirD4/
TrwB conjugative coupling proteins and the chromosome seg-
regation pump FtsK. Here, we report the three-dimensional
structure of full-length TrwK, the VirB4 homologue in the con-
jugative plasmid R388, determined by single-particle electron
microscopy. The structure consists of a hexameric double ring
with a barrel-shaped structure. The C-terminal half of VirB4
proteins shares a striking structural similarity with the DNA
translocase TrwB. Docking the atomic coordinates of the crystal
structures of TrwB and FtsK into the EM map revealed a better
fit for FtsK. Interestingly, we have found that like TrwB, TrwK s
able to bind DNA with a higher affinity for G4 quadruplex struc-
tures than for single-stranded DNA. Furthermore, TrwK exerts
a dominant negative effect on the ATPase activity of TrwB,
which reflects an interaction between the two proteins. Our
studies provide new insights into the structure-function rela-
tionship and the evolution of these DNA and protein
translocases.
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Type IV secretion systems (T4SS)> mediate the exchange of
genetic material in bacterial conjugation and the delivery of
virulence effectors into eukaryotic cells (1). Conjugative T4SS
are essential for the widespread dissemination of antibiotic
resistance genes among pathogenic bacteria (2). T4SS consist of
large macromolecular assemblies formed by 11 different pro-
teins (VirB1 to VirB11 in the nomenclature of Agrobacterium
tumefaciens) (3) and a coupling protein, VirD4, involved in
ssDNA transport among cells. Three of these proteins, VirB4,
VirB11, and VirD4, are ATPases that provide the energy for
pilus assembly and DNA/protein transport (4 —8).

VirB4 proteins are the most conserved component of T4S
systems (9), and they are essential for plasmid transfer and vir-
ulence (10). The proposed biological function of VirB4 proteins
is to mediate pilin dislocation from the inner membrane (11),
thus promoting pilus assembly, but they have also been pro-
posed to play a direct role in the transfer of substrates to the
membrane translocase complex (12).

VirB4 proteins are large proteins with two clear distinct
domains: a well conserved C-terminal domain (CTD), contain-
ing the Walker A and Walker B motifs, and a less conserved
N-terminal domain (NTD) which, depending on the species,
could contain predicted transmembrane spans (7, 13). On the
basis of computer predictions, molecular models of the CTD
have been proposed (14, 15). These models have been built
using the structure of TrwB, the coupling protein of conjugative
R388, as a template. TrwB is a DNA-dependent hexameric
ATPase (4, 16) that couples the relaxosome processing machin-
ery toward the translocating complex (17). TrwB structure (18)
is related to other hexameric helicases, F,-ATPases and FtsK, a
DNA translocase involved in bacterial division. Comparative
genomic analysis revealed that VirB4, VirD4/TrwB, and FtsK/
SpollIE proteins are closely related (19). Despite the variability
in size and biological functions, all of them contain a motor

3 The abbreviations used are: T4SS, type IV secretion system; ssDNA, single-
stranded DNA; CTD, C-terminal domain; NTD, N-terminal domain; Ni-NTA,
nickel-nitrilotriacetic acid; 3D, three-dimensional.
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Hexameric Structure of VirB4 ATPase

domain that seems to have evolved from a common evolution-
ary ancestor (20). This ring-shaped motor domain converts the
energy of ATP hydrolysis into mechanical work, facilitating the
wide variety of functions carried out by this family of proteins.

The structure of the VirB4 CTD from Thermoanaerobacter
pseudethanolicus has been obtained recently (21). The struc-
ture is very similar to the computer-generated models on the
basis of TrwB (14, 15). A negative stain model of a complex
formed by a VirB4 monomer bound to the core subunits VirB7/
VirB9/VirB10 of plasmid pKM101 has also been reported (21).
However, in these structures, the VirB4 NTD cannot be distin-
guished clearly. The structure of the VirB4 CTD has been
obtained in its monomeric form, but dimeric and hexameric
forms of the protein have also been reported (7, 8, 22). Here, we
have obtained the first structure of full-length Trwk, the VirB4
homologue in conjugative R388, by single-molecule electron
microscopy. The structure consists of a hexameric double ring
forming a barrel-shaped structure. The two hexameric rings are
different in size, corresponding to the N-terminal and C-termi-
nal ends of the protein, as determined by gold labeling electron
microscopy. Docking the crystal structures of TrwB and FtsK
on the EM map revealed a better fit for FtsK.

TrwB and FtsK both act as DNA pumps. We wondered
whether the structural similarity with VirB4 proteins would be
accompanied by similar biochemical functions. We were
intrigued by recent findings showing the ability of two VirB4
homologues to bind DNA (8, 23). In this work, we show that
TrwK is also able to bind DNA, but, even more surprisingly, we
found that the affinity of TrwK for G4 quadruplex DNA was much
higher than for single-stranded DNA, similar to what has been
observed for TrwB (23). Furthermore, we have found that the
DNA-dependent activity by TrwB is inhibited by TrwK, which
demonstrates a direct interaction between these proteins. These
results are in accordance with recent studies on Prg], the VirB4
homologue in Enterococcus faecalis pCF10 system (23).

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cloning, Protein Expression, and Purification—TrwK,
TrwBAN70, and TrwBAN70 (W216A) were cloned, overpro-
duced in the Escherichia coli C41(DE3) strain (24), and purified
as described previously (4, 7). Fractions used for EM were
eluted from a Superdex200 GL 3.2/30 column in a buffer con-
sisting of 50 mm PIPES-NaOH (pH 6.45), 75 mm potassium
acetate, 5% (w/v) glycerol, 10 mM magnesium acetate, 0.1 mm
EDTA, and 0.5 mMm phenylmethylsulfonyl fluoride.

ATP Hydrolysis Assays—ATPase activities by TrwK and
TrwBAN70 were measured by a coupled enzyme assay (25) as
described previously (4, 7). For inhibition assays, mixtures of
proteins were incubated for 5 min and then added to the ATP
assay buffer as described in Ref. 15.

DNA Binding Assays—TrwK DNA binding activity was
measured by gel shift assays. G4 DNA and ssDNA substrates
were prepared, and 5’-radiolabeled with [y->*P]JATP as
described previously (16). TrwBAN70 and TrwK were added to
the binding buffer (16), and, after incubation at 37 °C for 10
min, reaction mixtures were loaded onto a 10% native PAGE gel
(1X Tris-borate-EDTA). Gels were analyzed using a Molecular
Imager FX ProSystem (Bio-Rad). For quantification, the inten-
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sity of bands corresponding to free DNA and TrwK-DNA com-
plexes was determined using ImageQuant software.

Electron Microscopy and Image Analysis—Aliquots of TrwK
(0.1 mg/ml) were applied onto freshly glow-discharged carbon-
coated grids. Samples were negatively stained with 2% (w/v)
uranyl acetate. Electron micrographs were recorded at X60,000
nominal magnification on Kodak SO-163 film using a JEOL
1200EX-II electron microscope operated at 100 kV. The micro-
graphs were digitized in a Zeiss SCAI scanner with a final sam-
pling rate of 4.66 A/pixel. The defocus and astigmatism of the
images were determined with CTFFIND3 (26), and phases were
corrected for the contrast transfer function effect. A total of
4548 particles were selected manually and normalized using
XMIPP image processing software (27). The alignment and
classification were performed by maximum likelihood multi-
reference refinement methods (28). A neural network self-or-
ganizing map was used as the main classification tool (29) to
analyze the variability of the images, resulting in a final data set
of 1179 particles. A rotational spectrum was done as defined in
Ref. 30. Reference models and first refinements steps during
three-dimensional reconstruction were performed using the
EMAN software package (31) until a volume with the general
shape of the complex became evident. The XMIPP software
package (27) was used in the subsequent iterative angular
refinement procedure.

Gold Labeling—His-tagged TrwK was incubated for 30 min
with Ni-NTA-conjugated 5-nm gold (Nanoprobes, NY) at a
1:10 TrwK hexamer:Ni-gold molar ratio. Samples were applied
onto freshly glow-discharged carbon-coated grids and nega-
tively stained with 2% (w/v) uranyl acetate. Electron micro-
graphs were recorded at X 150,000 nominal magnification on a
camera GATAN model ORIUS SC 1000 CCD using a JEOL
JEM-1011 electron microscope operated at 80 kV with a final
sampling rate of 6.4 A/pixel.

Docking of Atomic Models into the EM Map— Atomic coor-
dinates of monomeric VirB4 CTD (PDB code 4AG5) (21), hexa-
meric TrwBAN70 (PDB code 1E9R) (18), and FtsK of Pseu-
domonas aeruginosa (PDB code 2IUU) (32) were fitted with
UCSF Chimera (33) into the TrwK EM volume, previously fil-
tered to 22-A resolution. Docking was further optimized with
colacor (cross-correlation-based low resolution rigid-body
refinement of molecular dockings), which is part of the Situs
program package (34). Hexameric VirB4 was constructed by
aligning each monomer of the VirB4 CTD to the hexameric
structure of FtsK. For fitting of volumes, atomic structures were
filtered to 20-A resolution and then fitted into the EM map with
UCSF Chimera. In the case of Pa-FtsK, the handle loop (compris-
ing residues 570 —582) was not included in the volume, as TrwK
does not share any sequence similarity with FtsK in this region.

Phylogenetic Analysis—Protein sequences were retrieved
from Uniprot, aligned, and clustered as described previously
(20). Clusters corresponding to FtsK/SpollIE, VirD4/TraD, and
VirB4 members were selected to generate a library of
1072 sequences. Unpredicted, uncharacterized, and putative
sequences were removed from this library (669 sequences).
Then a database was created including sequences of the best
known members (mainly those annotated in the Swiss-Prot
database or those characterized genetically or biochemically).
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FIGURE 1. EM of TrwK,,, of conjugative plasmid R388 in its hexameric
form. A, TrwK was negatively stained with uranyl acetate and analyzed by EM.
Scale bar = 30 nm. B, rotational power analysis of TrwK rings class averages
(inset) with harmonic energy percentage as a function of the radius. a.u., arbi-
trary units.

The sequences of Pa-FtsK, TrwB, and VirB4, for which x-ray
structure information is available, were used to identify the
motor domains of these proteins. Then the motor domain
sequences were aligned with T-coffee (35). Phylogenetic analy-
sis was performed with FastTree using default settings (36).
Tree representations were carried out using Archaeopteryx
(37). For rooting purposes, four RecA sequences (E. coli, Ther-
motoga maritima, P. aeruginosa, and Ureaplasma urealyticum)
were selected and included in the analysis.

RESULTS

Three-dimensional Reconstruction of TrwK—Purified TrwK,
eluted from a gel filtration column at a molecular weight com-
patible with a hexamer, was analyzed by EM. Negatively stained
specimens showed a widespread of individual particles with a
ring-shaped structure (Fig. 1A4). In addition, dumbbell-shaped
particles were also observed and were interpreted as side views
of the analyzed specimen. Images were subjected to reference-
free classification to align and average similar views. Rotational
symmetry analysis of the rings clearly identified a 6-fold sym-
metry along the z axis (Fig. 1B). As the size and shape of the
rings was not uniform, possibly reflecting top and bottom
views, C6 symmetry was applied in the following three-dimen-
sional reconstruction. Unbiased class averages (Fig. 2A) were
matched by projections of the final volume (Fig. 2B), supporting
the correctness of the reconstruction. The three-dimensional
reconstruction revealed a structure consisting of a double hexa-
meric ring (Fig. 2C). The dimensions of the final reconstruction
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FIGURE 2. 3D reconstruction of TrwK of conjugative plasmid R388. Class
averages of TrwK (A) and matching projections of the final volume (B). C, final
volume obtained by projection matching and angle refinement and low-
passed filtered to 22 A. Top (left panel), side (center panel), and bottom (right
panel) views of the volume. The top and bottom views, corresponding to the
N-terminal and C-terminal ends of the protein, respectively, differ in size (132
A'and 124 A, respectively), and the longitudinal dimension is 165 A.

A

FIGURE 3. Gold labeling electron microscopy. His-tagged TrwK was incu-
bated with Ni-NTA-conjugated gold (5 nm), negatively stained with 2% (w/v)
uranyl acetate, and analyzed by electron microscopy. Class averages of gold-
labeled TrwK (A), comparison with unlabeled TrwK (B), and projection images
of the 3D reconstruction (C).

were 165 A along the large axis with an inner diameter of 42 A
and outer diameters of 132 A and 124 A for the top and bottom
ends, respectively. To discriminate which of these ends corre-
sponded to the N- and C- terminal halves of the protein, TrwK
was cloned with a His tag in the N terminus and labeled with
Ni-NTA-conjugated gold. Image analysis of the gold-labeled
particles (Fig. 3) allowed us to clearly identify the top end as the
N terminus of the protein.

Phylogenetic Relationship between TrwK and TrwB/FtsK
DNA Translocases—VirB4 proteins belong to a family of P-loop
ATPases that also includes FtsK/SpollIIE and their archaea rel-
atives HerA and VirD4/TrwB-like proteins (19). These proteins
contain a motor domain that is well conserved, suggesting an
evolutionary common ancestor (20). However, the N-terminal
halves of FtsK/SpolllE and VirB4 proteins are not that well
conserved, and the size and sequence of these N termini are
variable. Here, we have selected sequences corresponding to
the motor domain of FtsK/SpollIE, SftA, a FtsK homologue in
Bacillus subtilis, VirB4, and TrwK-like relatives and VirD4/
TraD/TrwB coupling proteins. We also included TraB, a con-
jugal double-stranded DNA transfer protein in Streptomyces
that resembles FtsK (38). The phylogenetic analysis was per-
formed in the presence of four RecA proteins that were used to
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motor domain

FIGURE 5. Fitting atomic coordinates of TrwB and FtsK into TrwK EM map.
A, schematic representation of the VirB4 homologue in H. pylori, the coupling
protein TrwB of plasmid R388, and P. aeruginosa FtsK. The transmembrane
domains (TM) are depicted in gray. TrwK of plasmid R388, as well as many
other VirB4 homologues, lacks the transmembrane domain, thus the light
gray color. The motor domains in TrwK, TrwB, and FtsK are colored in cyan,
salmon, and red, respectively. B, the hexameric atomic structures obtained by
x-ray crystallography of TrwBAN70 (PDB code 1E9R) (salmon) and the C-ter-
minal half of P. aeruginosa FtsK (PDB code 2IUU) were docked into the 3D EM
map of TrwK. The atomic model of the monomeric Tps VirB4- was previ-
ously aligned to FtsK into the EM model. The resulting VirB4<;, hexamer
(cyan) was finally fitted into the EM map as above. C, the atomic structures of
TrwBAN70, FtsKrp, and the model of VirB4 . were filtered to 20 A resolution
and docked into the EM map of TrwK.

root the phylogenetic tree (Fig. 4). The results suggest that the
motor domain of FtsK-like proteins diverged separately from
that of VirD4 and VirB4 proteins. Interestingly, we found that
the conjugative dsDNA translocase TraB of Streptomyces ven-
ezolae pSHV1 plasmid (Fig. 4, dark olive) seems to have
diverged from the coupling proteins before the speciation
between VirD4 and VirB4 proteins and after the diversification
between FtsK and VirB4-VirD4 families.

Fitting of Atomic Coordinates into the EM Map—On the basis
of the evolutionary relationship between the motor domains of
FtsK, TrwB, and TrwK, we decided to dock the atomic struc-
tures of hexameric TrwBAN70 (PDB code 1E9R) (18) and
FtsKcrp (PDB code 2IUU) (32) into the EM map. Interestingly,
FtsK fits much better than TrwB (the off-lattice Powell cross-
correlation values were 73 and 61%, respectively). The dimen-
sions of the inner channel of FtsK (31 A) were closer to the EM
inner diameter volume (42 A) than the hexameric TrwB (8 A)
(Fig. 5B). Therefore, to fit the atomic coordinates of VirB4crp
from T. pseudethanolicus (PDB code 4AG5) (21) into the EM
map, each monomer was aligned using hexameric FtsK as a
template. The resulting hexameric VirB4., model was fitted

Hexameric Structure of VirB4 ATPase

into the EM map in the same way as the TrwBAN70 and
FtsKorp hexameric crystal structures (Fig. 5B). Similar to
VirB4crp, @ hexameric model of TrwK.rp was created by
aligning the computer-generated model of TrwK.;p (15) to
FtsK. The hexamer was fitted into the EM map, showing no
differences. In addition, the atomic structures of hexameric
TrwKerp, VirB4crp, Tr'wBAN70, and FtsK 1, were filtered to
20 A and docked into the EM map (Fig. 5C). The volumes
adjusted very well into the EM map, occupying roughly 40% of
the density, as expected. Considering the size of the CTD of
these proteins (TrwK is 823 residues in length, only 359 resi-
dues per monomer form part of the C-terminal structure, and
the crystal structure of FtsK only comprises 406 residues), these
results further support the accuracy of the EM volume.

TrwK Displays a Higher Affinity for G-quadruplex DNA
Structures over ssDNA—Prg], a VirB4 homologue in plasmid
pCF10 from E. faecalis, has been recently shown to bind single-
and double-stranded DNA substrates without sequence speci-
ficity (23). On the bases of the reported data and the structural
similarities of TrwK with the DNA translocases TrwB and FtsK
described in this work, we wondered if TrwK showed any pref-
erence for a particular DNA substrate. TrwBAN70 has been
shown to bind G4-quadruplex DNA structures with a very high
affinity (K, = 0.3 nm), 100-fold higher than the affinity for sin-
gle-stranded DNA (16). These G4 DNA secondary structures
are formed spontaneously in G-rich DNA sequences (39). Here
we show, by DNA mobility shift assays, that TrwK is also able to
bind G4 DNA, albeit with almost 200 times lower affinity than
TrwB (Fig. 6). Surprisingly, and similar to TrwB, the affinity of
TrwK for G4-quadruplex (K, = 56 nm) is much higher than for
single-stranded DNA (K, > 500 nm). Therefore, we can con-
clude that TrwK also displays a preferential binding for G4
DNA.

TrwK Inhibits DNA-dependent ATPase Activity by TrwB—
Although TrwK is able to bind DNA, the ATPase activity by
TrwK is not affected by addition of ssDNA or G4 DNA. In
contrast, TrwBAN70 displays an ATPase activity of 2000 nmols
ATP min~'mg ™" in the presence of G-quadruplex DNA (16).
Under the same conditions, TrwK ATPase activity is low (50
nmols ATP min™'mg™") (7). Given the structural homology
that TrwBAN70 shares with the C-terminal half of TrwK, we
wondered if an interaction between these two proteins might
affect TrwBAN70 DNA-dependent ATPase activity. Interest-
ingly, we found that when ATPase activity was tested in the
presence of both TrwBAN70 and TrwK proteins, the activity of
TrwBAN70 was inhibited, indicating a dominant negative
effect. The increase in TrwK concentration correlated with a
decrease in the ATPase rate (Fig. 7). Addition of equimolar
ratios of TrwBAN70 and TrwK to the DNA-dependent ATP
assay resulted in a 30% decrease of the ATPase activity. Similar
ATPase rates could be obtained if only 70% of the initial con-
centration of TrwB would be present in the assay. These results
suggest that TrwBAN70 monomers are removed from the solu-

FIGURE 4. Phylogenetic tree of the motor domain of FsK/SpolllE- VirD4/TrwB- and VirB4-like proteins. Protein sequences were retrieved from Uniprot
and clustered as described in Ref. 20. Sequences corresponding to the motor domain of these proteins were selected and aligned with T-coffee (35). Phylo-
genetic trees were built with FastTree (36) and represented with Archeopteryx (37). The tree was rooted with RecA sequences (yellow). FtsK/SpolllE, VirD4/TrwB,
and VirB4 clades are colored in red, salmon, and cyan, respectively. TraB, the conjugative dsDNA transfer protein in Streptomyces, is shown in dark olive.
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FIGURE 6. DNA mobility shifts assays of TrwK and TrwBAN70. TrwK and
TrwBAN?70 at protein concentrations in the range of 0-100 nm were mixed
with 0.5 nm 32P-labeled G4 DNA (A) and ssDNA substrate (B), and the resulting
nucleoprotein complexes were separated in native PAGE. The markers to the
left of the gels represent G4 DNA and ssDNA (45-mer), respectively. Quantifi-
cation of the gel mobility shift analysis of G4 DNA (C) and ssDNA (D) revealed
that TrwK (black) binding affinity for G4 DNA (K; = 56 nm) is about 200 times
lower than TrwB (gray) (K; = 0.3 nm) but still much higher than for ssDNA.
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FIGURE 7. Dominant negative effect on TrwBAN70 ATPase activity
exerted by TrwK and TrwBAN70 (W216A). G4 DNA-dependent ATPase
activity by TrwBAN70 was measured at increasing concentrations of TrwK
(black) and TrwBAN70(W216A) mutant protein (gray). TrwBAN70 protein
concentration was fixed to 0.3 um. Proteins were mixed and incubated for 5
min and added to the G4 DNA-containing ATP hydrolysis buffer. Relative
activity is expressed as percentage ATPase rates at a constant TrwBAN70
concentration. A value of 100% of hydrolysis corresponds to 2000 nmol ATP
hydrolyzed per minute and milligram of protein.

tion by specific interaction with TrwK, forming heterocom-
plexes that would be inactive. Similar non-functional hetero-
hexamers were found upon addition of ATPase-defective
mutants to DNA translocases, such as FtsK (32) or RuvB (40).

To understand the extent of the interaction between TrwB
and TrwK, we conducted a comparative study using a
TrwBAN70 mutant variant, TrwBAN70 (W216A), shown pre-
viously to be able to inhibit the DNA-dependent TrwBN70
ATPase activity by forming inactive heterocomplexes (4). This
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mutant had a dominant negative effect on TrwB activity both in
vitro and in vivo. Comparison between the inhibition kinetics of
TrwBAN70 ATPase activity by TrwBAN70(W216A) and TrwK
(Fig. 7) revealed that the TrwB mutant variant inhibited
TrwBAN70 ATPase activity at lower molar ratios than TrwK.
Interestingly, in the case of the inhibition by TrwK, the shape of
the curve suggests the existence of a marked cooperative
effect, probably due to the fact that more copies of TrwK are
required to appreciate initial inhibition values. Because the
efficiency for hexamer formation by the TrwBAN70-
(W216A) mutant was reported to be similar to the wild-type
protein (4), these results reflect that TrwBAN70 binds
TrwBAN70(W216A) with a higher affinity than TrwK, as
expected.

DISCUSSION

The crystal structure of the VirB4 C-terminal domain (CTD)
from T. pseudethanolicus (TpsVirB4) in its monomeric form
has been published recently (21). The structure confirms that
VirB4-CTD is structurally similar to TrwBAN70 (18), as pre-
dicted previously by molecular modeling using TrwB coordi-
nates as a template (14). However, despite efforts to obtain the
structure of full-length VirB4 (21), the structural details of the
NTD of the protein remain unclear. On the other hand, much
discussion on the oligomeric state of VirB4 has taken place
because monomeric, dimeric, trimeric, and hexameric forms of
the protein have been reported (7, 8, 22). Here we have
obtained, for the first time, the 3D structure of full-length TrwK
in its hexameric form by single-particle electron microscopy.
The structure comprises not only the CTD but also the mostly
unknown NTD. Combination of this structural information
with biochemical and phylogenetic analysis provides new
insights on the function and evolution of VirB4 proteins.

On the basis of the structural similarity of theVirB4 C-termi-
nal half with the coupling protein TrwB, it has been proposed
that VirB4 proteins assemble as homohexamers (14). However,
there are genetic and biochemical studies that suggest that the
oligomeric state of VirB4 proteins is a dimer (22). Furthermore,
the VirB4 homolog in plasmid pKM101 has been shown to be
present both as hexamer and dimer, whereby the hexameric
form is soluble and catalytically active and the dimeric form
inactive and membrane-associated (8). Accordingly, a muta-
tion in the arginine finger motif in the TpsVirB4 protein almost
completely abolishes the ATPase activity of the protein (21), which
indicates that the protein must oligomerize to be active. This is a
common feature in all AAA+/RecA ATPases that are active as
hexamers. Therefore, the 3-dimensional structure of TrwK shown
here might correspond to the active form of the enzyme.

VirB4 proteins are related to DNA translocases, such as the
coupling proteins VirD4/TrwB and the chromosome segrega-
tion pump FtsK (19). Phyletic distributions obtained by com-
parative sequence analysis of FtsK proteins with other P-loop
ATPases suggest that VirB4 and VirD4 families might have
derived from DNA pumps of ancestral plasmids, appearing
after the primary diversification of archaea and bacteria (19).
FtsK proteins, on the contrary, might have evolved from an
earlier evolutionary precursor from which A32-like dsDNA
viral packing ATPases have also arisen (19). In this work, we
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have just focused on the evolution of the motor domain of
VirB4, VirD4, and FtsK proteins. The data suggest that the
motor domain of FtsK-like proteins diverged separately from
that of VirD4 and VirB4 proteins. In addition, we incorporated
in this analysis TraB, a recently characterized dSDNA pump of
a conjugal plasmid transfer in Streptomyces that has been sug-
gested to be closely related to FtsK proteins (38). Interestingly,
we found that the motor domain of TraB sy, seems to have
evolved from an ancestor from which VirB4 and VirD4 proteins
have evolved.

Similar to FtsK, most VirB4 proteins have a long N-terminal
extension that is less conserved than the ATPase-containing
region. Little is known about the NTD of VirB4 proteins, but it
is likely that this domain is involved in interactions with other
components of the T4SS core complex. There is variability at
the N-terminal end of VirB4 proteins, and there are clades
within the VirB4 family that contain members with membrane
spans, such as Helicobacter pylori and Yersinia pestis homo-
logues. However, the N-terminal transmembrane domain of
these VirB4 proteins has probably arisen from a fusion with the
integral membrane protein VirB3. In fact, several members of
the VirB4 family have VirB3 sequences already incorporated as
fusion proteins (41), and in most T4SS, there is a conserved
gene synteny in which virB3 gene is upstream of virB4. Surpris-
ingly, in a recent 3D reconstruction of the T4SS core complex
bound to a VirB4 monomer (21), the NTD of the protein
appeared to be embedded in the periplasmic I layer of the core
complex and not underneath, as would have been expected. If
that were the case, it is difficult to imagine where VirB3 would
be located. Furthermore, according to that structure, the linker
region connecting the NTD and the CTD of VirB4 would be
located in the inner membrane region of the core complex.
Such alocation could only be explained after a large conforma-
tional change that allows the opening of the base of the core
complex. On the basis of these considerations, we propose an
alternative model (Fig. 84) in which the VirB4 hexamer would
interact with the core complex on the cytosolic side of the inner
membrane and not with the periplasmic I layer of the core
channel (B). It is worth noting that the dimensions of the hexa-
meric TrwK structure shown here match perfectly with the
base of the cryo-EM structure of the T4SS core complex (42).

Despite numerous genetic and biochemical studies, the bio-
logical function of VirB4 proteins is not fully understood. VirB4
proteins have been shown to play an important role in pilus
biogenesis (11), but they have also been proposed to participate
directly in the secretion of virulent factors (10, 12). Moreover,
recent reports have shown that VirB4 proteins may interact
directly with DNA (8, 23). Here, we conducted DNA shift assays
to compare the abilities of TrwB and TrwK to bind DNA in
vitro. We found that TrwK is able to bind DNA, albeit with
much lower affinity than TrwB. Interestingly, we found that
TrwK preferably binds G4-quadruplex structures, as has been
observed for TrwB (16).

The structural homology of TrwK with TrwB led us to spec-
ulate about the possibility that these proteins could interact
with each other to form heterocomplexes. In fact, it has already
been shown that PrgJ, the VirB4 homologue in E. faecalis, is
able not only to bind DNA but also to interact with PcfC, the
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FIGURE 8. Model of interaction between the T4SS core complex and TrwK.
The structure of the T4SS core complex obtained by cryo-EM (42) was
retrieved from the EM Data Bank (emd_5031.map) and filtered to 20 A. The
hexameric structure of TrwK was fitted to the core complex in two possible
locations: attached to the cytoplasmic side of the inner membrane region
(A) or embedded in the | layer of the core complex (B), as described in Ref. 21.
The model in A is more compatible with the presence of VirB3 subunit bound
to the N terminus of VirB4.

coupling protein in the E. faecalis pCF10 plasmid (23). This
result led the authors to propose a model in which the coupling
protein would bind to the relaxome through contacts with the
relaxase and the auxiliary protein (TrwC and TrwA in the R388
system, respectively), and then it would interact with the VirB4
homologue, which, in turn, would catalyze substrate transfer to
the membrane translocase. Reinforcing this idea, we found that
TrwB ATPase activity is inhibited by the presence of Trwk, an
indication that there is an interaction between the two proteins.
In the conjugative “shoot and pump” model (17), the relaxase is
first transported covalently bound to the 5’ end of the DNA. If
VirB4 proteins are involved in this protein substrate transport,
TrwB/VirD4 proteins would be required in the next step to
pump the plasmidic DNA through the channel. Therefore,
once the DNA is inside the channel, and because of the high
affinity that TrwB shows for DNA in comparison to TrwK, the
latter motor would be substituted by TrwB, and, therefore, it
could be possible that the two proteins could form transient
heterohexameric complexes during the conjugative process.

In summary, the three-dimensional reconstruction of TrwK
together with the biochemical and phylogenetic analysis
reported here open new avenues in the understanding of the
function and evolution of VirB4 proteins. Whether the in vitro
DNA binding abilities and structural homologies of VirB4 with
DNA translocases are a reflection of an in vivo mechanism or
whether they are just a reminiscence of a common evolutionary
history is hard to tell. Further experiments are needed to clarify
the in vivo function of VirB4 proteins and their role in the
molecular mechanism of secretion by T4SS.
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