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Formulaire à compléter et déposer par les porteurs du projet de thèse HDR via l’adresse mail suivante : 
ed658@univ-amu.fr OU/ET romane.haddadi@univ-amu.fr 
MERCI DE METTRE EN SUJET DU MAIL : Concours ED 658 2026 porteur de projet  
Ces dossiers seront publiés pour que les candidats postulent. 
 

au plus tard le 3 mars 2026. 
 

INTITULÉ DU PROJET 

 
De l’étude moléculaire et structurale d’une « nano-machine » de virulence atypique chez Bacteroides fragilis à la 
lutte contre le cancer colorectal 
 

 

1- Directrice ou directeur de thèse HDR 

NOM PIEULLE Prénom Laetitia 

Téléphone 
portable 

06 71 23 58 98 Courriel pieulle@imm.cnrs.fr 

Unité de recherche (UR) de rattachement 

Code (acronyme et n°) de l’UR à AMU : UMR7283 

Nom de l’UR : Laboratoire de Chimie Bactérienne (LCB) 

Directrice ou directeur de l’UR 

Nom MAGALON Prénom Axel 

 

2- Codirectrice ou codirecteur de thèse, le cas échéant 

NOM DURAND Prénom Eric 

Téléphone 
portable 

0601277118 Courriel eric.durand@inserm.fr 

Unité de recherche (UR) de rattachement 

Code (acronyme et n°) de l’UR à AMU : UMR7283 

Nom de l’UR : Laboratoire de Chimie Bactérienne (LCB) 

Directrice ou directeur de l’UR 

Nom MAGALON Prénom Axel 

 

SPECIALITE : (Rayer les mentions inutiles) 
 
Bio-informatique et Génomique  /  Biochimie Structurale  /  Biologie du Cancer  /  Biologie du Développement  /  
Biologie Végétale  /  Biotechnologie  /  Immunologie  /  Microbiologie et interactions hôte-pathogènes  /  
Neurosciences  
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SOUS JURY POUR LE CONCOURS : (Rayer les mentions inutiles) 
JURY 1 : BIOLOGIE CELLULAIRE  
JURY 2 : MICROBIOLOGIE – GENOMIQUE 
JURY 3 : NEURSOCIENCES  
 

 

MERCI DE REMPLIR TOUTES LES INFRORMATIONS EN FRANÇAIS ET EN ANGLAIS  
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Description de la problématique de recherche - Project description 
Le cancer colorectal (CRC) est une crise mondiale croissante de santé publique. L'étiologie du CRC a été liée au 

microbiote intestinal, y compris les souches entérotoxigènes de Bacteroides fragilis (ETBF). Cibler des micro-

organismes qui induisent le CRC comme l'ETBF offre le potentiel de nouvelles thérapies, mais la biologie de l'ETBF 

reste sous explorée. Une voie essentielle au bon fitness de la bactérie B. fragilis est le système de sécrétion de 

type VI (T6SS), qui assure l'injection de toxines dans les cellules bactériennes. L'hypothèse centrale de notre 

proposition est que le T6SS de ETBF contribue à son aptitude au sein du microbiote intestinal et dans les biofilms 

sur les tumeurs. 

La machinerie de sécrétion de type 6 (T6SS) est une machinerie de sécrétion de toxine, très largement 

retrouvée chez les bactéries à Gram négatif. Le T6SS est assemblés par un réseau d’interaction intriquée 

impliquant 15 protéines qui forment trois complexes fonctionnels : le complexe membranaire (CM), le complexe 

de plateforme (CP) et le complexe de tube & queue contractile (TQC). Le CM traverse la membrane interne et le 

périplasme pour s'ancrer dans la membrane externe. Il est prédit pour jouer un rôle dans la perception de la 

cellule proie, ciblée par l’injection des toxines. Le CM est de plus un conduit qui guide le passage des toxines à 

travers l'enveloppe bactérienne. Le T6SS est une arme que possède de nombreuses bactéries pathogènes pour 

l’Homme et qui peut cibler à la fois d’autres bactéries mais également des cellules humaines. 

Les machineries T6SS ont été classées en trois groupes phylogénétiques (T6SSI, T6SSII et T6SSIII). Le cœur 

du CM est conservé chez les bactéries des groupes T6SSI et T6SSII. Le CM est composé des protéines de membrane 

interne TssM et TssL, et de la lipoprotéine de membrane externe TssJ. La structure et le mécanisme d’assemblage 

du CM (T6SSI, E. coli entéroaggrégatif EAEC) ont été révélés par le laboratoire d’accueil en utilisant une approche 

intégrée et multi-échelle, combinant microscopie électronique, cristallographie, SAXS, microscopie de 

fluorescence et biochimie (Durand et al, Nature 2015 ; Rapisarda et al, EMBO J. 2019*). 

Bacteroides fragilis est une bactérie très importante dans la constitution et la régulation du microbiote 

humain. B. fragilis possède une machinerie du groupe T6SSIII. Dans ce groupe, les gènes codant pour les protéines 

TssJ-TssM-TssL sont absents. Cependant, un ensemble de 5 gènes co-régulés, codant pour des protéines 

membranaires et périplasmiques, sont conservés dans ce groupe T6SSIII.  

Le projet de thèse propose de répondre à la question : Quelle est la composition en protéine, 

l’organisation et la structure du complexe membranaire du T6SSIII de B. fragilis ? Le projet utilisera une 

combinaison d’approche multidisciplinaire et intégrée associant biochimie des protéines membranaires, études 

d’interaction protéine protéine, cryo-microscopie électronique, et biologie moléculaire. Le but est de 

comprendre comment ces 5 protéines conservées assemblent un complexe membranaire et quelle en est sa 

structure 3D (et déterminer aussi la structure de complexes intermédiaires). De plus, nous chercherons à 

comprendre comment ce nouveau complexe se connecte aux autres complexes conservés de la machinerie T6SS 

(CP et TQC). 

Ce projet est basé sur une collaboration étroite entre notre laboratoire et celui du Dr. Ross, Benjamin 

(Dartmouth Geisel School of Medicine, Hanover, USA), qui est un spécialiste mondial des études fonctionnelles 

sur le T6SS de B. fragilis. Des résultats préliminaires montrent que ces 5 gènes sont essentiels au mécanisme de 

fonctionnement de la machinerie T6SSIII. Pour montrer la faisabilité du projet, le laboratoire d’accueil a déjà 

construit des vecteurs d’expression pour ces 5 protéines. Toutes ces protéines sont bien produites et purifiables 

en système hétérologue chez E. coli BL21. 
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Le projet de thèse s’inscrit dans un plus large projet multi-échelle et intégré de l’équipe, reliant la 

recherche clinique à la biologie et à la chimique médicinale et qui vise à: (i) déchiffrer l’architecture moléculaire 

de la nanomachine T6SS d’ETBF pour identifier son talon d'Achille; (ii) manipuler l'activité du T6SS et ainsi 

l'aptitude écologique de ETBF in situ grâce à la conception de sondes chimiques spécifiques; (iii) comprendre le 

rôle du T6SS dans la physiopathologie de ETBF et son implication dans le CRC. Le projet s'appuie sur un consortium 

interdisciplinaire, comprenant des spécialistes des maladies infectieuses, des microbiologistes, des biologistes 

structuraux et des chimistes. Nous cherchons à développer de nouveaux outils pour moduler spécifiquement 

l'écologie microbienne intestinale dans le contexte du CRC. 

 

Colorectal cancer (CRC) is a growing global public health crisis. The etiology of CRC has been linked to the gut 
microbiota, including enterotoxigenic strains of Bacteroides fragilis (ETBF). Targeting CRC-inducing 
microorganisms like ETBF offers the potential for novel therapies, yet the biology of ETBF remains under-
explored. A pathway essential to the fitness of B. fragilis is the Type VI Secretion System (T6SS), which ensures 
the injection of toxins into bacterial cells. The central hypothesis of our proposal is that the ETBF T6SS 
contributes to its fitness within the gut microbiota and in biofilms on tumors. 

The T6SS Machinery 

The Type 6 Secretion System (T6SS) is a toxin secretion machinery widely found in Gram-negative bacteria. The 
T6SS is assembled through an intricate interaction network involving 15 proteins that form three functional 
complexes: the membrane complex (MC), the baseplate complex (BC), and the contractile tail & tube complex 
(TTC). The MC spans the inner membrane and the periplasm to anchor into the outer membrane. It is predicted 
to play a role in sensing the prey cell targeted by toxin injection. Furthermore, the MC serves as a conduit that 
guides the passage of toxins through the bacterial envelope. The T6SS is a weapon possessed by many human 
pathogenic bacteria and can target both other bacteria and human cells. 

Phylogenetic Classification and Research Background 

T6SS machineries have been classified into three phylogenetic groups (T6SSI, T6SSII, and T6SSIII). The core of 
the MC is conserved in bacteria of the T6SSI and T6SSII groups. The MC is composed of the inner membrane 
proteins TssM and TssL, and the outer membrane lipoprotein TssJ. The structure and assembly mechanism of 
the MC (T6SSI, enteroaggregative E. coli EAEC) were revealed by the host laboratory using an integrated multi-
scale approach combining electron microscopy, crystallography, SAXS, fluorescence microscopy, and 
biochemistry (Durand et al, Nature 2015; Rapisarda et al, EMBO J. 2019). 

Bacteroides fragilis is a critical bacterium in the composition and regulation of the human microbiota. B. 
fragilispossesses T6SSIII group machinery. In this group, the genes encoding the TssJ-TssM-TssL proteins are 
absent. However, a set of five co-regulated genes, encoding membrane and periplasmic proteins, are conserved 
within this T6SSIII group. 

Thesis Objectives 
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The PhD project proposes to answer the following question: What is the protein composition, organization, 
and structure of the T6SSIII membrane complex in B. fragilis? The project will utilize a combination of 
multidisciplinary and integrated approaches, associating membrane protein biochemistry, protein-protein 
interaction studies, cryo-electron microscopy, and molecular biology. The goal is to understand how these five 
conserved proteins assemble a membrane complex and to determine its 3D structure (as well as the structures 
of intermediate complexes). Furthermore, we seek to understand how this new complex connects to the other 
conserved complexes of the T6SS machinery (BC and TTC). 

Collaboration and Feasibility 

This project is based on a close collaboration between our laboratory and that of Dr. Benjamin 
Ross (Dartmouth Geisel School of Medicine, Hanover, USA), a world-renowned specialist in functional studies of 
the B. fragilis T6SS. Preliminary results show that these five genes are essential to the functioning mechanism of 
the T6SSIII machinery. To demonstrate the feasibility of the project, the host laboratory has already constructed 
expression vectors for these five proteins. All these proteins are successfully produced and purifiable in a 
heterologous system using E. coli BL21. 

Broader Impact 

The thesis project is part of a larger multi-scale and integrated team project, linking clinical research to biology 
and medicinal chemistry, which aims to: 

1. Decipher the molecular architecture of the ETBF T6SS nanomachine to identify its Achilles' heel. 
2. Manipulate T6SS activity and thus the ecological fitness of ETBF in situ through the design of specific 

chemical probes. 
3. Understand the role of the T6SS in the pathophysiology of ETBF and its involvement in CRC. 

The project relies on an interdisciplinary consortium, including infectious disease specialists, microbiologists, 
structural biologists, and chemists. We seek to develop new tools to specifically modulate gut microbial ecology 
in the context of CRC. 
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Mots clés – Keywords 
système de sécrétion de type VI, génétique, biochimie, microscopie (fluorescence + électronique), microbiologie 
moléculaire, intelligence artificielle. 
 
Type VI secretion system (souvent abrégé en T6SS), Genetics, Biochemistry, Microscopy (fluorescence + 
electronic), Molecular microbiology, Artificial intelligence (AI) 

 

Thématique / Domaine / Contexte - Theme / Field / Context 
 
Colorectal cancer 
Système de transport de toxine 
Evolution 
 
Colorectal cancer 
Toxin secretion system 
Evolution 
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Objectifs 
 
 Le projet de thèse s’inscrit dans un plus large projet multi-échelle et intégré de l’équipe, reliant la recherche 
clinique à la biologie et à la chimique médicinale et qui vise à: (i) déchiffrer l’architecture moléculaire de la 
nanomachine T6SS d’ETBF pour identifier son talon d'Achille; (ii) manipuler l'activité du T6SS et ainsi l'aptitude 
écologique de ETBF in situ grâce à la conception de sondes chimiques spécifiques; (iii) comprendre le rôle du T6SS 
dans la physiopathologie de ETBF et son implication dans le CRC. Le projet s'appuie sur un consortium 
interdisciplinaire, comprenant des spécialistes des maladies infectieuses, des microbiologistes, des biologistes 
structuraux et des chimistes. Nous cherchons à développer de nouveaux outils pour moduler spécifiquement 
l'écologie microbienne intestinale dans le contexte du CRC. 
 
This PhD project is part of a larger, integrated, multi-scale team initiative linking clinical research to biology and 
medicinal chemistry. It aims to: (i) decipher the molecular architecture of the ETBF T6SS nanomachine to identify its 
'Achilles' heel'; (ii) manipulate T6SS activity and, consequently, the ecological fitness of ETBF in situ through the 
design of specific chemical probes; and (iii) understand the role of the T6SS in ETBF pathophysiology and its 
involvement in colorectal cancer (CRC). The project relies on an interdisciplinary consortium, including infectious 
disease specialists, microbiologists, structural biologists, and chemists. We seek to develop new tools to specifically 
modulate gut microbial ecology within the context of CRC 

 

Méthode – Method 
 
1. Réseau d’interaction. 

 1.1. Etudes du réseau d’interaction entre les protéines TssN, TssP, TssO, TssQ et TssR : double hybride 

bactérien & confirmation par co-purification. Définition de sous-domaines d’interaction. 

 2.2. Purification et caractérisation biochimique de différents sous-complexes et du complexe membranaire 

entier TssNPOQR : screen de détergent et optimisation des conditions de purification. 

 

2. Approche de biologie structurale intégrée. 

 2.1. Cristallographie et diffraction des rayons X afin de déterminer la structure à haute résolution des protéines 

ou domaines isolées.  

 2.2. Etude structurale par microscopie électronique : phase 1, en coloration négative pour évaluer la qualité 

des différents complexes et réaliser des premières reconstructions 3D (plateforme EM-IMM) et phase 2, collecte et 

traitement de donnée de cryo-EM (Talos 200 kV, Falcon III) pour obtenir la structure du complexe TssNPOQR et des 

sous-complexes identifiés. 

 2.3. Approches in silico et bio-informatique : modélisation par homologie des structures des protéines 

individuelles ou domaines protéiques pour aider à la compréhension de l’architecture et du fonctionnellement du CM 

de B. fragilis (rigid-body fitting…). 

 

3. Validation in vivo des structures et de la connectivité protéine protéine : notre collaborateur (Ross Lab) possède 

tous les outils génétiques pour construire des mutants chez B. fragilis et réaliser des « trans ou cis » 

complémentations. De plus, nos collaborateurs mettent actuellement en place des fusions fluorescentes spécifiques 
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pour ces bactéries anaérobies qui nous permettrons de localiser le CM chez B. fragilis et d’en étudier sa dynamique 

d’assemblage. 

 

4. Sondes chimiques et inhibition du T6SS d’ETBF. Dans le cadre d’une collaboration entre notre équipe et celle de 

Xavier Morelli au CRCM, nous avons mis en place un « pipeline » visant à découvrir des molécules inhibitrices du T6SS. 

Ce pipeline sera mis en œuvre afin de trouver des sondes chimiques qui pourront moduler le fonctionnement du T6SS 

d’ETBF. Le blocage de cette nanomachine bactérienne pourrait être un nouvel axe thérapeutique très prometteur dans 

le cadre du CRC induit par ETBF. 

 

 

 

1. Interaction Network 

• 1.1. Study of the interaction network between TssN, TssP, TssO, TssQ, and TssR 

proteins: Bacterial Two-Hybrid (BACTH) assays and confirmation via co-purification. Definition of 

interaction sub-domains. 

• 1.2. Purification and biochemical characterization of various sub-complexes and the full 

TssNPOQR membrane complex: Detergent screening and optimization of purification conditions. 

2. Integrated Structural Biology Approach 

• 2.1. X-ray crystallography and diffraction to determine the high-resolution structures of isolated 

proteins or domains. 

• 2.2. Structural study by electron microscopy (EM): * Phase 1: Negative stain EM to evaluate the 

quality of the various complexes and generate initial 3D reconstructions (EM-IMM platform). 

o Phase 2: Cryo-EM data collection and processing (Talos 200 kV, Falcon III) to obtain the 

structure of the TssNPOQR complex and identified sub-complexes. 

• 2.3. In silico and bioinformatics approaches: Homology modeling of individual protein structures 

or domains to assist in understanding the architecture and functionality of the B. fragilis MC 

(membrane complex) (e.g., rigid-body fitting). 

3. In vivo Validation of Structures and Protein-Protein Connectivity 

Our collaborator (Ross Lab) possesses all the genetic tools required to construct mutants in B. fragilis and 

perform "trans" or "cis" complementation. Furthermore, our collaborators are currently developing specific 

fluorescent fusions for these anaerobic bacteria, which will allow us to localize the MC in B. fragilis and 

study its assembly dynamics. 

4. Chemical Probes and Inhibition of the ETBF T6SS 

As part of a collaboration between our team and Xavier Morelli’s team at the CRCM, we have established a 

"pipeline" aimed at discovering T6SS inhibitory molecules. This pipeline will be implemented to find 
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chemical probes capable of modulating the function of the ETBF T6SS. Blocking this bacterial 

nanomachine could represent a highly promising new therapeutic strategy for ETBF-induced Colorectal 

Cancer (CRC). 
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Conditions scientifiques matérielles et financières du projet de recherche - Scientific, material, and financial 
conditions of the research project 
 
Le projet de thèse se déroulera au LCB, un laboratoire complètement équipé de toute le matériel nécessaire à sa 
réalisation. Le projet est financé en consommable et petit matériel par différentes ANR. L’étudiant(e) aura un accès 
aux plateformes technologiques : protein facility, microscopie… 
 
The PhD project will be conducted at the LCB, a laboratory fully equipped with all the necessary resources for its 
completion. The project's consumables and small equipment are funded by various ANR grants. The student will 
have full access to several technological platforms, including the protein facility and microscopy core facility 

 

mailto:ed658@univ-amu.fr


  
APPEL A PROJETS DE THÈSE 2026  

CONCOURS DE L’ED 658 – Sciences du vivant 
 

 

Page 10 sur 10 
ED658 - Ecole Doctorale Sciences du Vivant T +33 (0)4 13 94 19 63 Site: https://ecole-doctorale- 658.univ-amu.fr/ Campus Luminy 
- 163 Avenue de Luminy - Marseille, 13009 Email: ed658@univ-amu.fr Bat TPR1 – RdC - bureau E.007 

 

Profil et compétences recherchées - Profile and skills required 
 
Microbiologie 
Biochimie 
Biologie structurale 
 

Microbiology 

Biochemistry 

Structural biology 
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