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SUMMARY

The increase of multidrug-resistant bacteria has become one of the major health
concerns in our society (World Health Organization, 2019). In this regard, it has been described
that bacterial conjugation is one of the key mechanisms responsible for the spread of
antibiotic resistance genes among bacteria (Bello-Lépez et al., 2019). This process is performed
through a type IV secretion system, a multiprotein complex machine that transfers the
nucleoprotein substrate from a donor into a recipient bacterium (Waksman, 2019).

Type IV coupling proteins (T4CPs) are an essential element during the conjugative
process, as they connect the substrates in the cytosol with the secretion machinery in the
membrane (Gomis-Ruth et al., 2005). Additionally, they are an energy source during
conjugation, have a role in signal transduction, and are postulated to act as molecular motors
that pump the ssDNA substrate across the bacterial inner membrane (Llosa and Alkorta, 2017).
They compose a broad protein family, showing different molecular architectures and being
present in all the conjugative plasmids, in many plasmids related to pathogenic processes and
in a few mobilizable plasmids (Smillie et al., 2010). Conjugative plasmid-related VirD4-type
T4CPs are the most studied T4CP subfamily (Alvarez-Martinez and Christie, 2009). But even if
they have been in-depth characterized for the last decades, as their nature as membrane
proteins makes them challenging proteins to be studied, their characterization has been
mostly accomplished using mutants that lack their transmembrane domain (TMD) (Larrea et
al., 2017; Schroder and Lanka, 2003; Tato et al., 2007). However, several studies performed
with TrwBgsgs, the full-length TACP of the conjugative plasmid R388, have proven that the TMD
is more than a mere anchor to the membrane and that it has a role in protein activity, stability,
oligomerization and subcellular localization (Hormaeche et al., 2002, 2004, 2006; Moncalian et
al., 1999; Segura et al., 2013, 2014; Vecino et al., 2010, 2011).

The specific aims of this work have been to contribute to deciphering the role of the
TMD in T4CPs and to assess if the features described for conjugative VirD4-type TACPs can be
extrapolated to the whole T4CP family. Once a better understanding of these proteins is
achieved, different strategies to inhibit their activity can be developed, controlling in this
manner the conjugative process and therefore reducing the spread of antibiotic resistance
genes.

To better study the role of the TMD, a set of T4CP variants composed of native T4CPs,
chimeric T4CPs with domains of different origins, and TMD-less mutants was obtained.
Specifically, two chimeric proteins of TrwBgsgs were constructed: (i) TMDy,5CDrws composed of
the TMD of Tralymios, the T4CP of plasmid pKM101, and the cytosolic domain of TrwBgsgg and
(ii) TMDsrwgTralypsor composed of the TMD of TrwBgsgg and the T4CP of the Gram® plP501
plasmid, Tralypso;. Additionally a third chimeric protein was constructed with the small
membrane protein Tralypso; and Tralypese;, creating a complex that resembles the VirD4-type
T4CPs. Also, the mobilizable plasmid related MobB¢pris T4CP and its TMD-less mutant,
MobBATMD, were obtained.

Firstly, the in vivo function and in vivo subcellular localization of these proteins was
studied. Afterwards, they were purified and in vitro characterized using different biochemical

19



and biophysical techniques. In such a way their stability, DNA-binding capacity, oligomerization
patterns, structure, and ATP hydrolase activity have been characterized. Finally, the
experimental set-up to perform future single-GUV and TIRFM experiments has been
optimized.

In accordance with published reports, we have described that T4CPs show polar
location in the cell (Kumar and Das, 2002); additionally, we have observed that this tendency is
increased in the presence of a secretion system. On the contrary, unlike what has been
previously published for TrwBgsss (Segura et al., 2014), our results here show that the presence
of the TMD or a related membrane protein is not an essential element for the polar
localization of the mobilizable plasmid-related T4CP MobBciopri3 and the TMD-less Tralypsos
TACP, respectively.

This thesis has shown that the TMDy,,,CDr.s chimeric protein is able to complement
the conjugation of R388 in the abscencce of TrwBgsgs, although with a lower transfer
frequency. Moreover, it is capable of interacting with its both cognate systems (i.e., R388 and
pKM101), showing negative dominance in the presence of the native T4CPs TrwBgsgg or
Tralpwmior. When comparing TMDq,,,CDrpy With TrwBgsgs it has been seen that the chimeric
protein presents smaller stability against low ionic strength conditions, different
oligomerization patterns, and smaller DNA-binding capacity, most likely due to the secondary
structural differences observed in the cytosolic domain. These results suggest that the
presence of a heterologous TMD affects the cytosolic domain and the processes related to it,
such as substrate-binding and, therefore, in vivo activity.

On the contrary, the in vitro characterization of MobB¢priz has shown that the
presence of its TMD does not have any effect neither in the oligomerization pattern nor in the
secondary structure of its cytosolic domain, even if it seems to affect its DNA-binding
properties.

To sum up, the comparative study between the different TACPs and their variants has
underlined that the characteristics described for the conjugative plasmid related VirD4-type
T4CPs and their TMDs should not be ascribed to the whole T4CP family. Specifically, it has
been proven that TMD-less T4CPs and mobilizable plasmid-related VirD4-type TACPs present
different mechanisms of action.
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ABBREVIATIONS / LABURDURAK

(v/v) / (b/b) (volume/volume) / (bolumen/bolumen)
(w/v) / (p/b) (weight/volume) / (pisu/bolumen)
(w/w) / (p/p) (weight/weight) / (pisu/pisu)

5-1AF 5-iodoacetamide fluorescein / Fluoreszeina 5-iodoazetamida

AAD All alpha domain / Alfa guztiko domeinua

ADP Adenosine diphosphate / Adenosin difosfatoa

AFM Atomic force microscopy / Indar atomikozko mikroskopioa

AmdiS 4-Acetamido-4'-Maleimidylstilbene-2,2'-Disulfonic Acid / Azido 4-azetamido-4'-
maleimidilstilben-2 2'-disulfoniko

Amp Ampicillin / Anpizilina

ARG Antibiotic resistance genes / Antibiotikoen aurkako erresistentzia geneak

ATP Adenosine triphosphate / Adenosin trifosfatoa

ATPase / ATP hidrolase / ATP hidrolasa

ATPasa

AUC Analytical ultracentrifugation / Ultrazentrifugazio analitikoa

BB Bio-Beads'"

BCA Bicinchoninic acid / Azido bizinkoninikoa

BIM Bacterial inner membrane / Bakterioen barne mintza

BIMV Bacterial inner membrane vesicle / Bakterioen barne mintzekin egindako besikulak

BN-PAGE Blue native polyacrylamide gel electrophoresis / Poliakrilamidazko gel elektroforesi
urdin-natiboa

BSA Bovine Serum Albumin / Behi serumaren albumina

c(s) Sedimentation coefficient distributions / Sedimentazio koefizienteen banaketa

Car Carbenicillin / Karbenizilina

cb Cytosolic domain / Domeinu zitosolikoa

Chl Chloramphenicol / Kloranfenikola

CL Cardiolipin / Kardiolipina

cMC Critical micelle concentration / Kontzentrazio mizelar kritikoa

Cryo-EM Cryo-electron microscopy / Mikroskopia krio-elektronikoa

cT4SS Conjugative Type IV Secretion system / IV motako sekrezio sistema konjugatiboa

CTD Carboxile terminal domain / Karboxilo muturreko domeinua

C-term / C- Carboxyl terminus in amino acid chain / Aminoazido katearen karboxilo muturra

muturra

Da Dalton

DDM n-dodecyl-B-D-maltopyranoside / n-dodezil-B-D-maltopiranosidoa

DiD 1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-Tetramethylindodicarbocyanine perchlorate /1,1'-Dioktadezil-
3,3,3',3'-Tetrametilindodikarbozianin perkloratoa

DiO 3,3'-Dioctadecyloxacarbocyanine perchlorate / 3,3'-Dioktadeziloxakarbozianin
perkloratoa

DMF N, N-Dimethylformamide / N, N-Dimetilformamida

DNA Deoxyribonucleic acid / Azido desoxirriboonukleikoa

DOPC 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine / 1,2-Dioleoil-sn-glizero-3-fosfokolina

dsDNA Double stranded DNA/ Kate bikoitzeko DNA

DTR DNA transfer and replication / DNAren transferentzia eta bikoizketa

DTT Dithiothreitol / Ditiotreitola

eGFP Enhanced green fluorescent protein / Hobetutako proteina fluoreszente berdea

EMSA Electroforetic shift mobility assay / Mugikortasun elektroforetikoaren aldaketaren
entsegua

FCCS Fluorescence cross correlation spectroscopy / Erlazio gurutzatutako fluoreszentzia
mikroskopia

FRAP Fluorescence recovery after photobleaching / Fotoamataketaren osteko

fluoreszentziaren berreskurapena
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FT-MLV Freezed-thawn multilamellar vesicle / 1zoztu-desizoztutako besikula multilamelarrak

G4-DNA G-quadruplex DNA

Gram - Gram negative /Gram negatibo

Gram + Gram positive / Gram positibo

GUIMV Giant unilamellar inner membrane vesicle / Barne mintzez eraturiko lamela bakarreko
besikula erraldoiak

GUV Giant unilamellar vesicle / Lamela-bakarreko besikula erraldoiak

HEPES N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethane sulfonic acid / N-2-hidroxietilpiperazin-N'-2-
azido sulfo-etanikoa

HGT Horizontal gene transfer / Gene transferentzia horizontala

HRP Horseradish peroxidase / Errefau peroxidasa

ICE Integrative and conjugative element / Elementu integratzaile eta konjugatiboa

ICH Internal channel / Erdiko kanala

IM Inner membrane / Barne mintza

IMAC Immobilized metal affinity chromatography / Inmobilizaturiko metalen bidezko
afinitate kromatografia

IMC Inner membrane complex / Barne mintzeko konplexua

IMEs Integrative and mobilizable elements / Elementu integratibo eta mugikorrak

Inc Incompatibility group / Bateraezintasun taldea

IPTG Isopropyl a-D-thiogalactopyranoside / Isopropil a-D-tiogalaktopiranosidoa

IRS Infrared spectroscopy / Espektroskopia infragorria

IS Insertion sequence / Txertaketa sekuentzia

ITO Indium tin oxide / Indio tin oxidoa

Kan Canamycin / Kanamizina

kb Kilobase

LB Luria Bertani Broth / Luria Bertani hazkuntza-medioa

LC-MS/MS Liquid chromatography-tandem mass spectrometry / Kromatografia likido-tandem
masa espektometria

LDAO n-Dodecyl-N,N-Dimethylamine-N-Oxide / n-Dodezil-N,N-dimetilamina -N-Oxidoa

LDH Lactate dehydrogenase / Laktato deshidrogenasa

LUV Large unilamellar vesicle / Lamela-bakarreko besikula handiak

MDR Multidrug resistant / Antibiotiko anitzen aurkako erresistentzia

MGE Mobilizable genetic element/ Elementu genetiko mugikorra

Min Minute / Minutu

MLV Multilamellar large vesicles / Besikula multilamelar handiak

MOB Mobility related genes / Mugikortasunarekin erlazionaturiko geneak

MP Membrane protein / Mintz proteina

MPF Mating pair formation related genes / Egitura parekatzailearen eraketarekin
erlazionaturiko geneak

MWCO Molecular weight cut off / Pisu molekularraren araberako iragazki tamaina

NAD Nicotinamide adenine dinucleotide / Nikotinamida adenine dinukleotidoa

Nal Nalidixic acid / Azido nalidixikoa

NBD Nucleotide-binding domain / Nukleotidoen-atxikitze domeinua

NEM N-Ethylmaleimide / N-etilmaleimida

NS-EM Negative stain electron microscopy / Tindaketa negatibozko elektroi mikroskopia

nSLB Native cellular membrane derived supported lipid bilayer / Zelula mintz natiboz
osaturiko eutsitako bikapa lipidikoa

NTA Nitriloacetic acid / Azido nitriloazetikoa

N-term / N- Free amine terminus in amino acid chains / Aminoazido katearen amino muturra

muturra

oD Optical density / Dentsitate optikoa

0G n-octyl-B-D-glucopyranoside / n-oktil-B-D-glukopiranosidoa

oM Outter membrane / Kanpo mintza

omcCC Outter membrane core complex / Kanpo mintzeko muin konplexua

OPPF-UK Oxford Protein Production Facility UK

oriT Origin of transfer sequence / Transferentziaren hasiera sekuentzia

P Periplasm / Periplasma

22



PB

PBS

PC

PCR

PDC

PE

PEP

PG
PG-hidrolasa
PK

PMSF
pT4SS

RS

s

SDS
SDS-PAGE

SEC
SEC-MALLS

Seg
SLB
SOC

Spc
ssDNA
Str
SuUv
T4ASS
T4BSS
T4CP
T4SS
TBONEX
TCEP
TIRFM

T
TMD
Tmp
Tn
TriP
Tris
TS
uv

WB
X-GAL

Power Broth

Phosphate buffer saline / Fosfato gatz indargetzailea

Phosphatidylcholine / Fosfatidilkolina

Polymerase chain reaction / Polimerasaren kate erreakzioa

Protein-detergent complex / Proteina-detergente konplexua
Phosphatidylethanolamine / Fosfatidiletanolamina

Phosphoenolpiruvate / Fosfoenolpirubatoa

Phosphatidylglycerol / Fosfatidilglizerola

Peptidoglikano hidrolasa

Pyrubate kinase / Pirubato kinasa

Phenylmethanesulfonyl fluoride / Fenilmetanosulfonil fluoridoa

Pathogenic Type IV Secretion System / IV motako sekrezio sistema patogenikoa
Regenerator system / Sistema birsortzailea

Sedimentation coefficient / Sedimentazio koefizientea

Sodium dodecyl sulphate / Sodio dodezil sulfatoa

Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis / Sodio dodezil sulfatozko
poliakrilamidazko gel bidezko elekroforesia

Size exclusién chromatography / Gel iragazpeneko kromatografia

Size exclusion chromatography-multi angle laser light scattering / Gel-iragazpeneko
kromatografia bati akoplatutako angelu anitzeko laser argi dispertsioa

Second / Segundu

Supported lipid bilayer / Eutsitako bikapa lipidikoa

Super optimal broth with catabolite repressor / Katabolitoen errepresiodun hazkuntza
medioa

Spectinomycin / Espektinomizina

Single stranded DNA / Kate bakarreko DNA

Streptomycin / Estreptomizina

Small unilamellar vesicle / Lamela-bakarreko besikula txikiak

Type IV A secretion system / IV A motako sekrezio sistema

Type IV B secretion system / IV B motako sekrezio sistema

Type IV Coupling Protein / IV motako proteina akoplatzailea

Type IV secretion system / IV motako sekrezio sistema

Overnight ExpresswI Instant TB Medium

Tris (2-carboxyethyl) phosphine / Tris (2-karboxietil) fosfina

Total internal reflection fluorescence microscopy / Barne isladapen osoko
fluoreszentzia mikroskopia

Mid-point denaturation temperature / Erdiko desnaturalizazio tenperatura
Transmembrane domain / Transmintz domeinua

Trimethoprim / Trimetoprima

Transposon / Transposoia

Transfer DNA immunoprecipitation / Transferentzia DNAren immunoprezipitazioa
Tris (hydoxymethyl) aminomethane / Tris (hidoximetil) aminometanoa
Translocation signal / Translokaziorako seinalea

Ultraviolet light / Izpi ultramoreak

Elution volume / Eluzio-bolumena

Western blotting / Western plapaketa
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside / 5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-
galactopiranosidoa

Wavelength / Uhin luzera
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1. SARRERA

1.1. TESTUINGURUA

Antibiotikoak historiako iraultza mediko handiena izan dira aurkitu ziren momentu
beretik, orain dela 70 urte baino gehiago. Tamalez, antibiotikoen erabilpena (medikuntza zein
nekazaritza eta abeltzaintza praktiketan) eta bakterio erresistenteen agerpenaren artean
erlazio zuzena ematen dela ikusi da. Antibiotikoen aurkako erresistentziaren ondorioz urtero
Europan 33.000 pertsona hiltzen dira eta 1,5 bilioi euro gastatzen dira osasun arloan. Bestalde,
aurresaten da 2050. urterako 10 milioi pertsonen bizitza arriskuan egongo dela arazo honen
ondorioz, lehenago konponbiderik aurkitzen ez bada (Cassini et al., 2019).

Ospitaleetan antibiotiko anitzen aurkako erresistenteak (Multidrug-Resistant, MDR)
diren bakterioek infekzioen %70a inguru eragiten dute. Hori dela eta, antibiotikoen aurkako
erresistenzia giza-osasunaren aurkako mehatxu handia bilakatu da, non MDR bakterio
patogenoen gorakadak arazo larriak eragiten dituen osasun eta gizarte mailan (World Health
Organization, 2015, 2019). Gobernuak eta jendartea arazo honen inguruan sentsibilizatzeko
asmoz, Giza Osasunaren Erakundeak (World Health Organization, WHO) antibiotikoen aurkako
erresistentzia aurkezten duten mikroorganismo garrantzitsuenen zerrenda aurkeztu zuen, non
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa eta Enterobactiaceae espezieak
nabarmentzen ziren (Tacconelli et al., 2017).

Nahiz eta medikuntzan egindako antibiotikoen erabileraren gehiegikeria arazo honen
eragile nagusia izan, azken denboraldian ingurumenaren parte hartze garrantzitsua aldarrikatu
egin da, antibiotikoen aurkako geneen (Antibiotic Resistance Genes, ARG) gordailu gisa
jokatzen baitu. Akuifero, hondakin-ur, hiri, zein nekazaritza eta abeltzaintza inguruneetan
erabiltzen diren antibiotikoek bakterioengan presioa eragiten dute, MDR bakterioen agerpena
zein hedapena bultzaraziz, batez ere elementu mugikor genetikoen bidez (Mobile Genetic
Elements, MGE) (Chan, 2015).

Zoritxarrez, egoera hau azken urteetan era kezkagarrian areagotu da, bakterioek
eragindako infekzioen tratamendurako proposamen berrien agerpenaren urritasunagatik eta
ikerketa arlo honetan egin diren baliabideen murrizketagatik (Hogberg et al., 2010).

1.2. DNAren TRANSFERENTZIA HORIZONTALA

Bakterioen material genetikoen aldaketa hiru mekanismoen bidez eman daiteke: (i)
DNA aldatzen duten mutazioak, (ii) berrantolaketa genetikoak, eta (iii) material genetiko
berriaren harrera gene transferentzia horizontalaren bidez (Horizontal Gene Transfer, HGT).
Genoma prokariotoak erkatuz ikusi zen bakterioen genomen ehuneko altu bat HGTari
dagokiola, bere garrantzia azpimarratuz (Johnsborg et al., 2007; Thomas eta Nielsen, 2005).
Literaturaren arabera, bakterioek DNA exogenoa mekanismo desberdinen bidez jaso dezakete:
(i) transformazio naturala, (ii) konjugazioa eta (iii) transdukzioa, konjugazioa izanik hedatuena
eta tesi honen aztergaia (Bello-Lopez et al., 2019). Laugarren mekanismo bat ere badago,
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DNAdun besikulen transferentzia, bakterioen artean askoz gutxiagotan ematen dena (Johnson
eta Grossman, 2015)

1.2.1. ELEMENTU MUGIKOR GENETIKOAK

Transdukzioa eta konjugazioa MGE bidez gertatzen dira. MGEak bakterioen artean
edota bakterioen barneko DNA molekula desberdinen artean geneen mugimenduak emateko
beharrezko proteinak kodetzen dituzte (Frost et al., 2005). Ezagutzen den MGE kopurua
handituz doa HGTa eragiten duten mekanismoen azterketa sakontzen den heinean. Hala ere,
mekanismo hauen dinamismo eta erlazio konplexuek haien sailkapena sailtzen dute.
Orokorrean MGEak bost talde desberdinetan sailkatu daitezke: (i) bakteriofagoak, (ii)plasmido
transmitigarriak; (iii) uharte genomikoak; (iv) elementu transposagarriak eta (v) integroiak.

1. Bakteriofagoek DNAren segmentuak paketatu ahal dituzte ondoren bakterio ostalari
berri batera igaroz. Bertan errekonbinazio bidez bakterioaren kromosomara batu
daitezke eta hurrengo bakterio belaunaldietara igaro (Frost et al., 2005).

2. Plasmido transmitigarriak DNA molekula auto-erreplikagarri egonkorrak dira,
konjugatibo edo mugikorrak izan daitezkeenak (1.2.3. atala ikusi). Kodetzen dituzten
geneak ez dira funtzio zelularrak betetzeko funtsezkoak, baina baliogarriak suertatu
daitezke baldintza gogorren aurka egiteko. Plasmido hauek bakterioen artean geneak
mugi ahal dituzte makineria konjugatiboa erabiliz, IV motako sekrezio-sistemetako bat
(Type IV Secretion System, TASS, hurrengo atala ikusi).

3. Uharte genomikoak bakterioen kromosoman integratutako gene multzoak dira. Haien
bidez bakterioek testuinguru jakinetan abantailatsuak izan daitezkeen funtzioak eskura
ditzakete, besteak beste, infekzioso edota antibiotikoekiko erresistenteak izateko
gaitasuna. Uharte genomikoak kromosomen bikoizketa, segregazio eta zelulen
zatiketan zehar pasiboki hedatzen dira (Bellanger et al., 2014). Bi mota bereiz daitezke:
alde batetik, Elementu Integratibo eta Konjugatiboak (/ntegrative and Conjugative
Elements, ICEs), transposoi konjugatibo gisa ere izendatuak, berezko konjugazio
sistema funtzionalak kodetzen dituztenak (Johnson eta Grossman, 2015); eta beste
aldetik, Elementu Mugikor Integratzaileak (/ntegrative Mobilizable Elements, IMEs),
haien erauzketa, birzirkularizazioa eta integrazioa burutzeko beharrezko sekuentziak
kodetzen dituztenak. Hori dela eta, konjugazio bidez transferitzeko ICE edo plasmido
konjugatibo baten makineria behar dute (Bellanger et al., 2014).

4. Elementu transposagarriak bakterio genomaren gune desberdinetara mugitzeko gai
diren ADN sekuentziak dira. Hau jatorrizko gunetik erauziz eta gune berri batean
txertatuz edo gune berri batera mugitzen den kopia berria sortuz burutzen dute. Talde
honen barruan alde batetik transposoiak (Transposons, Tn) daude, transposiziorako
beharrezkoak diren geneez gain beste gene batzuk kodetzen dituztenak ere. Beste
aldetik, txertaketa sekuentziak (Insertion Sequences, 1S) daude, haien transposiziorako
beharrezkoak diren geneak soilik dauzkatenak (Siguier et al., 2014).
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5. Integroiek introiaren barnean kodetutako integrasak erabiltzen dituzte errekonbinazio
bidez gene kaseteak barneratzeko. Horretaz gain, sustatzaile bat daukate integroian
dauden gene kaseteen transkripzio eta adierazpen egokia burutzeko. Integroiak haien
zelula barneko eta zelula arteko mobilizazioa burutzeko gainerako MGEn barnean
txertatu egiten dira (Gillings et al., 2008).

Gaur egunera arte plasmido konjugatiboak HGTaren eragile nagusitzat hartu dira,
baina azken ikerketek IMEn hedapenaren garrantzia aldarrikatu dute (Guédon et al., 2017).
Dena den, plasmido konjugatiboek haien transferentziarako beharrezkoak diren elementu
guztiak kodetzen dituztenez aztertuagoak izan dira.

1.2.2. IV MOTAKO SEKREZIO SISTEMAK

T4SSak kate bakarreko DNA (single stranded DNA, ssDNA) edota proteinak ostalari
ugarietara (zelula prokariotiko zein eukariotiko) garraiatzen dituzten sistema
makromolekularrak dira, hainbat domeinuz eraikiak daudenak. T4SSen superfamilia funtzio eta
egiturari dagokionez anitza da, bakterio Gram-negatibo (Gram’) zein Gram-positiboetan
(Gram®) aurkitzen delarik (Christie et al., 2017). T4SSa gaur egun ezagutzen den
domeinu/erreinu arteko garraio sistema bakarra da (Christie, 2016). Sistema hauen aniztasuna
dela eta, hainbat irizpide desberdinetan oinarrituriko sailkapen desberdinak egin dira urteetan
zehar (1.1. taula).

1.1. taula. Bibliografian aurkezten diren T4SSen sailkapen desberdinak.

Sailkapen irizpidea Azpifamiliak
Lawley et al., 2003 Pilus mota F-mota, P-mota, I-mota
Garcillan-Barcia et Errelaxasa
al.. 2009 proteinaren MOB(F), MOB(H), MOB(Q), MOB(C), MOB(P), MOB(V)
v filogenia

Konjugazio sistemak (errelaxasa eta ssDNA), Efektoreen
Substratua translokazio sistemak, DNA harrera eta askapen
sistemak

Alvarez-Martinez eta
Christie, 2009

Guglielmini et al., VirB4 proteinaren

2013 filogenia MPF,, MPF¢, MPFg, MPF;, MPFg, MPFg, MPFrata, MPFea

Nahiz eta zehaztasun eskasa izan eta zenbait kasu sailkapenetik kanpo utzi, bi
sailkapenen erabilera nagusitu egin da. Lehenengoa prozesuaren izaeran oinarritzen da, bi
T4SS mota bereiziz (de Paz et al., 2005): (i) konjugazioa burutzen dutenak (conjugative type IV
secretion system, cT4SS) eta (ii) prozesu patogenikoetan parte hartzen dutenak (pathogenic
type IV secretion system, pT4SS). Hala ere, zenbait sistemek, Agrobacterium tumefaciens-enak
bezala, izaera duala aurkezten dute (Li eta Christie, 2018). Bigarren sailkapena proteina
konposaketan oinarritzen da (Christie et al., 2017; Grohmann et al., 2018). Kasu honetan ere
T4SSak bi taldetan banandu egiten dira: (i) Type IV A (T4ASS) eta (ii) Type IV B (T4BSS), zeinen
sistema paradigmatikoak A. tumefaciens-ren VirB/VirD eta Legionella pneumophila-ren
Dot/lcm sistemak diren, hurrenez hurren. T4ASSak 12 azpiunitate inguruz osatuak daude, A.
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tumefaciens sistemaren 11 VirB eta VirD4 azpiunitateekin erlazionaturik daudenak (Christie et
al., 2005). Talde honen barruan sartzen diren sistema guztien proteinei VirB1-11 izena ematen
bazaie ere, joera bat sortarazi da VirB ordez TivB1l-11 nomenklatura erabiltzearen alde,
nahasmenak saihesteko (Thomas et al., 2017). T4BSSak, ordea, 25 azpiunitate baino gehiagoz
osaturik daude, zeinetatik soilik batzuk VirB proteinen homologoak diren (Voth et al., 2012).

Tesi honetan aztertuko diren sistemak T4ASS taldearen barnean kokatzen dira (1.1.
irudia). Hauek modulu funtzional desberdinez eraturiko egitura supramolekular gisa
eboluzionatu zuten. Laburbilduz, zelula emaile barnean hiru talde funtzional nagusi bereiz
daitezke. Lehenengoa energia-zentroa da, alde zitoplasmatikoan sekrezio kanalaren sarreran
kokatzen dena eta hiru ATPasez eraturik dagoena: VirD4 proteina akoplatzailea (Type IV
coupling protein, TACP), VirB4 eta VirB11 (Ripoll-Rozada et al., 2013). Proteina hauek bigarren
talde funtzionalarekin elkar eragiten dute, barne mintzeko konplexua deitua (Inner membrane
complex, IMC) (Low et al.,, 2014). Azpiegitura hau, VirB3, VirB6 eta VirB8 proteinek eta
VirB10en amino-muturrak (N-muturrak) eratzen dute eta barne mintzean (Inner membrane,
IM) zehar substratuaren translokazioaz arduratzen da. IMC barnean energia zentroko VirB4 eta
VirD4 proteinak sartu ohi dira baita. IMCa kanpo mintzeko muin konplexuarekin (Outer
membrane core complex, OMCC) konektaturik dago, hirugarren modulua dena. Egitura hau
VirB7, VirB9 proteinek eta VirB10 proteinaren karboxilo-muturrak (C-muturrak) eratzen dute
eta periplasma eta kanpo mintzean (Outer membrane, OM) zehar substratuaren translokazioaz
arduratzen da (Gordon et al., 2017).

Energia zentroa

-
ZN

| Z S VirD4
uoo 0070 v?‘tkﬂ_ VirB4
oM I;&W 2%{1! 2& ) VS‘ { VirB11
= fl§ Barne mintzeko konplexua
*&‘4§’ (IMC)
N
N
7N VirB6
7N\ VirB8
A
AN
: 7\ . )
‘‘‘‘‘ ,||||| 0000 Kanpo mintzeko muin konplexua
ikl (OMcCC)
IM z,z.z«,z‘z‘z‘:‘z‘zlllllI"';f |
VirB9

VirB10 (N-muturra)

Pilusa
VirB2

VirD4
® -

1.1. irudia. R388 sistema konjugatiboaren egitura molekularra. Irudikapen eskematikoa
tindaketa negatibozko elektroi mikroskopiaz Redzej et al. (2017)-ek deskribaturiko egituran
oinarriturik dago. Nahiz eta R388 sisteman proteinek TrwD > TrwN eta TrwB izenak jaso, VirB
eta VirD4 nomenklaturarekin adierazi egin dira. Geziek prozesu konjugatiboan zehar VirB11
proteinen elkarrekintza dinamikoak adierazten dituzte. Irudia Waksman (2019)-tik egokitua
izan da.
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Horretaz gain T4ASSek zelula kanpoko egiturak eratzen dituzte, ala nola, pili
konjugatiboak. Pilusa VirB2 azpiunitatez sortutako polimeroa da, bakterio emaile eta
hartzailearen arteko kontaktu fisikoaz arduratzen dena (Lawley et al.,, 2003). Pilusaren
muturrean VirB5 proteina kokatzen da. Pilus mota desberdinak bereizten dira: F-motako
pilusak ingurune solido zein likidotan jardun dezaketen egitura luze, malgu eta dinamikoak
dira; P-motako pilusak, ordea, ingurune solidoetan soilik burutzen dute bakterioen arteko
kontatua; labur, lodi eta zurrunak izanik (Lawley et al., 2003; Schréder eta Lanka, 2005).
Plasmido bakoitzak pilus mota bakarra kodetzen du, konjugazioa zein ingurunean gerta
daitekeen mugatuz.

Aipatu beharra dago bakterio Gram™-etan antolaketa funtzional hau desberdina dela.
Izan ere, Gram-ek dituzten 11 proteinen ordez, sistema Gram®-ek soilik sei VirB/VirD4 proteina
dauzkate, ez baitute OMCCren beharrik. Are gehiago, ez dute pilus egiturarik sortzen, baizik
eta adhesina moduko egituren bidez burutzen dute zelulen arteko ezagupena (Grohmann et
al., 2017). Aipatu beharra dago azken ikerketetan ikusi egin dela Gram™ T4ASS guztiek ez dutela
beti bakterioen arteko kontaktuak pilusen bidez burutzen. lzan ere, deskribatu egin da
pKM101 plasmidoak Gram® sistemen antzeko adhesinak erabiltzen dituela pilien ordez
(Gonzalez-Rivera et al., 2019).

1.2.3. PLASMIDO TRANSMITIGARRIAK

Plasmidoak bakterioetan aurki daitezkeen DNA molekula zirkularrak dira, 25 kb-ko
batez besteko pisu molekularrarekin, kromosometatik banandurik daudenak eta erreplikazio
independentea aurkezten dutenak. Normalean bakterioen zitoplasman aurkitzen dira eta
mikroorganismoaren biziraupenerako abantailatsuak, baina ez beharrezkoak, diren ezaugarriak
ematen dituzte, adibidez antibiotikoen aurkako erresistentzia. Plasmidoak bateraezintasun
taldeen (Incompatibility groups, Inc) arabera sailkatzen dira. Honela, talde bereko bi plasmido
ezin dira bakterio ostalari berdinean aurkitu une berean, konjugazio prozesua mugatuz. Inc
talde batzuk (IncN, IncP eta IncW, kasu) ostalari talde anitzetan aurki daitezke; beste batzuk
ordea (IncF eta Incl, kasu) bakterio espezie jakin batzuetan soilik manten daitezke era
egonkorrean (Kittell eta Helinski, 1993). Naturan aurkitzen diren plasmidoen laurden bat
inguru konjugatiboak dira eta beste laurden bat mugikorrak. Aurretik esan bezala, plasmido
hauek konjugazioa burutzeko beharrezko gene guztiak (konjugatiboak) edo haietako batzuk
(mugikorrak) kodetzen dituzte. Konjugazioan parte hartzen duten transferentzia geneak bi
modulu espezializatutan banandu daitezke: Mugikortasunarekin erlazionaturiko geneak
(Mobility related genes, MOB) eta zelula arteko transferentzia kanalarekin erlazionaturiko
geneak (Mating pair formation related genes, MPF) (Smillie et al., 2010) (1.2. irudia).
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1.2. irudia. Konjugazio prozesuan parte hartzen duen material genetikoaren adierazpena.
Konjugazioan parte hartzen duen material genetikoa bi taldetan banatzen da: MOB eta MPF.
MOB geneak substratuaren prozesamendu eta harrerarekin erlazionaturik daude. Hiru
elementu desberdin bereizten dira talde honen barruan: (i) transferentziaren hasiera
sekuentzia (oriT), (ii) errelaxasa kodetzen duen genea (R) eta proteina akoplatzailea kodetzen
duen genea (T4CP). MPF geneak IV motako sekrezio kanalarekin erlazionaturik daude.
Plasmido konjugatiboek MOB eta MPF moduluak dauzkate; plasmido mugikorrek, ordea, MOB
modulua soilik daukate, T4CPrekin edota T4CPrik gabe. Irudia Smillie et al. (2010)-tik egokitua
izan da.

Plasmido konjugatiboek transferentziarako beharrezkoak diren bi moduluak kodetzen
dituzte. Alde batetik, MOB moduluan (lehen DNA Transfer and Replication, DTR, gisa
izenpetua) substratuaren prozesamendurako beharrezkoak diren hiru sekuentziak aurkitzen
dira (Bhatty et al., 2013): (i) oriT sekuentzia (origin of transfer), DNAren prozesamendurako
hasiera gunea ezartzen duena; (ii) errelaxasa proteina kodetzen duen sekuentzia. Proteina
honek oriTa espezifikoki ezagutzen du eta plasmido transmitigarri guztietan kontserbaturiko
proteina bakarra da; eta (iii) TACPa kodetzen duen sekuentzia, errelaxosomaren ezagupena
burutzen duena mintzeko sekrezio kanalarekin kontaktuan jarriz. Honetaz gain, MOB
moduluaren barruan substratu prozesamenduan parte hartzen duten proteina laguntzaileak
ager daitezke, sistemaren arabera aldatzen direnak. Bestalde, MPF moduluan sekrezio kanala
osatzen duten proteinak aurkitzen dira (VirB1-11 T4ASS Gram’ sistemen kasuan).

Plasmido mugikorrek MOB modulua kodetzen dute soilik, berezko oriT eta errelaxasa
izanik. Hori dela eta, bakterio berean aurkitzen den plasmido konjugatibo batean kodeturiko
T4SSaren beharra daukate transferituak izateko. T4CPari dagokionez, plasmido mugikor
gehienek ez dute berezko T4CPrik eta plasmido konjugatiboarena erabili behar dute baita ere.
Hala ere, plasmido mugikor batzuk haien berezko T4CPa kodetzen dute, esate baterako MOB¢;
azpifamiliakoak, CloDF13 plasmidoa hauen prototipoa izanik (Garcillan-Barcia et al., 2009).

1.2.4. KONJUGAZIO PROZESUA

1946. urtean Joshua Lederberg eta Edward L. Tatum-ek bakterioen konjugazioa
deskribatu zuten lehen aldiz, bakterioen arteko ugalketa sexual gisa (Lederberg eta Tatum,
1946). Gene transferentzia burutzeko mekanismo hau oso goiz agertu zen antzinako
proteobakterioetan eta gero prokariotoen klado guztietara hedatu zen. Konjugazio bidez
eskuratzen diren geneei esker, bakterio hartzaileak ezaugarri berriak irabazten ditu ingurune
erronkatsuetan bizirauteko, hala nola antibiotikoen aurrean.
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Konjugazioa bakterio arteko kontaktuen menpeko prozesua da, non substratua
(ssDNA-errelaxasa konplexua) bakterio emailetik bakterio hartzailera garraiatzen den.
Prozesua normalean hiru pausutan aurkezten da: (1) substratuaren prozesamendua, (2)
substratuaren harrera sekrezio kanalera eta (3) substratuaren translokazioa bakterio
hartzailera (Alvarez-Martinez eta Christie, 2009) (1.3. irudia).

‘
A

+

Bakterio
hartzailea

Bakterio

emailea T4ss

Errelaxasa
ssDNA Errelaxasa ssDNA
oriT ( 1) ’ oriT

Errelaxosoma Errelaxosoma

Plasmido Plasmido

konjugatiboa mugikorra

1.3. irudia. Plasmido konjugatibo eta mugikorren konjugazio prozesuaren irudikapen
eskematikoa. Plasmido konjugatiboek (beltzez) prozesua burutzeko beharrezko elementu
guztiak kodetzen dituzte, bere kabuz transferituak izateko gai izanik. Plasmido mugikorrek
(grisez), ordea, plasmido konjugatiboek kodetutako T4SSa erabili behar dute, eta gehienetan
T4CPa ere; plasmido mugikor gutxik kodetzen baitute berezko T4ACPa (lerro etenez adierazia).
Konjugazioa hiru pausu nagusitan banatu ohi da: (1) Substratuaren prozesamendua. Bertan
errelaxasa bakoitzak bere jatorrizko plasmidoaren prozesamendua burutzen du oriTaren
ezagupen espezifikoaren bidez. (2) Substratuaren harrera sekrezio sistemara. Plasmido
konjugatiboek zein mugikorrek plasmido konjugatiboaren T4CPa erabili ohi dute, TACP propioa
duten plasmido mugikorrek salbu. (3) Substratuaren translokazioa zelula hartzailera beti
plasmido konjugatiboak kodetutako T4SSaren bidez burutzen da. Bukatzeko, behin substratua
zelula hartzailean egonda, ssDNAren birzikulazio eta bikoizketa burutzen da. Kolore kodea:
oriT: beltza; errelaxasa: gorria; TACP: berdea; T4SS: urdina.

Hala ere, azken ikerketek urrats gehiago proposatu dituzte. Alde batetik errelaxosomaren
sorrera aurretik, sekrezio kanala eta pilusa sortu behar dira. Beste aldetik, transferentzian
zehar, T4SS makineria proteina garraio modutik ssDNA garraio modura aldatu behar da
(Waksman, 2019). Urrats hauek prozesu konjugatiboaren izaera konplexuaren isla dira, non
hainbat jarduera aldi berean ematen diren. Horretarako energia gastu handia behar da,
sisteman aurkitzen diren hiru ATPasen presentzia azaltzen duenak. Substratuen transferentzia
energia gastu egokiarekin burutzeko, konjugazioa estuki erregulaturiko prozesua da. Gaur

33



egungo ezagumenduarekin tesi honetan prozesu konjugatiboa bost pausu nagusitan banandu
egin da, ondoren azaldu bezala:

1. T4SS kanalaren, pilus konjugatiboaren eta errelaxosomaren eraketa: Sekrezio-
kanala eratzeko seinale aktibatzaileen inguruan faktore ezezagun ugari daude.
Adibidez, A. tumefaciens sistema kanonikoaren kasuan virB geneen adierazpena
kanpo inguruneko faktoreen ezagumenduaren ondorioz ematen dela dirudi, beste
sistemetan ere gerta litekeena (Li eta Christie, 2018). Horren ostean T4SSaren
muntaia ematen da (Chandran Darbari eta Waksman, 2015) eta pilien eraketa.
Azken prozesu hau sakonki berrikusi egin da literaturan (Lukaszczyk et al., 2019).
Horretaz gain, errelaxosomaren eraketa ematen da, errelaxasa, DNA eta proteina
laguntzailez osaturiko konplexua dena.

2. Konjugazio-aurreko konplexuaren eraketa: Behin pilusa, T4SSa eta errelaxosoma
eraturik, haien artean elkarrekiten dute konjugazio-aurreko konplexua sortuz,
konjugazioa hasi arte egoera ez-aktiboan mantentzen dena (Waksman, 2019).
Konplexuaren eraketa emateko T4CPak errelaxosomaren harrera burutzen du
elkarrekintza multzo baten bidez. Gaur egun elkarrekintza guzti hauen egitura
oinarriak ez daude zehazki ebatzita eta oraindik ikerketa sakonagoak behar dira
arlo honetan, batez ere T4CPari dagokionez. Interakzio indartsuenak T4CP eta
transferitzen ez diren errelaxosomako proteina lagungarrien artean ematen dira
(Llosa eta Alkorta, 2017). Horretaz gain, errelaxasek haien sekuentzian T4CPak
ezagutzen dituen translokazio seinaleak (Translocation signals, TS) dauzkate
(Christie, 2004). Hipotetizatu egin da elkarrekintza hauen ondorioz T4CPa
homohexamero edota heterohexamero (VirB4 azpiunitateekin, ikusi 1.10. irudia)
gisa oligomerizatzen duela T4SSra erantsita geratuz (Waksman, 2019). Era berean,
badirudi azken elkarrekintza honek T4CPa eta VirB11-motako proteinek burutzen
duten ATP-hidrolisia sustatzen duela. Azkenengoz, prozesu honek sekrezio kanala
aktibatzen duen VirB10-motako proteinaren aldaketa konformazionala eragiten
du (Cascales et al., 2013).

3. Konjugazio prozesuaren aktibazioa: Nahiz eta substratuaren transferentziarako
DNAren batura eta ATParen hidrolisia eragindako seinaleak beharrezkoak izan, ez
dira nahikoak; kanpo inguruneko seinale bat ere behar da. Seinale hori pilusa
zelula hartzaile bat ezagutzen duenean sortzen da (Zechner et al., 2012). Behin
kontaktua eginda, pilusa uzkurtu (F-mota) edota erori (P-mota) egiten da,
bakterioen arteko elkarguneak sortuz (Lawley et al., 2003; Schroder eta Lanka,
2005). Iradokitzen da zelula arteko kontaktutik sortutako seinalea T4SStik zehar
igorri egiten dela, VirB10-motako proteinaren bidez T4CPra helduz eta azkenengoz
errelaxosoma aktibatuz (Llosa eta Alkorta, 2017). Honen ondorioz DNA
substratuaren ebaketa ematen da, errelaxasa sortzen den 5’ muturrari kobalenteki
lotuta geratuz. Orduan DNA substratuaren bikoizketa ematen da zirkulu biribilkari
moduko erreplikazio bidez (Rolling circle replication, RCR) aske geratutako 3’
muturretik DNA katea luzatuz (Llosa et al., 2002).
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4. Substratuen garraioa T4SSan zehar: Konjugazioaren substratua ssDNAri
kobalenteki atxikitutako errelaxasa da. Bi osagai hain desberdinen (konposaketa
kimiko zein egituraren aldetik) transferentzia egiteko badirudi T4SSak funtsezko
aldaketak jasan behar dituela prozesuan zehar. Gai honen inguruan erantzun
gabeko galdera ugari daude, hala nola zein osagai garraiatzen den lehenengoz
edota nola destolesten eta garraiatzen den errelaxasa. Nahiz eta errelaxasaren
transferentzia mekanismoa gaur egun ebatzirik ez egon, ikerketa desberdinak
burutu dira substratu nukleikoaren inguruan. ssDNAk T4SS, iumefaciens-tik zehar
burutzen duen ibilbidea Transfer DNA Immunoprecipitation (TrIP) izeneko
entseguaren bidez ebatzi zen (Cascales eta Christie, 2004a). ssDNA T4CPtik
VirBllra igarotzen da, energia gasturik gabeko prozesuan. Hemendik VirB6 eta
VirB8 proteinetara bideratzen da, prozesurako beharrezkoa den energia lortzeko
sistemako hiru ATPasak modu aktiboan egotea ezinbestekoa delarik. Ondoren
VirB8tik OMCCko VirB9 azpiunitatera igarotzen da eta azkenik bertatik piluseko
VirB2ra. Hala ere, TrIP bidez ebatzitako substratuaren ibilbidea ez dator bat gaur
egun dauden egitura ereduekin eta sakonago aztertu beharko lirateke (Waksman,
2019). Gaur egun hiru translokazio aukera posible proposatzen dira ssDNA
substratuarentzat: (i) T4CP hexameroaren kanaletik T4SSra igarotzea, (ii)
substratoaren harrera ostean hau VirB4 hexameroaren kanaletik translokatzea
T4SSra, eta (iii) ATPasekin elkarreragin ostean substratua zuzenean IMCren
azpiunitatez eraturiko kanaletik igarotzea. (Christie et al., 2017).

5. Substratoaren harrera bakterio hartzailean eta konjugazioaren bukaera: Nahiz
eta T4SSan zeharreko garraioa nahiko aztertua egon, gaur egun ez dago ebatzirik
nola zeharkatzen duen substratuak bakterio hartzailearen OM eta IMa. Behin hau
gertatuta, errelaxasak ssDNA birzirkularizatzen du eta ziur asko kate osagarriaren
sintesian parte hartzen du (Draper et al., 2005). Aurretik esan bezala, prozesu honi
esker, hartzaileak plasmidoan kodeturiko ezaugarriak bereganatzen ditu. Modu
horretan, jasotako plasmidoa konjugatiboa izanez gero, bakterio hartzaileak
plasmidoa beste bakterioei pasatzeko ahalmena irabazten du.

Azpimarratu beharra dago aurkezten dituzten ezaugarri desberdinengatik
konjugazioaren mekanismoa desberdina dela bakterio Gram™ eta Gram®-etan (Grohmann et al.,
2018). Hemen azaldutako jarraibidea bakterio Gram™etan ematen den transferentziari
dagokio.

Ikusi daitekeen moduan, konjugazioa prozesu konplexua da, hertsiki erregulatua,
zeinetan erantzun gabeko galdera ugari geratzen diren oraindik. Alde batetik, nahiz eta
substratu eta azpiunitateen arteko kontaktu sekuentzia definiturik egon, translokazio
mekanismoa ez dago ondo ezarrita. Jatorriz pausu bateko edo bi pausutako translokazio
ereduak aldarrikatu ohi dira. Lehenengoan ssDNA zuzenean T4SSra igarotzen zen. Bigarrenean
ssDNA T4CParen kanaletik periplasmara igarotzen zen eta handik T4SSra (Llosa et al., 2002).
Dena den azken eredu hau baztertu egin zen periplasman aurkitzen diren nukleasa kantitate
altuagatik. Horren ordez, T4CPa TA4SSren sarreran kokatzea proposatu zen, zuzenean
substratua T4SSra igaroz (Christie, 2016).
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1.3. PROTEINA AKOPLATZAILEAK

T4CPak ezinbestekoak dira T4SS gehienetan, sistema konjugatibo guztietan daudelarik,
baita prozesu patogenikoekin erlazionaturiko efektoreen sistema translokatzaile askotan ere.
Aurretik azaldu bezala plasmido transmitigarrien MOB moduluaren parte dira eta orokorrean
errelaxasen ondoan kodeturik daude. Izan ere, haien filogeniak errelaxasen filogeniarekin antz
handia erakusten du, substratuak eta hartzaileak elkarrekin eboluzionatu dutela iradokiz.
Azpimarratu beharra dago, filogeniari dagokionez, TACPak sistema konjugatiboen markatzaile
onenak direla haien nonahikotasun eta tamaina handiaren ondorioz (Smillie et al., 2010). T4CP
ikertuenak sistema Gram'-ekin erlazionaturikoak dira (adibidez VirD44 tumefacienss TrWBg3gs eta
TraDg), baina azken urteetan azterketak Gram®-en T4CPtara (adibidez PcFCycrio €ta TcpAycws)
eta T4BSSen T4CPetara (adibidez DotL,. pneumopnia) hedatu dira.

Proteina hauen ikerketa helburu bikoitzarekin burutzen da. Alde batetik, konjugazioan
daukaten garrantziaren ondorioz jomuga interesgarria dira prozesu honen aurkako
inhibitzaileak garatzeko, T4SSen beste osagaiekin egin den bezala (Boudaher eta Shaffer, 2019;
Shaffer et al., 2016). Izan ere, molekula zehatzen bidez T4CPen inhibizioa edota funtzioaren
mugaketa burutzeak osasun eta ingurune arloan oso abantailatsua izango lirateke. cT4SSen
kasuan, ARGen hedapena kontrolatu ahalko zen; eta pT4SSen kasuan, hainbat prozesu
patogeniko oztopatu ahalko lirateke. Beste aldetik, T4CPek burutzen duten substratuaren
garraio espezifikoak bioteknologiaren arloan aukera ugari eskaintzen ditu, hala nola
aukeratutako molekulen garraio bideratua sistema heterologoen bidez (Guzman-Herrador et
al., 2017).

1.3.1. SAILKAPENA

T4CPak proteina familia heterogeneoa dira, sekuentzia zein domeinu arkitekturari
dagokionez. Hala ere, orokorrean, filogenetikoki hurbilago dauden proteinek sekuentzia
antzekotasun handiagoak aurkezten dituzte. Kontserbaturiko nukleotidoen-atxikitze domeinua
(Nucleotide-binding domain, NBD) familiako kideak definitzen dituen domeinua da. Horretaz
gain transmintz domeinu bat (Transmembrane domain, TMD) aurkeztu ohi dute N-muturrean,
proteina bakterioen barne mintzera ainguratzen duena; alfa-guztiko domeinu bat (All alpha
domain, AAD), zitoplasmaren alderantz; eta zenbait kasutan C-muturreko domeinu aldakor bat
(C-terminal domain, CTD) (1.4. irudia).
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1.4. Irudia. T4CP domeinuen irudikapen eskematikoa. Lau domeinu desberdin bereizten dira:
mintzean (i) TMDa eta zitosolean (ii) NBDa, (iii)j AADa eta zenbait kasutan (iv) CTDa.
TrwBAN70ren egitura erabili da NBD eta AADa irudikatzeko (PDB: 19E6).

Domeinuen presentzia eta izaera irizpide gisa hartuz, T4CPak bost azpifamilia
desberdinetan sailkatzen dira (Llosa eta Alkorta, 2017) (1.5. irudia).

1. VirD4-motako T4CPak: Azpifamilia honetako T4CPak deskribaturiko lehenak izan ziren
eta gaur egunera arte ikertuenak dira (Christie, 2016). Haien izena A. tumefaciens T-
plasmidoko T4CPtik, VirD4a tumefacienss dator. Hala ere TrwBgsgs azpifamilia honen
prototipoa da, sakonago aztertu delako eta bere egitura tridimentsionala ebatzita
dagoelako (Christie, 2004; Gomis-Riuth et al.,, 2001). Proteina hauek 500-750
aminoazidoz osaturik daude eta N-muturrean gutxienez bi transmintz helize aurkezten
dituzte. Horretaz gain, sekuentzia identitate baxua aurkezten dute haien artean (%15-
20 inguru). Hala ere, ikusi egin da haietako batzuk in vivo elkar ordezkatu ahal direla
plasmido mugikorren konjugazioa burutzerakoan (Cabezén et al.,, 1994; Llosa et al.,
2003).

2. TraG-J proteina bikoteak: Azpifamilia honetako T4CPak VirD4-motakoen antzeko
egitura aurkezten dute, 700 aminoazido inguru izanik, baina domeinu periplasmiko
laburragoa. VirD4-motako T4CPak bezala, elkarren artean trukatu daitezke konjugazioa
burutzeko; baina talde honetan T4CPen arteko sekuentzia antzekotasuna handiagoa
da. Horretaz gain, haien funtzioa burutzeko mintz proteina (Membrane protein, MP)
batekin (Tral) elkarrekiten dute (Gunton et al., 2007). Azken hauek TACP genearen
ondoan kodeturik aurkitu ohi dira, 200 aminoazido inguru dauzkate eta bost
transmintz helize arte izan ditzakete.

3. TMDrik gabeko T4CPak: Zenbait kasutan T4CPak ez dute TMDrik, nahiz eta hauek ezin
bestekoak izan T4CP gehienen funtzionamendurako. Hala ere, badirudi talde honetako
TACP batzuek MP txikiekin elkarrekiten dutela (TraG-J bikotearen modura) VirD4-
motako T4CPen antza duten konplexuak eratuz. Adibidez, hau Tralypso; TACP (lehen
Orf10,p501 moduan izenpetua) eta Tralypso: (lehen Orf9ppso1) MParen artean ematen
dela dirudi (Grohmann et al., 2016).

4. FtsK-motako T4CPak: Deskribatu da T4CParen egiturak SpolllE/FtsK ssDNA
translokasen egiturarekin antzekotasunak aurkezten dituela (Gomis-Rith eta Coll,
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2006). Antzekotasun hau FtsK-motako T4CPetan areagotu egiten da. T4CP hauek
handiak dira (750 aminoazido baino gehiago) eta NBDtik lotura-sekuentzia luzeen
bidez bananduriko TMD ugari aurkezten dituzte. Horretaz gain ez daukate AADrik,
baina ATParen batura eta hidrolisian parte hartzen duen gainerako domeinu bat
aurkezten dute (Parsons et al., 2007).

5. Archaea-ko T4CPak: NBDetan oinarrituriko sekuentzia iragarpenen bidez zenbait T4CP
identifikatu dira Archaea erreinuan.
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' || TraD; (717)

Tral

TraG-J bikoteak ij DDI: ] TraGg,, (694)
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1.5. irudia. T4CPen sailkapena domeinu arkitekturaren arabera. Lerro bakoitzak bost
azpifamilietako bat adierazten du. Bakoitzaren barnean adibide adierazgarriak erakusten dira
bigarren (egitura molekularra) eta hirugarren (proteinaren izena eta aminoazido kopurua)
zutabeetan. Berde iluna: transmintz helizeak; Berde argia: NBDa; Lauki marradunak: CTDa.

1.3.2. EGITURA

Aurreko atalean ikusi bezala, TACP gehienak TMDaz eta domeinu zitosolikoaz (Cytosolic
domain, CD) eraturik daude, azken honen barne NBDa, AADa eta CTDa (zenbait kasutan)
aurkituz (1.4. irudia). Proteina hauen prototipoa TrwBgsgg da, zeinaren mutante solugarriaren
egitura, TrwBAN70, X-izpien bidez ebatzi zen (Gomis-Rith et al., 2001).

11.3.2.1. DOMEINUAK

TRANSMINTZ DOMEINUA

VirD4-motako T4CPei dagokienez, TMDa ezinbestekoa da in vivo konjugazio prozesua
burutzeko (Chen et al.,, 2008; Segura et al., 2013). Izan ere, domeinu honen bidez T4CPak
VirB10 proteinarekin elkar eragiten du, T4SSan zehar substratuaren garraiorako beharrezkoa
den seinaletako bat martxan jarriz (Llosa et al.,, 2003; Segura et al., 2013). Horretaz gain,
oligomerizaziorako ezinbestekoa da, horretarako aminoazido gakoak bertan aurkituz (Redzej et
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al.,, 2017). TMDan alfa-helizeez gain, periplasmako begiztak ere aurkitzen dira, T4SSrekiko
elkarrekintzetan eta proteinaren funtzioan ezinbestekoak direnak (Gunton et al., 2005; Kumar
eta Das, 2002).

TMDren inguruko ikerketa sakonenak TrwBgsgs proteinarekin burutu dira, hau baita
purifikatu den mintz TACP natibo bakarra. Deskribatu da TMDko elementuen galera
progresiboa burutzerakoan konjugazioaren bidezko DNAren transferentzia maiztasuna
murrizten doala, guztiz desagertu arte transmintz gabeko TrwBAN70 mutantean (Segura et al.,
2013). Era berean, infragorrien espektroskopia (Infrared Spectroscopy, IRS) saiakeren bidez
TMDak proteinaren egonkortasun eta egituran daukan eragina deskribatu zen (Hormaeche et
al., 2004; Vecino et al.,, 2011). Modu horretan ikustatu zen TrwBgsgs TrwBAN70 baino
egonkorragoa dela agente desnaturalizatzaileen aurrean (indar ioniko baxua, agente
kaotropikoak eta tenperatura, kasu) eta TMDaren presentziak domeinu zitosolikoa era trinko
eta ordenatuagoan tolestea eragiten duela. Bestaldetik deskribatu da TMDak nukleotidoen-
atxikipenean eragina daukala ere, nahiz eta hau CDan gertatu. Hain zuzen ere, proteina
natiboak nukleotido guztiekiko afinitate txikiagoa aurkezten du, baina espezifikotasun
handiagoa nukleotido puriko trifosfatoentzat (Hormaeche et al.,, 2006). Are gehiago,
deskribatu egin da nola TMDko elementuen galera progresiboa burutzerakoan afinitatearen
handipen eta espezifikotasunaren murrizketa progresiboak ematen direla (Vecino et al.,,
publikatu gabeko datuak). Badirudi TMDaren presentziak NBDko batura guneen
eskuragarritasuna murrizten duela ATParekiko espezifikoagoak bihurtuz. Hala ere TrwBAN70k
proteina natiboan aurkitu ez den ATPasa aktibitatea aurkezten du, DNArekiko menpekoa dena
eta TrwAgsgs proteinaz areagotua (Tato et al., 2007).

Datu guzti hauek TMDak domeinu zitosolikoarengan funtzio erregulatzailea daukala
erasaten dute. Bukatzeko, proteina natiboa eta TMDa bakterio paretaren poloetan kokatzen
diren bitartean, mutante solugarria zitoplasma osoan kokatzen da sistema konjugatiboaren
gainerako proteinen absentzian. T4SSko proteinak daudenean, ordea, mintz osoan zehar
kokatzen da (Segura et al.,, 2014). Honek adierazten du T4SSko proteinek T4CParen mintz
kokapenean eragina daukatela CDarekin burutzen duten elkarrekintzen bidez; nahiz eta
poloetako kokapenaren gidaria TMDa izan (Segura et al., 2014). Hain garrantzitsua izan arren,
TMDa T4CPetan heterogeneotasun gehien aurkezten duen sekuentzia da.
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1.6. irudia. TMDaren garrantzia VirD4-motako T4CPetan. TrwBgsgs eta TrwBAN70 proteinen
azterketa konparatiboa burutuz Alkorta doktorearen laborategian ondorioztatutako TMDaren
funtzio desberdinak adierazten dira.

VirD4-motako proteinen funtziorako ezinbestekoa bada ere (Chen et al., 2008; Segura
et al., 2013), transferentzia burutzeko gai diren TMDrik gabeko T4CPak ere badaude. Are
gehiago, FtsK-motako TcpA,.ws proteinaren TMDrik gabeko mutantea konjugazioa burutzeko
gai da, baina jatorrizko proteina baino maiztasun baxuagoan (Parsons et al., 2007). Datu hauek
zalantzan jartzen dute ea TrwBgsgs erabiliz, TACPen prototipoa, ebatzi diren ezaugarri guztiak
unibertsalki T4CP guztiei ezarri ahal diren ala ez. Zoritxarrez mintz proteinekin lan egitea
astuna eta zaila denez, azterketa gehienak TMDrik gabeko proteina mutanteekin burutu dira,
domeinu honen eragina baztertuz. Hori dela eta, sekuentzia osoko T4CPekin burututako
ikerketa gehiagoren beharra dago.

DOMEINU ZITOSOLIKOA

CDa bi domeinu nagusietan banandu daiteke: NBDa eta AADa. Horretaz gain, zenbait
kasuetan C-muturrean CTD domeinua ere ager daiteke.

NUKLEOTIDOEN ATXIKITZE DOMEINUA

Aldez aurretik esan bezala, NBDa T4CP guztietan kontserbaturiko domeinu bakarra da,
mintzetik hurbil aurkitzen dena. Domeinu hau bi motiboz osatua dago. Alde batetik Walker A
motiboa dago, P-loop gisa ere izendatua eta nukleotidoen B eta y fosfatoak lotzen dituena
(Walker et al., 1982). P-loop-a glizinan aberasturiko sekuentzia bat da, kontserbaturiko lisina
batez jarraitua eta ostean serina edota treonina bat dituena; normalean G-x(4)-GK-[TS]
moduan adierazten da, non x edozein aminoazido den. Motibo hau ATP edota GTPa lotzen
duten proteina askotan agertzen da, hala nola ATP sintasen a eta B azpiunitateetan, miosinan,
adenilato kinasan, ABC garraiatzaileen familian eta abar (Geourjon et al., 2001). NBDko
bigarren motiboa Walker B motiboa da. Bere sekuentzia [RK]xxxGxxx-LhhhDE da, non x
edozein aminoazido eta h aminoazido hidrofobiko bat diren (Hanson eta Whiteheart, 2005;
Walker et al., 1982). Topologikoki NBDa mintzetik hurbil kokatzen da eta estrukturalki
biraturiko B-orri batez eratua dago, a-helizez inguraturik dagoena (Gomis-Riith eta Coll, 2006).
Konformazio hau FtsK proteinaren B-domeinuaren antza aurkezten du. FtsK mintz proteina bat
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da, zelula bikoizketan mintzean zehar DNAren garraioa burutzen duena (Aussel et al., 2002).
Antzekotasun honek T4CParen in vivo funtzioa iradoki dezake, hau da, konjugazioan zehar DNA
garraiatzea.

Funtzioari dagokionez NBDak ezinbestekoak dira T4CPen in vivo aktibitaterako. lzan
ere, Walker A domeinuko mutanteak ez dira gai konjugazio prozesua burutzeko (Gunton et al.,
2005; Kumar eta Das, 2002; Moncalian et al.,, 1999). Badirudi inhibizio hau ATParen
hidrolisiarekin erlazionaturik dagoela, TrwBAN70(K136T) mutanteak ez baitu ATPasa
aktibitaterik aurkezten (Tato et al., 2005). Dena den, mutante hauetako batzuk proteina
natiboen hainbat ezaugarri erakusten dituzte; hala nola, kokapen azpizelularra, nukleotidoen
atxikitze afinitateak eta substratuekiko elkarrekintzak (Chen et al., 2008; Moncalian et al.,,
1999). Honek adierazten du Walker A motiboaren ezinbesteko funtzioa nukleotido eta
substratuarekiko elkarrekintzen ostean ematen dela.

ALFA-GUZTIKO DOMEINUA

AADa zitoplasmarantz kokaturik aurkitzen da eta tamaina, sekuentzia eta a-helize
tolesdura aldakorrak erakusten ditu. Domeinu hau aldez aurretik aipatutako RecA familiako
proteina askok daukate (Gomis-Rith et al.,, 2001). Izan ere, TrwBgsssren AADa XerD
errekombinasaren N-muturrarekiko antzekotasun estrukturalak aurkezten ditu. XerD aldez
aurretik aipatutako FtsK proteinarekin elkarrekiten du bikoizketaren ostean DNAn sortutako
korapiloak askatzen. XerD-ren N-muturreko domeinua NBDaren gainean kokatzen da, DNAren
batura oztopatuz. Honek adierazten du konformazio berrantolaketa bat eman behar dela
substratuarekiko elkarrekintza emateko; T4CPetan ere gerta daitekeena. T4CPen kasuan
AADak NBDaren sarrera oztopatuko luke, konformazio aldaketa baten ostean DNArekiko
elkarrekintzan parte hartuz eta NBDa libre utziz. Horretaz gain, TrwBgsggren 40 aminoazido
inguruz osaturiko AADko 3 alfa-helizek antzekotasun topologikoak erakusten dituzte TraMe
proteinaren DNA-batura domeinuarekin. TraMg F plasmidoko errelaxosomaren osagaia da,
TraDr T4CParekin elkarrekiten duena. R388 plasmidoan ez dagoenez TraMren homologorik,
badirudi TrwBgzssk DNArekiko elkarrekintza domeinu hori bere egituran barneratu duela.

Whitaker eta lankideek (2015) AADaren funtzioa sakonki ikertu zuten, konjugaziorako
ezinbestekoa dela ikusiz. VirD4a tumetaciensf€n AADak funtzio bikoitza burutzen du, alde batetik
sekrezio kanalaren aktibazioan parte hartuz eta beste aldetik substratu espezifikoen
ezagupena burutuz. Honi dagokionez, AADak DNAarekin batura ez-espezifikoa eratzen du
baina espezifikoa errelaxosoma (TS sekuentzien ezagupenaren bidez) eta proteina
laguntzaileekin. Plasmido mugikorrak, ordea, AADaren espezifikotasun giltza gainditzeko gai
dira, ziur aski hau izanik hainbat T4SStik transferitzeko daukaten gaitasunaren arrazoia (Lee et
al., 2012; Whitaker et al., 2015).

C-MUTURREKO DOMEINUA

Zenbait TACPk C-muturrean egitura motibo edota domeinu berriak eskuratu dituztela
dirudi (Alvarez-Martinez eta Christie, 2009). Hauek VirD4-motako (adibidez VirD4,. wmefaciens),
FtsK-motako (adibidez TcpAycws) eta Archaea-motako (adibidez TraGers) T4CPetan aurkitu
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ahal diren a-helizedun domeinuak dira. Sekuentzia eta tamaina heterogeneotasuna aurkeztu
arren, glutamato eta aspartato aminoazidoetan aberatsak dira.

CTDen ikerketa sistema desberdinetan burutu da, funtzio desberdinak ikusi direlarik.
Deskribaturik dago hainbat proteinek buztan azidiko hauek aurkezten dituztela DNA eta
proteinekin elkarrekintzak burutzeko (Basu et al., 2020; Harrison et al., 2016; Lee eta Thomas,
2000; Wang et al.,, 2007); eta badirudi hau ere izan daitekeela haien funtzio orokorra
T4CPetan. Adibidez F plasmidoko TraDy T4CParen kasuan, CTDaren bidez errelaxosomako
TraM; proteina lagungarriarekiko elkarrekintza ematen da (Lu eta Frost, 2005; Lu et al., 2008).
Kasu honetan CTDa ezinbestekoa da plasmidoaren ezagupen eta transferentziarako,
espezifikotasun kontrol gisa jardunez eta substratu heterologoen bazterketa burutuz. Antzeko
eran, TcpApcws T4CPan CTDaren presentziak konjugazio maiztasuna 3 magnitude ordenetan
bultzatzen du eta gainera T4SSko proteinekin elkarrekintzak burutzen ditu (Steen et al., 2009).

Sistema patogenikoekin erlazionaturiko zenbait T4ACPek ere CTD sekuentziak dauzkate.
Alde batetik, Whitaker eta lankideek (2016) egindako ikerketan ikusi zen nola VirD4, tumefaciens
CTDaren eragina substratuaren arabera aldatzen zela, zenbait kasutan funtziorik gabea edota
antagonikoa izanik. Baita CTD hau efektore errepertorioa handitzeko eta T4SSra efektoreen
aurkezpen espazio-tenporala erregulatzeko eboluzionatu zela ondorioztatu zuten. Bestaldetik
deskribatu da Dotl, preumophic T4CPak 200 aminoazido inguruko mutur azidikoa daukala;
zeinaren bidez lcmSW sistemako proteina efektoreen harrera burutzen duen (Meir et al., 2018;
Sutherland et al., 2012). Izan ere DotL; pneumophic CTDaren egitura efektoreen garraiorako
ezinbestekoak diren bi elkarrekintza desberdin burutzerakoan ebatzi da: IcmSW sistemarekin
eta DotN proteinarekin (Kwak et al., 2017).

1.3.2.2. TrwBgsggren EGITURA

Orain arte, TACPekin erlazionaturiko bi kristal egitura baino ez dira ebatzi. Alde batetik,
TrwBgrsgsren mutante solugarriaren, TrwBAN70, egitura (Gomis-Rith et al., 2001); eta bestetik,
DotLy. preumophiia TACParen CTDa, Dot/Icm konplexuaren barnean (Kwak et al., 2017). TrwBgsgs
T4CP aztertuena izan denez, proteina familia honen arketipotzat jotzen da.

TrwBAN70 ligandorik gabe, zein nukleotido eta sulfato ioiekin lotua kristalizatu da
(Gomis-Riith et al., 2001, 2002a). Ebatzitako egiturak aldez aurretik literaturan deskribaturiko
proteina familien antza aurkezten zuen (aurreko ataletan aipatutako AAA+ ATPasak, RNA eta
DNA helikasak eta FtsK/SpolllE familiako proteinak). Bere egitura 110 X 90 A-eko
homohexamero globularra da, hexameroa zeharkatzen duen erdiko kanal bat izanik (Internal
channel, ICH). Kanal honek 22 A dauzka mintzeko alderantz, zitosoleko aldean 7 A soilik izanik.
Estutze honek substratuaren garraiorako konformazio aldaketak eman behar direla iradokitzen
du (Schréder eta Lanka, 2005). Horretaz gain, deskribatu da ICHaren barnean hiru gune
elektrostatiko bereizten direla: alde zitosolikoan eskualde hidrofobiko labur bat,
elektronegatibitate altuko erdiko segmentu batez jarraitua eta proteinaren bigarren erdi
elektropositiboa. Bertako aminoazidoen ikerketak ICHko bi muturretako aminoazidoek
kanalaren ireki-itxiera mekanismoa kontrolatzen dutela erakutsi du, erdiko aminoazidoek
substratuaren translokaziorako bidea ezartzen duten bitartean (Larrea et al., 2017). AAD
domeinua egituraren aldetik zitoplasmarantz zuzendutako zazpi alfa-helizez osatua dago, eta
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TrwKrzss (R388 sistemaren VirB4ren homologoa) egituraren antza aurkezten du (Walldén et al.,
2012). Honek VirD4-motako T4CP eta VirB4 proteinen arteko homologia estrukturala
azpimarratzen du, bien arteko erlazio filogenetikoa aldarrikatuz nahiz eta sekuentzia
antzekotasun txikia izan (Guglielmini et al., 2013; Walldén et al., 2012).

Egitura primarioari dagokionez (1.7. irudia, A), lehenengo aminoazidoak (M;-etik Kg-ra)
eskualde zitosoliko txiki batekin erlazionaturik daude, TMDaz jarraitua (Vg-etik Vgo-ra). Eskualde
hau in silico modelatu egin da, bi a-helize lortuz monomero bakoitzeko (1.7. irudia, B). Hauen
artean gune periplasmatikoa egongo lirateke, a-helize batez jarraitutako begizta batez eratua.
Begizta hauek T4SSarekin elkarreragiteaz gain, alboko azpiunitateko begiztekin elkarrekiten
dutela proposatu da, erroska hexameriko bat eratuz. NBDa TMDaren ostean dagoen
eskualdean hasten da, L;itik Kigsra eta Dygstik Isgsra; lehenengo gunean Walker A motiboa
egonik eta bigarrenean Walker B. Bi motibo hauen artean AAD domeinuaren sekuentzia (Gig4
eta G,o;) aurkitzen da. Ryz7-Tsas eta Taso-Esss aminoazidoen arteko eskualdea, B9 eta P10
harizpien mintz-ertz proximalarekin erlazionatutarik dagoena, ez zen kristalezko egituran
ebatzi; ziur asko TMDarekin elkarrekiten duelako (Moncalidn et al., 1999). Eskualde honen in
silico modelizazioa burutuz TMDaren a-helizez ainguraturiko B-orriak ikusi ziren, estaldura
hidrofobiko bat eratuz; kanalean zeharreko DNAren garraioa ematekotan oso garrantzitsua
izango liratekena (1.7. irudia, C, grisez).
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1.7. irudia. TrwBgsgsren egitura. A) Egitura primarioaren irudikapen eskematikoa. Sekuentzia
primarioan domeinu desberdinen kokapena adierazten da. B) TrwBAN70 monomero baten
diagrama. Domeinu desberdinak A-n erabilitako kolore kodearekin irudikatu dira. TMDa
(berdez) kristalezko egituran ebatzi ez zenez bi zilindro gisa irudikatu egin da. B9 eta 10
harizpiei dagokienez (laranjaz), soilik kristalezko egituran ebatzitako tarteak erakusten dira.
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PDB: 19E6 C) Lau monomeroren adierazpena (monomero bakoitza kolore batez), X-izpien
bidez ebatzitako egiturari in silico modelaturiko TMDa, B9 eta B10 harizpiak gehituz (grisez). C
irudia Gomis-Rith et al., 2002b-tik egokitua izan da.

TrwBAN70ren azpiunitate bakoitza laranja zati forma dauka eta aurretik aipaturiko
NBD eta AAD domeinuetan banatzen da (1.7. irudia, B). Nukleotidoen atxikitze poltsikoak bi
azpiunitateen arteko azaleko kontaktu guneetan daude. Elkar ondoan dauden bi monomeroen
arteko kontaktu guneak bakoitzaren gainazalaren %25a hartzen du; beraz, hexameroan,
azpiunitate bakoitzaren %50a alboko azpiunitateekin kontaktuan aurkitzen da. Nukleotidoen
presentzian ebatzitako egituren azterketak gune aktiboan ematen diren mugimendu
konformazionalak erakusten ditu, ICH guztitik hedatzen direnak. Honek hautematera ematen
du nukleotidoen batura edota hidrolisia TACP osoan ematen den egitura aldaketaren eragilea
dela, substratuarekiko elkarrekintza erraztuz (Gomis-Riith et al., 2002a).

Gaur egunera arte lorturiko TACP oso baten irudi bakarra Hormaeche et al. (2002)-en
argitaratu zen. Hauek tindaketa negatibozko mikroskopia elektroniko (Negative stain electron
microscopy, NS-EM) bidez lortu ziren eta bertan TrwBAN70ren antzeko egitura ikusi zen
(laranja modukoa, erdiko kanal batekin), baita zitosoleko domeinuan ez zegoen 25 A-eko
eranskina, TMDa izan litekeena (1.8. irudia).

1.8. irudia. NS-EM bidez lortutako TrwBgsgsren irudiak. A eta C) X-izpien difrakzioz ebatzitako
TrwBAN70ren egitura tridimentsionalaren alboko eta goiko ikuspegiaren irudikapenak,
hurrenez hurren. B eta D) TrwBgsgsren alboko eta goiko ikuspegiaren batez-besteko irudiak,
hurrenez hurren. Irudi guztiak eskala beran erakusten dira. Eskala: 50 A. Irudia Hormaeche et
al. (2002)-tik egokitua izan da.

Honetaz gain, Redzej et al. (2017), NS-EM bidez ere, TrwBgsggren bistaratzea burutu
zuten T4SSgsss konplexuarekin batera (1.9. irudia). lkusi egin zen nola bi TrwBgsgg dimero bi
TrwKrsgs hexameroen artean kokatzen zirela. Aipatu beharra dago, bai NS-EM zein
kristalografia bidez lortutako egiturek, TACPen jarduera dinamiko guztien une zehatz bat soilik
erakusten dutela. Ordea, konjugazio prozesuak izaera dinamikoa dauka eta badirudi substratu
eta T4SSaren arteko elkarrekintzak konplexuak eta aldakorrak direla substratuaren
transferentzian zehar. Hau guztia dela eta, arlo honen inguruko azken lanek zalantzan jartzen
dute TrwBAN70ren egitura hexamerikoa in vivo ematen den egoera oligomeriko eta
funtzionalaren islapen zehatza izatea (Li et al., 2019).
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1.9. irudia. NS-EM bidez ebatzitako T4SS konplexuak. Purifikaturiko T4SSyis3.10:04 kOnplexua
aurreko (A), alboko (B) eta beheko (C) bistetatik. Goikaldean NS-EM bidez ebatzitako
dentsitateak erakusten dira eta bekaldean adierazpen eskematikoa. Konplexu osoaren
neurriak A-etan adierazita daude eta beheko bistan TrwKgsss eta TrwBgsgs ardatzen arteko
angelua adierazten da. IMCko arkuko egiturak, TrwKgsgs kupelak eta TrwBgsgg berdez, horiz eta
urdinez adierazita daude, hurrenez hurren. Irudiak Redzej et al. (2017)-tik egokituak izan dira.

11.3.2.3. OLIGOMERIZAZIOA

Gaur egunera arte T4CPen egitura funtzionala homohexameroak direla aldarrikatu da,
monomeroen alde zitoplasmatikoen arteko kontaktu gune zabalekin. Hala ere, aurreko atalean
esan bezala, Redzej eta lankideek (2017) argitaratutako lanean in vivo ematen den egoera-
funtzionala dinamikoa dela iradokitzen da, dimeroetatik hexameroetara igaroz. Are gehiago,
gerta liteke T4CPen egoera aktiboa VirB4-motako proteinekin heterohexameroak sortuz izatea
(2.10. irudia) (Waksman, 2019). Horretaz gain elektroi-kriotomografia bidez, sekrezio sistemen
egitura aztertzeko gero eta gehiago erabiltzen ari den teknika (Oikonomou eta Jensen, 2019),
DotLy. pneumophiia €ta CagBueiicobacter pyiori TACPeN dentsitateen lehenengo irudiak lortu dira (Chetrit
et al.,, 2018; Hu et al., 2019; Li et al., 2019). Egitura hauek, Dot/lcmrss eta Cagrss Ssistema
patogenikokoak, hurrenez hurren, desadostasun nabarmenak erakusten dituzte T4CP
konjugatiboen in vivo egoera ereduekin, arlo honetan sakontzeko beharra azpimarratuz.

e v o
SetPed

Heterohexameroa

1.10. irudia. T4CPen egoera oligomeriko funtzional posibleen irudikapen eskematikoa.
Deskribatu da T4CPak dimero gisa elkarrekiten dutela T4SSarekin (Redzej et al., 2017). Haien
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egoera aktiboa hexameroa izanik, haien funtzioa burutzeko bi modelo proposatu egin dira: (i)
T4CP sei monomeroz sortutako homohexamero gisa; eta (ii) T4CP lau monomeroz eta VirB4 bi
monomeroz sortutako heterohexamero gisa.

Oligomerizaziorako ematen den TMDaren beharra hainbat ikerketetan ikusi da
(Hormaeche et al., 2002; Mihajlovic et al., 2009; Schroder eta Lanka, 2003). Deskribatu egin da
TrwBgsgsren TMDa oligomerizazioa emateko ezinbesteko elementua dela (Segura et al., 2013).
Are gehiago, badirudi oligomerizaziorako beharrezko elkarrekintzak TMDaren bigarren
helizean dauden aminoazido gakoen bidez ematen direla; izan ere GXXXXG motiboa bertan
aurkitzen da, hainbat MPen oligomerizazioan parte hartzen duena (Teese eta Langosch, 2015).
TMDrik gabeko mutanteei dagokionez, kontutan hartu behar da TrwBAN70 soilik monomero
gisa purifikatzen dela, TrwBgsgs monomero zein hexamero gisa lortzen den heinean
(Hormaeche et al., 2002, 2004). Honen inguruan, in vitro saiakeren bidez ikusi zen TrwBAN70k
oligomerizatzeko, G-kuadruplex egiturak sortzen dituen DNArekin (G4-DNA) elkarrekin behar
duela (Matilla et al., 2010), proteina natiboetan beharrezkoa ez dena.

Haft et al., (2007) TraD; proteinarentzako in vivo oligomerizazio modelo bat deskribatu
zuten, non domeinu guztiek parte hartzen zuten DNArekiko batura beharrezkoa ez izanik (Haft
et al.,, 2007). TraD¢ren oligomerizazio modeloaren arabera T4CPa monomero gisa mintzean
txertatzen da, TMDen artean hasierako kontaktuaz ezarriz eta jarraian C-muturreko
domeinuen artean homodimeroak eratuz. Horren ostean, F plasmidoan kodeturiko proteina
laguntzaile batzuk dimeroen N-muturreko sekuentziak ezagutzen dituzte eta dimeroen trimero
eraketa bultzatzen dute, mintzean egonkorrak diren hexameroak lortuz. Gainera, TMDaren
papera azpimarratzeko, ikusi zen zitosoleko domeinuak ez zutela elkar eragiten TMDaren
absentzian. Dena den, zitosolean ematen diren elkarrekintzak garrantzitsuak dira baita ere,
nahiz eta oligomerizazioaren gidariak ez izan.

TMDrik gabeko T4ACP natiboetan ematen den oligomerizazio mekanismoa ezezaguna
da, haien dimerizazioaren hainbat froga egon arren, gaur egunera arte ez baita TACP hauen
hexamerorik deskribatu (Abajy et al., 2007).

1.3.3. KOKAPEN AZPIZELULARRA

T4SS eta TACPen inguruan gehien aztertutako ezaugarrietako bat kokapen
azpizelularra da, konjugazio prozesua emateko ezinbestekoa baita (Chen et al., 2008; Leonetti
et al., 2015). T4SSen sorkuntza zelulen poloetan ematen dela dirudi, baina ez dago argi bertan
mantentzen diren ala ez, mintzean zehar sakabanatutako fokoetan lokalizatu egin baitira ere
(Aguilar et al., 2010; Chandran Darbari eta Waksman, 2015). T4SSen osagai desberdinen
kokapena sakonki ikertu egin da azken urteetan. Kanalaren azpiegiturei dagokiene