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JÕai rejoint le projet PACE lors de mon stage de DEA. Ë mon arrivŽe au laboratoire plusieurs 

essais de cristallisation avaient ŽtŽ effectuŽs sur la protŽine PAB0955, sans succ•s. La mise en 

Žvidence de lÕhŽtŽrogŽnŽitŽ en solution de PAB0955 venait dÕ•tre fait lorsque jÕai dŽbutŽ le 

projet. La rŽsolution de ce probl•me nous a permis de cristalliser cette protŽine. 

 

1. PrŽsentation du projet PAB0955  

 

1.1. Les protŽines PACE 

 

Les protŽines PACE (protŽines dÕarchaea conservŽes chez les eucaryotes) ont ŽtŽ mises en 

Žvidence par une approche gŽnomique effectuŽe par lÕŽquipe de Patrick Forterre, de lÕInstitut 

Pasteur ˆ  Paris (Matte-Tailliez et al., 2000) (http://www-archbac.u-psud.fr). Ces protŽines de 

fonction biologique inconnue sont particuli•rement intŽressantes car, dÕune part elles sont 

conservŽes chez les archaea et les eucaryotes malgrŽ 3 milliards dÕannŽes de divergence, et 

dÕautre part, elles nÕont pas dÕhomologue bactŽrien. Cette conservation entre les deux r•gnes 

archaea et eucaryotes, est souvent retrouvŽe pour des protŽines impliquŽes dans des processus 

fondamentaux comme la rŽplication, la transcription ou la traduction de lÕADN (Olsen and 

Woese, 1997). 

Ces processus fondamentaux chez les archaea ressemblent beaucoup ̂  ceux retrouvŽs chez les 

eucaryotes, mais ils en sont une copie simplifiŽe, pour exemple le complexe RF-C et le 

protŽasome. 

Le complexe du facteur de rŽplication RF-C sert ˆ  charger lÕanneau de processivitŽ PCNA 

(Proliferating Cell Nuclear Antigen) sur lÕADN. Ceci permet aux ADN polymŽrases de 

rŽpliquer lÕADN. Le complexe RF-C est de 5 sous-unitŽs (une grande et 4 petites) arrangŽes 

sous forme dÕanneau.  

Chez les eucaryotes les petites sous-unitŽs sont formŽes par 4 protŽines diffŽrentes nommŽes 

RFC-A ˆ  RFC-D (Bowman et al., 2004). Chez les archaea les petites sous-unitŽs sont formŽes 

par la m•me protŽine, elles conservent la conformation en anneau comme chez les eucaryotes 

(Henneke et al., 2002). 

Un autre exemple connu de cette simplification chez les archaea est celui de la machinerie de 

dŽgradation des protŽines : le protŽasome. Ce complexe est composŽ de 2 anneaux-!  externes 

et deux anneaux-"  internes, chaque anneau Žtant composŽ de 7 sous-unitŽs. Chez les 

eucaryotes, les 7 sous-unitŽs de chaque anneau sont constituŽes par des protŽines diffŽrentes 
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soit 14 protŽines au total (Coux et al., 1996). Chez les archaea, chaque anneau est constituŽ de 

7 protŽines identiques, soit seulement deux protŽines diffŽrentes rŽpŽtŽes chacune 14 fois 

(Dahlmann et al., 1991).  

 

Ces ressemblances dÕorganisation, entre les deux r•gnes, nous laissent supposer que nos 

rŽsultats structuraux et fonctionnels seront directement applicables aux homologues 

eucaryotes et plus prŽcisŽment ˆ  lÕhomme. Nous nous sommes donc intŽressŽs aux protŽines 

dÕarchaea qui ayant une organisation simplifiŽe facilite la comprŽhension du mŽcanisme. Les 

rŽsultats pourront par la suite servir ˆ  lÕŽtude du mŽcanisme chez lÕhomme, facilitant la mise 

en Žvidence des diffŽrences entre les deux r•gnes. Sur le plan expŽrimental, les protŽines 

dÕarchaea que nous avons ŽtudiŽes prŽsentent un autre intŽr•t, elles sont issues de Pyrococcus 

abyssi un organisme hyperthermophile. Elles sont donc tr•s stables. Ceci facilite les essais de 

cristallisation car la solution de protŽine reste homog•ne. 

LÕŽquipe de Patrick Forterre a identifiŽ ˆ  ce jour 36 protŽines PACE. Nous nous sommes 

intŽressŽs ˆ  la protŽine de Pyrococcus abyssi produit du g•ne PAB0955, membre de la famille 

de protŽines nommŽe PACE12. 

 

 1.2. Le contexte gŽnomique des protŽines de la famille PACE12 

 

La protŽine PAB0955 poss•de un contexte gŽnomique tr•s intŽressant au sein des archaea, 

dÕo• notre intŽr•t particulier pour cette protŽine parmi les PACE. En effet chez les archaea les 

g•nes des protŽines PACE12 sont situŽs ˆ  proximitŽ de g•nes codant pour des protŽines 

impliquŽes dans la rŽplication de lÕADN ou dans la division cellulaire (fig.1.).  

 

La conservation de lÕordre des g•nes peut mener ˆ  une interaction physique de leur produit. 

Cette observation dŽcrite par Thomas Dandekar (Dandekar et al., 1998) permet de prŽdire la 

fonction, lÕinteraction avec des partenaires pour le produit de ces g•nes.  

 

Puisque lÕorganisation des g•nes est conservŽe chez les archaea, nous pouvons supposer 

quÕune interaction physique existe entre ces protŽines. DÕun c™tŽ, la protŽine PAB0955 de 

Pyrococcus abyssi est proche des g•nes des protŽines MinD (division cellulaire) (Sakai et al., 

2001) et de lÕautre de GinS 2-3 (Marinsek et al., 2006) et du Mini Chromosome Maintenance 

MCM (rŽplication de lÕADN) (Pape et al., 2003). Sur la base de lÕhypoth•se ci-dessus nous 
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supposons que PAB0955 pourrait •tre impliquŽe ˆ lÕinterface entre la rŽplication de lÕADN et 

la division cellulaire. 
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Figure.1. Contexte gŽnomique des protŽines de la famille PACE12. 

Les g•nes codant pour les protŽines PACE12 sont en rouge, en bleu les g•nes dont les 

protŽines sont impliquŽes dans la rŽplication, en rose ceux impliquŽs dans la division 

cellulaire, et en gris pour dÕautres protŽines.  

Les g•nes notŽs 1 codent pour le PCNA , ceux notŽs 2 pour la primase PriS, ceux notŽs 3 

pour Gins1-5, ceux notŽs 4 pour Gins-2-3 et les g•nes notŽs 5 codent pour le MCM.  
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  1.3. Les homologues eucaryotes des protŽines PACE12 

 

Il existe trois homologues des PACE12 chez les eucaryotes, et aucun homologue dans les 311 

gŽnomes bactŽriens sŽquencŽs ˆ  ce jour. Les trois homologues humains sont de taille 

diffŽrente : 374 rŽsidus (Q9HCN4), 310 rŽsidus (Q9NUE1) et 284 rŽsidus (Q8NEI2). Parmi 

ces trois protŽines, Q9HCN4 est la seule qui a ŽtŽ ŽtudiŽe.  

 

En 2000, Masahiko Nitta et ses collaborateurs ont nommŽ cette protŽine Q9HCN4, XAB1, 

pour XPA binding protein 1. La protŽine XAB1 interagit XPA (Xeroderma pigmentosum 

group A), cette derni•re joue un r™le central dans la rŽparation de lÕADN par excision de 

nuclŽotide (NER) (Nitta et al., 2000). Par des expŽriences de double-hybride, les auteurs ont 

montrŽ que XAB1 se lie ˆ  la partie Nter de XPA, et entra”ne la localisation nuclŽaire de XPA. 

La protŽine XAB1 qui est cytoplasmique (dŽterminŽ par immuno-fluoresence), servirait donc 

de transporteur ˆ XPA. De plus, XAB1 prŽsente une activitŽ spŽcifique dÕhydrolyse du GTP.  

En 2003, Francesca Lembo et ses collaborateurs ont identifiŽ une protŽine interagissant avec 

MBD2 (mCpG-binding domain 2) quÕils ont nommŽe MBDin (MBD interacting protein). 

Cette protŽine sÕest rŽvŽlŽe •tre identique ˆ  XAB1  (Lembo et al., 2003). CÕest Žgalement par 

des techniques de double hybride que cette interaction MBD2-MBDin a ŽtŽ identifiŽe. MBD2 

est une des 5 protŽines qui forme le complexe MeCP1 (methyls-CpG-binding proteins) 

capable de dŽtecter les mŽthylations sur lÕADN. La protŽine MBD2 dans ce complexe est 

responsable de la rŽpression de la transcription des g•nes fortement mŽthylŽs. Ces auteurs ont 

montrŽ que XAB1/MBDin, XPA et MBD2 interagissaient ensemble. Ils proposent donc que 

ces trois protŽines appartiennent ˆ  un m•me complexe, il y aurait donc un lien entre la 

mŽthylation des g•nes et la rŽparation NER.  

 

LÕidentitŽ de sŽquence varie entre les diffŽrents homologues de la famille des protŽines 

PACE12, elle est de 80% entre les gŽnomes de Pyrococcus, de 30% avec les autres archaea et 

de 20% avec les eucaryotes. Nous avons pu remarquer dans lÕalignement de sŽquence que la 

conservation Žtait parfaite pour certains motifs (fig.2). Ces motifs sont au nombre de 5 et sont 

sŽquentiellement conservŽs dans les 66 protŽines PACE12 identifiŽes aujourdÕhui. Nous 

verrons par la suite quÕils sont importants pour la fonction enzymatique de PAB0955, et quÕils 

forment Žgalement la signature de cette famille.  
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                                                        10        20      
                        |          |          |             |          |    
Q9UYR9_PAB0955 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - MI VVFVGTAGSGKTTLTGEFGRYLED-  
Q9HCN4_XAB1_Hu - - - - - - - - - - - - - - MAASAAAAELQASGGPRHPVCLLVLGMAGSGKTTFVQRLTGHLHAQ 
Q8VCE2_XAB1_Mo - - - - - - - - - - - - - - MAAPVAPSEPQASRAPQPPVCLLVLGMAGSGKTTFVQRLTGHLHNK 
Q6FNF1_CANGA   - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - MALSTVI CI GMAGSGKTTFMQRLNSHI RSK 
Q9NUE1_HUMAN   - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - MAGAAPTTAFGQAVI GPPGSGKTTYCLGMSEFLRAL 
Q8VEJ1_MOUSE   - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - MAGAAPTTAFGQAVI GPPGSGKTTYCLGMSEFLRAL 
Q9FMR4_ARATH   - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - MVFGQVVI GPPGSGKTTYCNGMSQFLSLM 
Q6BKW4_DEBHA   - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - MFGQI VI GPPGSGKSTYCYGMQQFMSAI  
Q8NEI 2_HUMAN   - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - MPRYAQLVMGPAGSGKSTYCATMVQHCEAL 
Q6CQA6_KLULA   MLDDI LRHCLQECQAAKFI SPNTKSTTI NQMSRVGVLVLGPAGAGKSTFCNAI I SHMQSI  
Consensus                                           v  GpaGsGKt T c      l     
 
                 30        40         50   60      70   80 
                  |          |           |          |             |           |           
Q9UYR9_PAB0955 NYKVAYVNLDTGVKELPY- EPSI DVREFVTVEEI MRE- - - GYGPNGAI VESYDRL- MEKF 
Q9HCN4_XAB1_Hu GTPPYVI NLDPAVHEVPF- PANI DI RDTVKYKEVMKQ- - YGLGPNGGI VTSLNLF- ATRF 
Q8VCE2_XAB1_Mo GCPPYVI NLDPAVHEVPF- PANI DI RDTVKYKEVMKQ- - YGLGPNGGI VTSLNLF- ATRF 
Q6FNF1_CANGA   KEVPYVI NLDPAVLRVPY- GANI DI RDSI KYKKVMEN- - YQLGPNGAI VTSLNLF- STKI  
Q9NUE1_HUMAN   GRRVAVVNLDPANEGLPY- ECAVDVGELVGLGDVMDA- - LRLGPNGGLLYCMEYL- EANL 
Q8VEJ1_MOUSE   GRRVAVVNLDPANDGLPY- ECAVDVGELVGLGDVMDA- - LRLGPNGGLLYCMEYL- EANL 
Q9FMR4_ARATH   GRKVAI VNLDPANDALPY- ECGVNI EELI KLEDVMSE- - HSLGPNGGLVYCMEYL- EKNI  
Q6BKW4_DEBHA   GRKLCI I NLDPANDALPYPDCSLDI RDFVTLEEI MEE- - LNLGPNGGMMYALESLDESGI  
Q8NEI 2_HUMAN   NRSVQVVNLDPAAEHFNY- SVMVDI RELI EVDDVMEDDSLRFGPNGGLVFCMEYF- ANNF 
Q6CQA6_KLULA   GRRAHI VNLDPAAEATKY- EFTI DI RDLI SLEDVMEE- - FGLGPNGSLI YCFEYL- LNNL 
Consensus      gr  v   vNLDpa   l py e  i di r e i   e vM e  l   GPNGg v   e l       
 
         90 100     110      120      130 
                       |          |          |          |               |          
Q9UYR9_PAB0955 NEYLNKI LRLEKENDYVLI DTPGQMETFLFHEFGVRLMENLP- - - - - YPLVVYI SDPEI L 
Q9HCN4_XAB1_Hu DQVMKFI EKAQNMSKYVLI DTPGQI EVFTWSASGTI I TEALAS- - SFPTVVI YVMDTSRS 
Q8VCE2_XAB1_Mo DQVMKFI EKAQNTFRYVLI DTPGQI EVFTWSASGTI I TEALAS- - SFPTVVI YVMDTSRS 
Q6FNF1_CANGA   DQVI KLVEKKRDTHDFCI I DTPGQI ECFVWSASGSI I TESFAS- - TFPTVI AYI VDTPRN 
Q9NUE1_HUMAN   DWLRAKLDPL- RG- HYFLFDCPGQVELCTHHGALRSI FSQMAQ- WDLRLTAVHLVDSHYC 
Q8VEJ1_MOUSE   DWLRAKLEPL- RG- HYFLFDCPGQVELCTHHTALRSI FSQMAQ- WDLRLTAVHLVDSHYC 
Q9FMR4_ARATH   DWLESKLKPLLKD- HYI LFDFPGQVELFFI HDSTKNVLTKLI KSLNLRLTAVQLI DSHLC 
Q6BKW4_DEBHA   DAFI SKI NKLVEERNYLI FDCPGQVELFTHHNSLYKI FKKLVKSKDLRLCVVSLVDSI YL 
Q8NEI 2_HUMAN   DWLENCLGHVEDD- - YI LFDCPGQI ELYTHLPVMKQLVQQLE- QWEFRVCGVFLVDSQFM 
Q6CQA6_KLULA   DWLDEEI GDYNDE- - YLI FDCPGQI ELYTHI PVLPTI VRHLQNQLNFNLCATYLLEAPFV 
Consensus      d    k i   l      y  l f D PGQ El f t  h     i    l           vy l  d     
 
                140       150       160       170       180           190 
                  |          |          |          |          |              |  
Q9UYR9_PAB0955 KKPNDYCFVRFFALLI DLRLGATTI PALNKVDLLSEEEKERHRKYF- - - - EDI DYLTARL 
Q9HCN4_XAB1_Hu TNPVTFMSNMLYACSI LYKTKLPFI VVMNKTDI I DHSFAVEWMQDF- - EAFQDALNQE- -  
Q8VCE2_XAB1_Mo TNPVTFMSNMLYACSI LYKTKLPFI VVMNKTDI I DHSFAVEWMQDF- - EAFQDALNQE- -  
Q6FNF1_CANGA   SSPTTFMSNMLYACSI LYKTKLPMI I VFNKTDVKKSDFAKEWMTDF- - EAFQQAVREDQD 
Q9NUE1_HUMAN   TDPAKFI SVLCTSLATMLHVELPHI NLLSKMDLI EHYGKLAFNLDYYTEVLDLSYLLDHL 
Q8VEJ1_MOUSE   TDPAKFI SVLCTSLATMLHVELPHVNLLSKMDLI EHYGKLAFNLDYYTEVLDLSYLLEHL 
Q9FMR4_ARATH   CDPGNYVSSLLLSLSTMLHMELPHVNVLSKI DLI GSYGKLAFNLDFYTDVQDLSYLEHHL 
Q6BKW4_DEBHA   TSPSQYI SI LLLSLRSMLQLDLPHVNVI SKI DMLKRYGELPFRLDYYTEVQDLKYLTPYL 
Q8NEI 2_HUMAN   VESFKFI SGI LAALSAMI SLEI PQVNI MTKMDLLSKKA- KK- EI EKFLDPDMYSLLEDST 
Q6CQA6_KLULA   I DTSKFFSGALSAMSAMI LLELPHI NI LSKLDLVKDSHNKK- ALKKFLNPDPL- LLTDKV 
Consensus        p  f  s   l  al s  ml  l  l p vn l  K Dl            df      d  y l    l  
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                         200       210       220       230       240        
                           |          |          |          |          |          
Q9UYR9_PAB0955 KLDP- - - - - SMQGLMAYKMCSMMTEVLPPVRVLYLSAKTREGFEDLETLAYEHYCTCGDL 
Q9HCN4_XAB1_Hu - - - - - - - - TTYVSNLTRSMSLVLDEFYSSLRVVGVSAVLGTGLDELFVQVTSAAEEYERE 
Q8VCE2_XAB1_Mo - - - - - - - - TTYVSNLTRSMSLVLDEFYSSLRVVGVSAVVGTGFDELCTQVTSAAEEYERE 
Q6FNF1_CANGA   ANGDFGMGSGYMSSLVNSMSLMLEEFYSTLDVVGVSSFTGEGFDDFLDAVDKKVDEYEEF 
Q9NUE1_HUMAN   ASDPFF- - - RHYRQLNEKLVQLI ED- YSLVSFI PLNI QDKESI QRVLQAVDKANGYCFRA 
Q8VEJ1_MOUSE   ASDPFF- - - RRYRQLNEKLVQLVED- YSLVSFI PLNI QDKDSI QRVLQAVDKANGYCFGV 
Q9FMR4_ARATH   SQDPRS- - - AKYRKLTKELCSVI ED- YSLVNFTTLDI QDKESVGDLVKLI DKSNGYI FAG 
Q6BKW4_DEBHA   EKESNSVLGKNFVKLTEMI GELVED- FNLVAFEVLAVENKQSMI NLLSVI DKANGYSI GT 
Q8NEI 2_HUMAN   SDLRS- - - - KKFKKLTKAI CGLI DD- YSMVRFLPYDQSDEESMNI VLQHI DFAI QYGEDL 
Q6CQA6_KLULA   NEETN- - - - PKFHKLNEAI ANLVDD- FGMVQFLPLEAKNPESVSTI LSYI DDVTQWAEAQ 
Consensus                    l       l   d ys v  f   l      es   l l    d          
 
             248 
               |          |          |          |          |          |  
Q9UYR9_PAB0955 T- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Q9HCN4_XAB1_Hu YRPEYERLKKSLANAESQQQREQLERLRKDMGSVALDAGTAKDSLSPVLHPSDLI LTRGT 
Q8VCE2_XAB1_Mo YRPEYERLKKSLANAQSNQQKEQLERLRKDMGSVALDPEAGKGNASPVLDPSDLI LTRGT 
Q6FNF1_CANGA   YKAERERI LKQKEEEEKLRKDKSLNGLMKDLG- - LNDKKDKEDDSADVI SDLEEGENDGL 
Q9NUE1_HUMAN   QEQRSLEAMMSAAMGADFHFSSTLGI QEKYLAPSNQSVEQEAMQL- - - - - - - - - - - - - - -  
Q8VEJ1_MOUSE   QEQRSLEAMMSTAMGADFHFSSTLGI QEKYLAPSEQTAEQEAMQL- - - - - - - - - - - - - - -  
Q9FMR4_ARATH   I DASVVEYSKI AI GQTDWDYNRYPFLAFWI S- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Q6BKW4_DEBHA   SEVGADSI WSEAVRQGTLPGYKEI DI HERWI EHKFEYDEQEKKEEQEMTNQYAQDSSQQE 
Q8NEI 2_HUMAN   EFKEPKEREDESSSMFDEYFQECQDE- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Q6CQA6_KLULA   EPKEPNDQI EI DDM- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Consensus                                                                   
 
                      370       380       390       400       410       420 
                        |          |          |          |          |          |  
Q9UYR9_PAB0955 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Q9HCN4_XAB1_Hu LDEEDEEADSD- - TDDI DHRVTEESHEE- - PAFQNFMQESMAQYWKRNNK- - - - - - - - - -  
Q8VCE2_XAB1_Mo LDEEDEEADSD- - TDDI DHRVTEESREE- - PAFQNFMEESMA- HWKRNK- - - - - - - - - - -  
Q6FNF1_CANGA   VDRDEDEGVERQYTFAGDERLTGEVNEDSTPALQKRYQEALEDVGKSVSSETAENI ARYI  
Q9NUE1_HUMAN   - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Q8VEJ1_MOUSE   - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Q9FMR4_ARATH   - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Q6BKW4_DEBHA   LTEDEELELAI K- DWESKRQGTGETQN- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Q8NEI 2_HUMAN   - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Q6CQA6_KLULA   - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Consensus                                                                   
 
 
 
 
 
Figure.2. Alignement de sŽquence de 10 protŽines de la famille PACE12. 
En rouge sont reprŽsentŽs les acides aminŽs strictement conservŽs, en bleu et vert les rŽsidus 
homologues conservant la m•me nature. En jaune sont surlignŽs les motifs conservŽs dans 
cette famille de protŽine. PAB0955, que nous avons ŽtudiŽe, est ici alignŽe avec 9 autres 
protŽines eucaryotes de la famille PACE12, les trois humaines, deux de souris, une de 
Candida glabrata (CANGA), une dÕArabidopsis thaliana (ARATH), une de Debaryomyces 
hansenii (DEBHA) et une de Kluyveromyces lactis (KLULA).   
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De plus, la dŽlŽtion systŽmatique de chacun des trois g•nes codant pour les protŽines de la 

famille PACE12 chez la levure Saccharomyces cerevisiae a ŽtŽ testŽe. Leur dŽlŽtion est lŽtale, 

soulignant lÕimportance de ces protŽines au niveau cellulaire 

(http://mips.gsf.de/genre/proj/yeast). Chez cette levure, les g•nes sont Yjr072c homologue de 

Q6FNF1, Yor262w homologue de Q6BKW4 et YLR243w homologue de Q6CQA6.   

 

 1.4. La protŽine PAB0955 

 

La protŽine PAB0955 contient une sŽquence reconnue pour fixer les nuclŽotides tri-

phosphates tel que lÕATP (adŽnosine tri-phosphate) ou le GTP (guanosine tri-phosphate) en 

Nter. Cette sŽquence est un motif de Walker de type A GX1X2X3X4GK[T/S], nommŽe aussi P-

loop (phosphate binding loop), qui sert ˆ  fixer les groupements phosphates des nuclŽotides 

(Walker et al., 1982).  

La similitude de sŽquence (environ 10% dÕidentitŽ) entre les protŽines de la famille PACE12 

et les petites protŽines G a fait que ces protŽines ont ŽtŽ classŽes dans le COG1100 (Natale et 

al., 2000). Le COG 1100 (cluster of orthologous groups of proteins) regroupe diffŽrentes 

protŽines hydrolysant le GTP (GTPases) dont Sar1, une petite protŽine G. LÕactivitŽ 

dÕhydrolyse spŽcifique du GTP par PAB0955 a ŽtŽ vŽrifiŽe en solution, confirmant sa qualitŽ 

de GTPase. Afin de mieux situer cette nouvelle GTPase, qui potentiellement peut •tre une 

petite protŽine G, lÕintroduction est consacrŽe aux diffŽrentes GTPases dont la structure est 

connue. 

 

2. Les GTPases 

 

Les GTPases sont des enzymes capables de fixer et dÕhydrolyser le GTP. La plupart des 

GTPases (exception faite de la tubuline et de son homologue bactŽrien FtsZ) conservent une 

organisation tridimensionnelle semblable, avec un cÏ ur formŽ par un domaine G qui fixe les 

nuclŽotides et dÕŽventuelles insertions greffŽes sur ce cÏ ur.  

 

Le domaine G, qui caractŽrise la plupart des GTPases, forme le site de fixation et dÕhydrolyse 

des nuclŽotides (Paduch et al., 2001). Il sÕarrange en repliement de type Rossmann, cÕest-ˆ -

dire avec un feuillet-"  entourŽ dÕhŽlices-! . Ce domaine G est une alternance de brins-" , 

classiquement au nombre de 6, et dÕhŽlices-!  qui sont gŽnŽralement au nombre de 5. En plus 
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de sa conservation structurale, le domaine G poss•de Žgalement une conservation de sŽquence 

pour 5 motifs nommŽs G1 ˆ  G5 qui forment des boucles. Le motif G1 forme la P-loop qui 

fixe les phosphates du nuclŽotide, sa sŽquence est celle dÕun motif de Walker de type A, elle 

est situŽe entre le brin-" 1 et lÕhŽlice-! 1 cÕest-ˆ -dire en Nter du domaine G. Le motif G2 sert ˆ  

fixer le Mg2+ nŽcessaire ˆ  lÕhydrolyse du GTP et selon la famille de GTPases, cÕest un rŽsidu 

thrŽonine ou acide aspartique conservŽ. Le motif G3 fixe le phosphate-# du GTP et le Mg2+, 

sa sŽquence, DX1X2G, correspond ̂  un motif de Walker de type B (Walker et al., 1982). Ces 

trois premiers motifs G sont situŽs du m•me c™tŽ que les groupements phosphates du 

nuclŽotide. Alors que les motifs G4 et G5 servent ˆ  fixer la base guanine, et donnent la 

spŽcificitŽ pour le GTP et le GDP aux protŽines qui les portent. Le motif G4 poss•de une 

sŽquence consensus NKXD. Le motif G5 nÕest pas prŽsent dans toutes les GTPases, il est plus 

difficile ˆ  repŽrer en sŽquence car il peut •tre formŽ uniquement dÕune alanine, qui est le plus 

souvent prŽcŽdŽ dÕune cystŽine ou dÕune sŽrine. 

 

 Les GTPases sont impliquŽes dans diverses fonctions : transduction de signal, biosynth•se de 

protŽines, contr™le et diffŽrenciation cellulaire, translocation de protŽines ˆ  travers la 

membrane et le transport de vŽsicules. Elles jouent un r™le vital pour les cellules.  

Afin de mieux comprendre et dÕanalyser la structure de PAB0955, il Žtait important de faire 

un point sur les diffŽrentes GTPases et leur structure. En effet, la relation qui existe entre la 

conservation de la structure et celle de la fonction peut permettre de comprendre la fonction 

ou, du moins, le type de voie biologique dans laquelle est impliquŽe la protŽine dÕintŽr•t. 

Nous espŽrons donc quÕen dŽterminant la structure tridimensionnelle de PAB0955 et en 

lÕanalysant, nous obtiendrons des informations sur sa fonction biologique. Lors de cette Žtude, 

nous avons classŽ les GTPases en trois sous-familles en fonction de la conformation de leur 

domaine G. Dans la littŽrature, les revues traitant des GTPases concernent le plus souvent un 

seul type de sous-famille, les petites protŽines G (Paduch et al., 2001), les interrupteurs 

molŽculaires (Vetter and Wittinghofer, 2001, Kaziro et al., 1991, Sprang, 1997) ou les SRP 

(Keenan et al., 2001), mais jamais lÕensemble des GTPases en dŽtail. 

 

Dans une Žtude publiŽe en 2002, un dŽcoupage des GTPases en deux sous-familles a ŽtŽ fait 

par Detlet D. Leipe et al. (Leipe et al., 2002), sur la base de la sŽquence dans le but de 

comprendre lÕŽvolution de ces protŽines. La premi•re classe de protŽines nommŽe TRAFAC 

(after translation factor) inclut les facteurs de translation, les petites protŽines G, les 

dynamines, les GBP (Guanylate Binding Protein), les protŽines G hŽtŽrotrimŽriques et 
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dÕautres GTPases dont la structure nÕest pas connue. La seconde classe nommŽe SIMIBI 

(after signal recognition particle, MinD, and BioD) regroupe des ATPases comme MinD et la 

dŽthiobiotine syntŽthase (dont nous reparlerons dans lÕanalyse structurale), et Žgalement des 

GTPases comme les SRP (Signal Recognition Particle). Dans cette classification nous avons 

remarquŽ que la famille PACE12 Žtait reprŽsentŽe par un de ses homologues humain XAB1. 

La protŽine XAB1 est classŽe dans la famille SIMIBI. Ceci est en dŽsaccord avec la 

classification des protŽines de la famille PACE12 dans le COG1100 (les petites protŽines G 

Žtant classŽes dans TRAFAC).  

 

LÕŽtude de Detlet D. Leipe a ŽtŽ rŽalisŽe sur la base de la sŽquence et ne consid•re pas toutes 

les GTPases, puisque les tubulines nÕapparaissent pas dans ces deux sous-familles. CÕest 

pourquoi, nous avons choisi un autre dŽcoupage en 3 sous-familles de GTPases sur la base de 

la structure. La premi•re sous-famille inclut les protŽines possŽdant un domaine G de type 

petite protŽine G, avec un feuillet-"  mixte, que nous nommerons la famille des interrupteurs 

molŽculaires. La seconde regroupe les protŽines possŽdant un domaine G de type SRP, avec 

un feuillet-"  parall• le, et regroupe uniquement les SRP et leurs rŽcepteurs. Elle se nommera 

donc la famille des SRP. La troisi•me famille sera celle des tubulines, elle regroupe les 

tubulines et les protŽines FtsZ (homologue bactŽrien) qui ne poss•dent pas de domaine G.    

 

Cette classification structurale est souvent liŽe ˆ  une fonction ou ˆ  un mode de 

fonctionnement dans des voies mŽtaboliques prŽcises. Ceci peut Žventuellement nous guider 

sur la fonction de PAB0955. 

 

3. Une classifi cation des GTPases 

 

3.1. La famille des interrupteurs molŽculaires : domaine G avec un 

feuillet-"  mixte  

 

Les GTPases de cette premi•re sous-famille sont les plus nombreuses, elles regroupent entre 

autres les petites protŽines G (environ une centaine de protŽines). Elles poss•dent un domaine 

G dont le feuillet-"  est mixte, avec le brin-" 2 anti-parall• le aux autres brins. Elles sont 

qualifiŽes dÕinterrupteurs molŽculaires car elles ont la particularitŽ de pouvoir osciller entre 

une forme active, liant le GTP, et une forme inactive, liant le GDP. Au cours de leur cycle 
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dÕhydrolyse du GTP, de part leur changement de conformation en fonction de la nature du 

nuclŽotide, les interrupteurs molŽculaires sont capables de fixer diffŽrents partenaires et donc 

dÕinduire diffŽrents types de signaux.  

 

3.1.1.  Les petites protŽines G 

 
Les GTPases les plus ŽtudiŽes sont celles de la super famille des petites protŽines G, car elles 

sont impliquŽes dans de nombreuses maladies chez lÕhomme, dont plusieurs cancers.  

 

Les petites protŽines G sont divisŽes en 5 familles, selon leurs fonctions biologiques : 

_ RAS (diffŽrenciation et prolifŽration cellulaire) 

_ RAB (reconnaissance et la fusion vŽsiculaires) 

_ RHO (cytosquelette) 

_ RAN (transport nuclŽoplasmique et le cycle cellulaire) 

_ ARF (formation vŽsiculaire). 

Le repliement global de ces protŽines est de type Rossmann comme pour toutes les GTPases 

ou ATPases. Elles sont nommŽes petites protŽines G car elles sont gŽnŽralement constituŽes 

dÕenviron 180 acides aminŽs, donc sont de petit poids molŽculaire (20 kDa). Leur structure 

forme le domaine G et reprŽsentent le motif minimum pour fixer et hydrolyser le GTP. 

 

Le domaine G, contenant les 5 motifs G (Bourne et al., 1991) (fig.3), est constituŽ de 5 ˆ  6 

brins-" , formant un feuillet-"  mixte (le brin-" 2 est antiparall• le aux autres brins-" ), pris en 

sandwich par des hŽlices-!  dans les interrupteurs molŽculaires. 
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Figure.3.  Structure de Ras humaine en complexe avec un analogue du GTP (GMPpnp).  
(code PDB : 1CTQ (Scheidig et al., 1999)) 
 

Le motif G1, la P-loop, sert ˆ  la fixation des groupements phosphates du nuclŽotide en 

formant une boucle gr‰ce ˆ  ses glycines conservŽes. Sa sŽquence consensus 

GX1X2X3X4GK[T/S] est un motif de Walker de type A (Walker et al., 1982), contient une 

lysine qui stabilise les charges nŽgatives des phosphates. Ce motif se localise, pour les petites 

protŽines G, entre le premier brin-"   et la premi•re hŽlice-! , cÕest le cas pour la plupart des 

GTPases. 

Le motif G2 qui relie lÕhŽlice-! 1 au brin-" 2, nÕa pas de sŽquence consensus mais poss•de une 

thrŽonine conservŽe impliquŽe dans la fixation du magnŽsium (T35 dans hRas). Ce motif est 

Žgalement nommŽ Ç switch I È pour les interrupteurs molŽculaires, car il change de 

conformation en fonction de la nature du nuclŽotide fixŽ. 

Le motif G3 est un motif de Walker de type B, dont la sŽquence consensus est DX1X2G. Il est 

situŽ en Nter de la seconde hŽlice-!  , apr•s le brin-" 2 qui est anti-parall• le aux autres brins-" . 

Ce motif sert ˆ la fixation du magnŽsium et du phosphate-#. Il est aussi appelŽ Ç switch II È 

pour les interrupteurs molŽculaires car il est flexible et change de conformation en fonction de 

la nature du nuclŽotide fixŽ. Dans beaucoup de petites protŽines G, ce motif contient en plus 

une glutamine, DX1X2GQ, impliquŽe dans le mŽcanisme dÕhydrolyse du GTP par 

stabilisation de lÕŽtat intermŽdiaire, (Q61 dans hRas). 

 

G1 

G2 
Switch I  

G3 
Switch I I  

G4 

G5 

GMPpnp 

 ! 2 

 ! 1 

 ! 3 
 " 1 

 " 2 

 " 3 

 " 4 

 " 5 

 ! 6 
 ! 4 

 ! 5 
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Le motif G4, NKXD, reliant le brin-" 5 ˆ  lÕhŽlice-! 4, sert ˆ  la fixation de la base guanine. Les 

acides aminŽs asparagine et acide aspartique forment des liaisons hydrog•nes avec la base, la 

lysine forme des contacts de van der Waals avec le noyau aromatique de la base. 

Le motif G5 stabilise la base guanine en formant une liaison hydrog•ne avec lÕatome 

dÕoxyg•ne O6 spŽcifique de la guanine (absent dans lÕadŽnine). Ce motif est responsable, 

avec le motif G4, de la sŽlectivitŽ des protŽines vis-ˆ -vis de la guanine. La sŽquence du motif 

G5 est SAK le plus souvent, avec une alanine conservŽe qui fixe la base par lÕatome dÕazote 

de sa cha”ne principale. Ce motif G5 nÕest pas prŽsent dans toutes les GTPases.  

La dŽsignation des motifs G sera conservŽe tout au long du manuscrit, et les diffŽrences de 

structure ou de sŽquence de ces motifs selon les protŽines seront signalŽes. 

 

La particularitŽ de ces petites protŽines G rŽside dans leur capacitŽ ˆ  changer de structure en 

fonction du nuclŽotide fixŽ. Ce changement est important et se constate assez facilement sur 

les structures de la figure 4.a avec comme exemple la protŽine Ras humaine. Les rŽgions 

nommŽes Ç switch I et II È (motifs G2 et G3) Žtant mobiles, en absence de nuclŽotide, il est 

frŽquent quÕelles ne soient pas modŽlisŽes dans les structures cristallographiques car leur 

densitŽ Žlectronique est trop faible. 

 

  

 

 

 

Petite G 
INACTIVE 

GDP 

Petite G 
ACTIVE 

GTP 

GEF 

GAP 

Figure.4.a. Superposition de trois structures de hRas. 
 
En orange hRas en complexe avec le GMPpnp 
(1CTQ), en bleu hRas en complexe avec du GDP 
(4Q21(Milburn et al., 1990)) et en vert la protŽine 
dans sa forme complexŽe avec un facteur dÕŽchange 
(GEF) qui nÕest pas reprŽsentŽ (1BKD (Boriack-
Sjodin et al., 1998)). Les fl•ches indiquent les 
dŽplacements des motifs G2 et G3. 

Figure.4.b. Cycle dÕhydrolyse 
du GTP par des petites 
protŽines G. 
 
Le facteur dÕŽchange, GEF, 
charge la protŽine en GTP et le 
facteur dÕactivation, GAP, 
active lÕhydrolyse du GTP. 
 
 

G3 ou switch II 

G2 ou switch I 
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LÕŽtat des petites protŽines G est contr™lŽ par la nature du nuclŽotide fixŽ. Lorsque la protŽine 

fixe du GDP, elle est inactive et ne peut transmettre de signal. Comme son activitŽ dÕŽchange 

de nuclŽotide est faible, elle est rŽguleŽ par dÕautres facteurs protŽiques (fig.4.b.) (Sprang, 

1997). Ainsi une protŽine GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor) vient catalyser 

lÕactivation de la petite protŽine G en favorisant lÕŽchange du GDP par du GTP. Dans sa 

conformation liant le GTP la petite protŽine G est active, elle peut donc transmettre un signal 

cellulaire. LÕhydrolyse du GTP en GDP est catalysŽe par une protŽine GAP (GTPase 

Activating Protein) et permet le retour ˆ lÕŽtat inactif de la petite protŽine G qui se retrouve 

alors avec du GDP dans son site nuclŽotidique.  

 

3.1.2.  Les facteurs dÕŽlongation et dÕinitiation (EF-Tu, EF-G, IF) 

 

Chaque Žtape de la biosynth•se des protŽines (traduction) est contr™lŽe par de nombreuses 

macromolŽcules dont les facteurs dÕinitiation (IF ou eIF) et dÕŽlongation (EF-Tu et EF-G). 

Ces facteurs sont composŽs de 3 domaines, le domaine 1 est un domaine G, les domaines 2 et 

3 sont structurŽs en tonneau-"  antiparall• le (fig.5.a.). Ces facteurs appartiennent ˆ  la famille 

des interrupteurs molŽculaires et changent de conformation selon le type de nuclŽotide fixŽ 

(fig.5.b.) (Sprang, 1997). 

 

 

 

 

 

 
 

Figure.5.a. Structure de EF-Tu de Thermus 
aquaticus en complexe avec du GMPpnp 
(1EFT (Kjeldgaard et al., 1993)). 
Le domaine G est en beige, le domaine 2 en 
rose et le domaine 3 en violet. 

Figure.5.b. Superposition des complexes EF-
Tu/GMPpnp et EF-Tu/GDP (1TUI 
(Polekhina et al., 1996)).  
En beige et orange le domaine G de EF-
Tu/GMPpnp, en bleu celui de EF-Tu/GDP. 
En rose et violet foncŽ sont reprŽsentŽs les 
domaines 2 et 3 de EF-Tu/GDP. 

domaine 3 

domaine 2 
domaine G 

G1 

G2 

G3 

G4 

G5 

G2  

G3  
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Sur la figure 5.b. les changements structuraux entre les structures liant un analogue du GTP et 

celle liant le GDP sont signalŽs par des fl•ches rouges pour le motif G2 (switch I) et rose pour 

le motif G3 (switch II). La position du domaine G par rapport ˆ  celle des deux autres 

domaines tourne de presque 90¡ entre les deux structures, en plus des mouvements dans le 

domaine G. Ce basculement se produit au moment de lÕhydrolyse du GTP ; cela sŽpare le 

facteur dÕŽlongation de lÕARN de transfert (ARNt). 

 

La traduction a lieu au niveau du ribosome qui re•oit les ARNt transportant les acides aminŽs 

pour former la cha”ne polypeptidique et lÕARN messager (ARNm) qui contient lÕinformation 

de sŽquence ˆ  traduire. La traduction est un processus qui se divise en trois Žtapes, lÕinitiation, 

lÕŽlongation et la terminaison.  

Les facteurs dÕinitiation, comme leur nom lÕindique, dŽbutent la traduction en permettant aux 

diffŽrentes molŽcules mises en jeu dÕ•tre bien positionnŽes. Ils permettent la formation dÕun 

complexe contenant : le ribosome, lÕARNm au niveau de son codon dÕinitiation et  lÕARNt 

dÕinitiation liŽ ˆ  une mŽthionine. Ë ce moment, les facteurs dÕinitiation sont capables de fixer 

du GTP, qui par son hydrolyse va permettre un changement de conformation rendant le 

complexe dÕinitiation fonctionnel pour lÕŽlongation de la cha”ne polypeptidique, et lib•re des 

facteurs dÕinitiation. 

Les facteurs dÕŽlongation 

EF-Tu et EF-G servent ˆ  

lÕŽlongation de la cha”ne 

polypeptidique au cours de 

la traduction des protŽines 

(fig.6.). 

Les EF-Tu fixent et 

dŽlivrent lÕARNt liŽ avec 

un acide aminŽ au site A du 

ribosome dans sa forme 

liant le GTP. Le ribosome 

agit alors comme activateur 

de lÕhydrolyse du GTP 

(comme les GAP des 

petites protŽines G), ce qui  

 

 
Figure.6. Cycle dÕŽlongation de la cha”ne polypeptidique. 
En cyan la grande sous unitŽ du ribosome, en beige la 
petite, en jaune le site de terminaison de la traduction. 

Site A 

Site P 
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lib•re le facteur dÕŽlongation EF-Tu. La liaison peptidique peut alors se former, au site A du 

ribosome ; il y a donc Žlongation de la cha”ne polypeptidique. Le complexe ARNt-

polypeptide est alors transfŽrŽ du site A au site P sur le ribosome. Ceci se fait gr‰ce au  

facteur EF-G qui, par hydrolyse du GTP, peut se lier au ribosome. Il y a alors sŽparation de 

lÕARNt non chargŽ du site P ; le ribosome glisse alors sur lÕARNm, ce qui entra”ne un 

transfert de lÕARNt-polypetide du site A au site P. Ainsi le polypeptide est en place pour 

accepter la formation dÕune nouvelle liaison peptidique avec un autre acide aminŽ, qui gr‰ce 

au dŽplacement de lÕARNm correspondra au codon suivant dans la sŽquence. LÕŽtape de 

terminaison intervient lorsquÕil y a un codon stop sur la sŽquence dÕARNm. 

 

3.1.3.  Les protŽines G hŽtŽrotr imŽr iques, sous unitŽ alpha 

 
Les signaux extracellulaires sont reconnus par des rŽcepteurs ˆ  la surface de la membrane 

cytoplasmique et transmis ˆ  lÕintŽrieur des cellules par lÕintermŽdiaire de rŽcepteurs. Les 

rŽcepteurs appartenant ˆ  la famille des rŽcepteurs ˆ  7 hŽlices transmembranaires, sont couplŽs 

aux protŽines G hŽtŽrotrimŽriques. Ces protŽines poss•dent 3 sous-unitŽs G! , G"  et G#. La 

sous-unitŽ G!  porte la fonction dÕhydrolyse du GTP (fig.7.a. et 7.b.).  

 
Figure.7.a. Structure de la sous-unitŽ G"  de 
Rat en complexe avec du GMPpnp (1CIP 
(Coleman and Sprang, 1999)). 
 
La structure est ici compl•te, mais des 
hŽlices-"  recouvrent le site nuclŽotidique. 
 

 
Figure.7.b. Structure de la sous-unitŽ G"  
de Rat en complexe avec du GMPpnp 
(1CIP). 
 
La vue est dans la m•me orientation que 
celle de la fig.7.a. mais sans les hŽlices-"  
qui recouvrent le site nuclŽotidique. 
 

G1 

G2 

G3 

G4 

G5 



Introduction du projet PAB0955 

 - 16 - 

 

Cette GTPase oscille entre une 

conformation active liant le GTP (en 

orange) et une conformation inactive 

liant le GDP (en bleu) (fig.7.c.). 

Comme les petites protŽines G, les 

protŽines G hŽtŽrotrimŽriques sont 

aussi des interrupteurs molŽculaires 

qui changent de structure en fonction 

du nuclŽotide. La sous-unitŽ !  change 

de conformation selon le type de 

nuclŽotide fixŽ. Les sous-unitŽs "  et #, 

toujours liŽes ensemble, forment le 

domaine de reconnaissance du 

rŽcepteur ainsi que le domaine 

dÕinteraction et de rŽgulation des 

effecteurs (Kaziro et al., 1991).  

Il existe diffŽrentes classes de sous-unitŽs  !  : ! s(olf), ! i(o,t,g,z), ! q et ! 12, elles sont impliquŽes 

dans diffŽrentes fonctions biologiques. Lorsque la sous-unitŽ !  fixe du GTP, elle peut rŽguler 

des effecteurs intracellulaires comme lÕadŽnyl-cyclase, la phospholipase C" , les canaux K+ et 

Ca2+, la phosphodiesterase GMP cyclique. LorsquÕelle fixe du GDP, la sous-unitŽ G!  est liŽe 

avec les deux autres 

sous-unitŽs " # et ne 

peut donc fixer 

dÕeffecteur (Sprang, 

1997).  Seule la 

sous-unitŽ !  liant 

du GTP, dissociŽe 

des sous-unitŽs " #, 

peut interagir avec 

des effecteurs 

(fig.8). 

 

 
Figure.7.c. Superposition des structures de G"    en 
complexe avec du GMPpnp (orange) et celle en 
complexe avec du GDP et du PO4

2- (bleu) (1GIT 
(Berghuis et al., 1996)). 
 Les fl•ches indiquent les zones mobiles. 

 
 
Figure.8. Cycle des protŽines G hŽtŽrotrimŽriques 

G3 

G2 



Introduction du projet PAB0955 

 - 17 - 

3.1.4. Les GBP (guanylate-binding protein) 

 

Les GBP sont de grandes GTPases (60 ̂  100 kDa) impliquŽes dans la rŽponse cellulaire anti-

virale. Elles constituent la classe la plus abondante de protŽines induites par lÕinterfŽron-#, 

une substance immunomodulatoire induisant lÕexpression de g•nes impliquŽs dans la rŽponse 

anti-virale (Prakash et al., 2000b). Ces protŽines GBP sont multidomaines (fig.9.a). Elles 

poss•dent un grand domaine G (300 rŽsidus) structuralement similaire ˆ  celui des petites 

protŽines G. Ces protŽines ont en plus un autre domaine en hŽlice-!  allongŽ (violet), ce qui 

fait quÕelles sont de plus haut poids molŽculaire (60-100 kDa) que les petites protŽines G (20 

kDa). 

M•me si leur domaine G est 

structuralement proche de celui des 

petites protŽines G, il existe 

plusieurs caractŽristiques 

spŽcifiques aux GBP. Elles 

contiennent des insertions par 

rapport au domaine G canonique. 

Le motif G4, NKXD, est remplacŽ 

par une boucle RD o• lÕacide 

aspartique joue le m•me r™le 

(181TLRD184 dans hGBP1). De plus 

les GBP ont une faible affinitŽ 

pour les nuclŽotides ˆ  base 

guanine, mais ont une forte activitŽ 

dÕhydrolyse du GTP. Leur vitesse 

d'hydrolyse est de 80 min-1 alors 

que celles des petites protŽines G 

est de 0.001 ̂  0.1 min-1 (Prakash et al., 2000a). Cette vitesse dÕhydrolyse plus rapide serait 

due ˆ  la prŽsence dÕun motif conservŽ dans les GBP (103DXEKGD108 dans la GBP1 humaine). 

Ce motif riche en rŽsidus chargŽs pourrait avoir un r™le catalytique similaire ˆ  celui dÕune 

GAP (activation de lÕhydrolyse du GTP). 

Les GBP sont capables de se dimŽriser de fa•on nuclŽotide-dŽpendante (Ghosh et al, 2006). 

En absence de nuclŽotide, en complexe avec du GMP ou du GDP, la GBP est monomŽrique. 

 
Figure.9.a. Structure de la GBP1 humaine en 
complexe avec du GMPpnp (1F5N (Prakash et al., 
2000b)). 
 
Le domaine G est en beige, et le domaine en hŽlice-"  
est en violet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure.9.a. Structure de la GBP humaine 1F5N 

G4 

G5 

G1 
G3 
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Elle devient dimŽrique en fixant un nuclŽotide tri-phosphate (GTP ou GMPpnp) (Prakash et 

al., 2000b).  

Comme les protŽines de la superfamille Ras, les GBP changent de conformation selon le 

nuclŽotide fixŽ (fig.9. b et c), notamment au niveau des rŽgions Ç switch È (motifs G2 et G3).  

 

 

 

La structure de hGBP1 sans nuclŽotide contient 4 rŽgions qui nÕont pu •tre modŽlisŽes dans la 

densitŽ Žlectronique : le motif G2, le motif G3, le motif G4 et une rŽgion situŽe apr•s le motif 

G5. En absence de nuclŽotide, les interrupteurs molŽculaires sont moins stables (voir instables 

pour certains) et certains motifs G sont alors dŽsordonnŽs. La prŽsence et la nature du 

nuclŽotide affectent la conformation et la stabilitŽ de la protŽine.  

 

3.1.5.  Les Dynamines 

 
Les dynamines sont impliquŽes dans lÕendocytose, le transport de vŽsicules et le maintien de 

la morphologie des mitochondries. Ce sont de grandes GTPases (100 kDa) composŽes de 5 

 
Figure.9.b. Superposition de la structure de la 
hGBP1 seule (bleu) et en complexe avec du 
GMPpnp (orange). 
 
En violet clair le domaine en hŽlice-"  de la 
structure en complexe avec du GMPpnp 
(1F5N) et en violet foncŽ celui de la structure 
seule (1DG3 (Prakash et al., 2000a)). 

 
 
 
Figure.9.c. Zoom de la figure.9.b. sur le 
domaine G. 
 
 
Les cercles jaunes indiquent les extrŽmitŽs 
des parties non modŽlisŽes dans la 
structure sans nuclŽotide.  
 

G3 

G2 

G4 
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domaines : un domaine G en Nter, un domaine GED (GTPase effector domain) qui joue le r™le 

de GAP, un domaine qui interagit avec le domaine GED, et deux autres domaines qui 

interagissent avec la membrane des vŽsicules (Sever et al., 2000). Comme les GBP, elles 

poss•dent une faible affinitŽ pour les nuclŽotides et une forte activitŽ dÕhydrolyse (supŽrieure 

ˆ  celle des petites protŽines G); ceci Žtant probablement dž ̂  leur domaine GED. Le domaine 

G ressemble ˆ  celui des petites protŽines G avec des insertions supplŽmentaires. Les 

structures rŽsolues pour la dynamine sont celles du domaine G de la dynamine A de 

Dictyostelium discoideum avec du GDP et sans nuclŽotide. Dans les deux structures, qui sont 

similaires, 3 rŽgions nÕont pu •tre modŽlisŽes dont les deux rŽgions switch. Il est donc 

difficile de comparer les structures puisque les rŽgions qui sont susceptibles de se rŽarranger 

ne sont pas modŽlisŽes. Toutefois, nous pouvons penser que la dynamine change de 

conformation selon la nature des nuclŽotides. En effet lÕabsence du domaine GED pourrait 

expliquer lÕagitation des rŽgions qui nÕont pu •tre modŽlisŽes. Les similitudes structurales 

avec les autres interrupteurs molŽculaires confirment que la fixation des nuclŽotides doit 

entra”ner des rŽarrangements structuraux. Ces changements structuraux auraient pour but 

dÕactiver la fusion des membranes (Niemann et al., 2001). 

 

3.1.6.  Les GTPases non classiques 

 
Il existe en plus de ces familles de protŽines G bien identifiŽes, diffŽrentes GTPases dont la 

structure est connue et diff•re de celle des autres familles. Parmi ces protŽines, il y a les 

protŽines Eng A (1MKY, (Robinson et al., 2002)), B (1PUI non publiŽ) et C (1U0L, (Shin et 

al., 2004) et 1TH9 (Levdikov et al., 2004) qui sont impliquŽes dans le cycle cellulaire et sont 

donc des cibles pour produire des molŽcules anti-bactŽriennes (1SUL, (Ruzheinikov et al., 

2004)). Ces protŽines contiennent deux domaines en plus de leur domaine G. Leur domaine G 

est similaire ˆ  celui des petites protŽines G avec un feuillet-" 2 antiparall• le et des rŽgions non 

modŽlisŽes en absence de nuclŽotide triphosphate. 

Il y a Žgalement les protŽines : trmE (1RFL, non publiŽ), Obg (1UDX, (Kukimoto-Niino et 

al., 2004)) et ERA (1EGA, (Chen et al., 1999)) qui sont des GTPases avec un domaine G dont 

les rŽgions switch sont stables et un feuillet-"  mixte avec le second brin-"  anti-parall• le. Mais 

ces protŽines nÕont pu •tre cristallisŽ avec des nuclŽotides, donc on  ne peut Žtudier leur mode 

de fixation. Et enfin il y a la protŽine TOC34 (1H65 (Sun et al., 2002)) qui est Žgalement une 
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GTPase capable de se dimŽriser. La dimŽrisation permet ˆ  la protŽine de mimer lÕaction dÕune 

protŽine GAP de petite protŽine G. 

3.2. La famille des SRP : domaine G avec un feuillet-"  parall• le  

 

Le complexe ribonuclŽoprotŽique : SRP (Signal Recognition Particle) (Kuglstatter et al., 

2002) intervient dans la sŽcrŽtion des polypeptides, en cours de traduction, ˆ  travers la 

membrane du rŽticulum endoplasmique (RE). Le complexe est formŽ par lÕARN et la protŽine 

SRP. Cette protŽine est une GTPase, multidomaine avec un domaine G.  

Dans une premi•re Žtape, la protŽine SRP liant le GTP (bleu) reconna”t la sŽquence signal du 

polypeptide (rouge) en cours de synth•se. Puis, elle transporte le ribosome avec le 

polypeptide ˆ  la membrane, du RE chez les eucaryotes et la membrane plasmique chez les 

procaryotes, par lÕinteraction avec son rŽcepteur liant le GTP ˆ  proximitŽ de lÕappareil de 

translocation (Žtape 2). Les deux complexes ainsi chargŽs en GTP peuvent interagir entre eux 

par leurs domaines G, ce qui auto-active lÕhydrolyse de GTP. LÕhydrolyse sŽpare la SRP du 

polypeptide fixŽ au ribosome, le rŽcepteur de la SRP se dŽtache du translocon (Žtape 3). Le 

ribosome est alors fixŽ sur le translocon et cela assure la sŽcrŽtion du polypeptide ˆ  travers la 

membrane (fig.10) (Keenan et al., 2001). 

 
Figure.10. Translocation du polypeptide en cours de traduction ̂  travers la membrane. 

ƒtape 1 

ƒtape 2 

ƒtape 3 
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La protŽine SRP et son rŽcepteur sont des GTPases multidomaines, qui forment un 

hŽtŽrodim•re pour activer lÕhydrolyse du GTP au moment de la translocation du polypeptide. 

Chez Thermus aquaticus, la protŽine SRP est nommŽe Ffh (fifty-four homolog), par analogie 

avec la SRP54 humaine qui est une des 6 protŽines formant le complexe SRP (Keenan et al., 

2001). Nous parlerons par la suite de Ffh et de son rŽcepteur FtsY car leurs structures avec 

diffŽrents nuclŽotides ont ŽtŽ rŽsolues.  

La protŽine Ffh est formŽe de trois domaines : un domaine N de 100 rŽsidus en Nter, un 

domaine G (200 rŽsidus) qui poss•de le site de fixation des nuclŽotides et interagit avec le 

rŽcepteur et un domaine M en Cter (140 rŽsidus) riche en mŽthionine qui fixe lÕARN et la 

cha”ne polypeptidique en cours de traduction (fig.11.a.). Le rŽcepteur de la SRP, lui contient 

deux domaines : un domaine N en hŽlices-! , et un domaine G qui fixe le nuclŽotide et 

interagit avec la SRP (fig.11.b.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les domaines G de la Ffh et de son rŽcepteur FtsY sont structuralement similaires. M•me si le 

repliement est globalement proche de celui dÕun domaine G canonique de petite protŽine G, i l 

sÕen distingue significativement. Tout dÕabord le motif G2, qui fixe le magnŽsium, contient un 

acide aspartique conservŽ, D135 dans Ffh  et D139 dans FtsY, au lieu dÕune thrŽonine dans les 

interrupteurs molŽculaires. Ce motif G2 est situŽ apr•s le brin-" 2 dans Ffh et FtsY, alors quÕil 

se situe avant le brin-" 2 dans les petites protŽines G. Cette localisation diffŽrente fait quÕil 

 
 
Figure.11.a. Structure des domaines N et G 
de la Ffh en complexe avec du GMPpcp 
(1RJ9  (Egea et al., 2004)). 
Le domaine N est en rose, le domaine G en 
beige, le GMPpcp est reprŽsentŽ en b‰ton.  

 

 
 
 
Figure.11.b. Structure de FtsY en 
complexe avec du GMPpcp (1RJ9  (Egea 
et al., 2004)).  
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nÕexiste pas de grande boucle (switch I) avant le brin-" 2 dans Ffh et FtsY. Ainsi le brin-" 2 est 

parall• le aux autres brins et le feuillet-"  est donc totalement parall• le.  

De plus, les structures de Ffh en complexe avec du GDP, du GMPpnp et en absence de FtsY, 

ne montrent pas de rŽarrangements structuraux (fig.11.c). LÕacide aspartique D135 de Ffh se 

dŽplace de 0.39 •  entre la structure liant le GDP et celle liant le GMPpnp, alors que pour 

hRas par exemple le dŽplacement de la T35 est de 3.12 • . Il en est de m•me pour le motif G3 

(switch II) qui ne subit 

pas dans Ffh de 

rŽarrangements 

structuraux aussi 

important que dans les 

peti tes protŽines G. Le 

dŽplacement de la G190 de 

Ffh est de 2 •  alors que 

celui de la G60 de hRas est 

de 5.19 •  entre les 

structures en complexes 

avec le GDP et le 

GMPpnp.  

La protŽine Ffh seule ne subit pas de rŽarrangements structuraux selon la nature du nuclŽotide 

fixŽ. LorsquÕelle interagit avec son rŽcepteur, FtsY, des changements structuraux sont 

observŽs notamment au niveau 

des motifs G2 et G3 

(figure.11.d.). Ceci montre que 

ces motifs G2 et G3 sont 

Žgalement flexibles dans les SRP 

et leurs rŽcepteurs. Leurs 

conformations dŽpendent de lÕŽtat 

dÕoligomŽrisation de ces 

protŽines et non de la nature du 

nuclŽotide fixŽ. La formation du  

complexe Ffh/FtsY dŽclenche 

 
Figure.11.c. Superposition des structures de Ffh en complexe 
avec du GDP en bleu (1NG1 (Freymann et al., 1999) et en 
complexe avec du GMPpnp en orange (1JPJ (Padmanabhan 
and Freymann, 2001). 
Les zones plus foncŽes indiquent les motifs G2 et G3 qui nÕont 
pas changŽ de conformations entre les deux structures.  
 

G3 

G2 

 
Figure.11.d. Superposition de Ffh (sans FtsY) en 
complexe avec du GMPpnp (en orange 1JPJ) et en 
complexe avec FtsY (en vert 1RJ9) (Egea et al., 
2004). 
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lÕhydrolyse du GTP, avec lÕapport dÕune arginine dans le site actif de chaque protŽine. Ainsi, 

les protŽines Ffh et FtsY sÕauto-activent. 

 

3.3. La famille des tubulines : sans domaine G 

 

La formation des microtubules joue un r™le important dans les mŽcanismes liŽs ˆ  la 

croissance, la division, la diffŽrenciation, le transport et la sŽcrŽtion cellulaire. La tubuline est 

une protŽine constitutive majeure des microtubules. CÕest une GTPase qui est notamment 

rŽgulŽe par des protŽines de la famille de la stathmine. La structure de la tubuline a ŽtŽ 

dŽterminŽe en complexe avec la stathmine. La stathmine est une phosphoprotŽine qui module 

la dynamique des microtubules en rŽponse ˆ  des stimuli externes. Le complexe 

tubuline/stathmine est composŽ dÕun hŽtŽrodim•re de tubuline ! "  et dÕune molŽcule de 

stathmine (Gigant et al., 2000). 

La protŽine FtsZ est la 

tubuline procaryote. Elle 

polymŽrise Žgalement pour 

former les microtubules 

essentiels ˆ  la division 

cellulaire. Chez les 

procaryotes, FtsZ adopte la 

m•me structure que la 

tubuline (Oliva et al., 2004). 

FtsZ est formŽe de deux 

domaines : un Nter qui 

contient le site de fixation du 

nuclŽotide et un Cter qui sert 

ˆ  lÕhydrolyse du GTP. Le 

domaine N est diffŽrent des 

domaines G des autres 

GTPases. Il ne contient pas 

de motifs G. Ce domaine 

adopte un repliement de type 

 
Figure.12.a. Structure du dim•re de FtsZ en complexe avec 
du GTP (1W5A (Oliva et al., 2004)). 
En beige et violet clair sont reprŽsentŽs les domaines Nter 
des deux monom•res de FtsY, et en orange et violet foncŽ 
sont reprŽsentŽs les domaines Cter de ces monom•res, et en 
jaune la P-loop. 
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Rossmann, avec un feuillet-"  parall• le composŽ de 6 brins entourŽ dÕhŽlices-! . Le site 

nuclŽotidique nÕest complet que lorsque la protŽine est dimŽrique. La dimŽrisation se fait par 

lÕinteraction dÕun domaine Nter dÕun monom•re avec le domaine Cter de lÕautre monom•re 

(fig.12.a.).  

Le domaine Cter, composŽ dÕhŽlices-!  et de brins-" , contient la boucle T7. Cette boucle 

contient lÕacide aspartique (D238 de Methanococcus jannaschii) qui est essentiel ˆ  lÕhydrolyse 

du GTP (Oliva et al., 2004) (fig.12.b. et c).  

 

 

Sous sa forme liant le GTP la protŽine FtsZ dimŽrise. Apr•s lÕhydrolyse du GTP, les 

monom•res se sŽparent. 

 

La tubuline et la protŽine FtsZ adoptent un repliement de type Rossmann mais sont bien 

diffŽrentes des GTPases dŽcrites prŽcŽdemment. Elles ne contiennent pas de motif G et leur 

P-loop nÕest pas un motif de Walker de type A. En effet, la sŽquence qui fixe les groupements 

phosphates du nuclŽotide est une sŽquence modifiŽe riche en glycine (130GLGGGTGTG138 

pour FtsZ de Methanococcus jannaschii). La structure du monom•re ne semble pas subir de 

 
Figure.12.b. Structure de FtsZ en 
complexe avec du GTP (1W5A (Oliva et 
al., 2004)). 

 
 
Figure.12.c. Zoom de la figure.12.b. au 
niveau du site nuclŽotidique. 
 
La boucle T7 du domaine Cter dÕun 
monom•re apporte lÕacide aminŽ D238 qui 
vient complŽter le site nuclŽotidique du 
domaine Nter de lÕautre monom•re. 
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rŽarrangement structural lors de lÕhydrolyse du GTP, cependant ces protŽines oscillent entre 

une forme active et inactive selon le type de nuclŽotide fixŽ et leur degrŽ dÕoligomŽrisation.  

En rŽsumŽ la majoritŽ des GTPases sont des interrupteurs molŽculaires qui changent de 

conformation en fonction du nuclŽotide fixŽ. DÕun point de vue structural, elles sont 

monomŽriques, leur feuillet-"  est mixte et leurs motifs G2 et G3 changent de conformation 

selon le nuclŽotide fixŽ. LÕoscillation entre leur Žtat actif et inactif est contr™lŽe par les 

protŽines GAP et GEF.  

Les protŽines de la famille des SRP poss•dent un feuillet-"  parall• le, leur structure ne varie 

pas sensiblement en fonction du nuclŽotide fixŽ (pas de GEF ou de GAP). Cependant 

lÕhydrolyse du GTP est activŽe par lÕhŽtŽrodimŽrisation entre la SRP et son rŽcepteur. 

Les propriŽtŽs biochimiques de ces domaines G (affinitŽ pour le nuclŽotide, vitesse 

dÕhydrolyse) dŽpendent visiblement du r™le biologique tenu. LÕensemble de ces donnŽes 

structurales et biochimiques sur les domaines G va nous permettre de situer PAB0955 dans ce 

contexte et nous aider ˆ  identifier son r™le et son mode de fonctionnement en mettant en 

Žvidence les diffŽrences et les similitudes avec les structures de domaines G dŽjˆ  connues. 

 

Ë titre dÕexemple, aucune GTPase homodimŽrique avec un domaine G nÕa ŽtŽ identifiŽe ˆ  ce 

jour. 
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I.1. Biochimie de PAB0955 
 

I.1.1. Expression et purification de PAB0955 

 

La protŽine codŽe par le g•ne PAB0955 de Pyrococcus abyssi a ŽtŽ produite et purifiŽe par 

nos collaborateurs de lÕŽquipe de Jean Armengaud du CEA de Marcoule. La prŽsence de 

codons rares chez Pyrococcus abyssi a nŽcessitŽ lÕutilisation de la souche Rosetta(DE3)pLys 

qui contient des g•nes codant pour des ARNt supplŽmentaires pour les acides aminŽs 

arginine, isoleucine, proline et leucine. La premi•re Žtape de purification se fait par chauffage 

de lÕextrait cellulaire ˆ  80¡C, car la majoritŽ des protŽines dÕEscherichia coli sont dŽnaturŽes 

alors que les protŽines de Pyrococcus abyssi qui est une archaea hyperthermophile rŽsistant ˆ  

des hautes tempŽratures (environ 100¡C). Puis, la protŽine PAB0955 est purifiŽe sur une 

colonne dÕaffinitŽ gr‰ce ˆ  son Žtiquette constituŽe de 14 acides aminŽs dont six histidines, 

situŽe en Nter. Notre protŽine ayant un point isoŽlectrique thŽorique de 5.6, la derni•re Žtape 

de purification se fait sur une colonne Žchangeuse dÕanion (Resource-Q). La purification 

permet dÕobtenir 6,6 mg de protŽine recombinante pure par litre de culture. La protŽine est 

ensuite analysŽe par spectromŽtrie de masse et par sŽquen•age Nter. Ceci a confirmŽ que 

cÕŽtait bien la protŽine PAB0955 recombinante qui a ŽtŽ purifiŽe, avec une masse molŽculaire 

attendue de 30298 Da au vue de sa sŽquence primaire (fig.I.1.). 

 

MRGSHHHHHH GMASMIVVFV GTAGSGKTTL TGEFGRYLED NYKVAYVNLD 
TGVKELPYEP SIDVREFVTV EEIMREGYGP NGAIVESYDR LMEKFNEYLN  
KILRLEKEND YVLIDTPGQM ETFLFHEFGV RLMENLPYPL VVYISDPEIL 
KKPNDYCFVR FFALLIDLRL GATTIPALNK VDLLSEEEKE RHRKYFEDID 
YLTARLKLDP SMQGLMAYKM CSMMTEVLPP VRVLYLSAKT REGFEDLETL  
AYEHYCTCGD LT 
 

Figure.I.1. SŽquence de PAB0955 recombinante 
SurlignŽ en vert lÕŽtiquette 6 histidines, surlignŽ en jaune le motif de Walker de type A qui fixe 
les groupements phosphates du nuclŽotide. 
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I.1.2. DegrŽ dÕoligomŽrisation de PAB0955 

 

La protŽine recombinante PAB0955 contient 262 acides aminŽs. Lors de mon arrivŽe au 

laboratoire, diffŽrents Žtats dÕoligomŽrisation (fig.I.2.) avaient ŽtŽ rŽvŽlŽs par une analyse de 

chromatographie dÕexclusion. Les diffŽrents Žtats dÕoligomŽrisation (30% de dim•re, 50% de 

tŽtram•re et 20% dÕoctam•re) sont dus aux deux cystŽines situŽes en Cter de la protŽine qui 

forment un pont disulfure inter-cha”ne. Une Žtude par Žlectrophor•se sur gel dÕacrylamide en 

conditions dŽnaturantes, a permis de constater que cette oligomŽrisation Žtait rŽversible par 

ajout de DTT (fig.I.3.). En prŽsence de DTT la protŽine est homog•ne, sa masse correspond ̂  

celle dÕun dim•re. Les tests de cristallisation qui suivent ont tous Žtaient rŽalisŽs en prŽsence 

de DTT afin de conserver une solution protŽique homog•ne monodisperse. 

 

Figure.I.2. Profil dÕŽlution de PAB0955 par chromatographie dÕexclusion. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure.I.2.  En bleu la fraction FP041 ne 
contient pas de DTT, il y a plusieurs multim•res 
(8X : octam•re, 4X : tŽtram•re, 2X dim•re). En 
rouge la fraction Fp040 qui contient du DTT, la 
protŽine est sous forme dimŽrique exclusivement.   
 
 
Figure.I.3. Gel dÕŽlectrophor•se ˆ  12.5% 
dÕacrylamide en condition native. LÕajout de 
DTT permet dÕobtenir majoritairement la forme 
dimŽrique. 

 
Figure.I.3. Gel dÕŽlectrophor•se 

natif 

 
 

Sans DTT          Avec DTT 

Dim•re 
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I.1.3. ActivitŽ GTPase de PAB0955 

 

La protŽine PAB0955 poss•de un motif de Walker de type A en Nter (7GTAGSGKT14), 

permettant la fixation et lÕhydrolyse de nuclŽotide tri-phosphate (fig.I.1.). LÕactivitŽ hydrolase 

de PAB0955 a donc ŽtŽ testŽe en solution montrant que PAB0955 est une GTPase. Ces tests 

dÕactivitŽ ont ŽtŽ rŽalisŽs ˆ  la tempŽrature optimale de croissance de Pyrococcus abyssi 

(82¡C). 

Des quantitŽs croissantes de protŽines (0.2 ˆ  1µM) sont incubŽes avec une quantitŽ fixe de 

GTP (200µM) dans un tampon EPPS ˆ  50mM ˆ  pH 7 avec du MgCl2 ˆ  5mM. Le tampon 

EPPS ne varie pas de pH ˆ  haute tempŽrature. LÕensemble protŽine et GTP ˆ  80¡C est analysŽ 

ˆ  diffŽrents temps (0, 5, 10, 15, 30 et 60 min) gr‰ce ˆ  la sŽparation des diffŽrents nuclŽotides. 

LÕhydrophobicitŽ du GTP (substrat) est diffŽrente de celle du GDP (produit) cela permet de 

les sŽparer (colonne C18). 

Ë cette tempŽrature, optimale pour lÕarchaea, lÕactivitŽ spŽcifique dÕhydrolyse du GTP de 

PAB0955 est de 0,012 µmol de GTP hydrolysŽ en GDP par minute et par milligramme de 

protŽine. Cette vitesse dÕhydrolyse est plus faible que celle dÕune protŽine de type kinase (de 

lÕordre du µmol), 10 fois plus rapide que celle dÕune petite protŽine G sans GAP (Sauvage et 

al., 1991).  

LÕactivitŽ GTPase de la protŽine XAB1, homologue humain de PAB0955, a ŽtŽ observŽe par 

auto-radiographie sur gel (Nitta et al., 2000). Apr•s 30 minutes, le GTP est hydrolysŽ 

partiellement par XAB1, environ 30 ˆ  40% dÕapr•s lÕintensitŽ des bandes sur le gel. Les 

conditions expŽrimentales pour mesurer lÕactivitŽ dÕhydrolyse de XAB1 utilisent 10 fois 

moins de substrat que dÕenzyme. Au contraire nous avons utilisŽ 100 fois plus de substrat que 

de protŽine pour mesurer lÕactivitŽ dÕhydrolyse de PAB0955. Il est donc difficile de comparer 

leur activitŽ ˆ  la n™tre, mais dans les deux cas, la vitesse dÕhydrolyse nÕest pas comparable ˆ  

celle dÕune kinase.  

  

I.1.4. Repliement de PAB0955 

 

Avant dÕentreprendre des tests de cristallisation, il est important de savoir si la protŽine 

ŽtudiŽe est repliŽe ; cÕest-ˆ -dire si elle adopte des structures secondaires de type hŽlice-!  ou 

brin-" . Les protŽines prŽsentant des parties non repliŽes ou trop flexibles pour adopter 

toujours la m•me conformation ont peu de chance de cristalliser. Sur le serveur ExPASy 
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(http://www.expasy.org/tools/#secondary) il est possible de faire une prŽdiction de structure 

secondaire. Notre protŽine devrait, selon la prŽdiction, prŽsenter une alternance de brins-"  et 

dÕhŽlices-! . Sachant que les GTPases adoptent un repliement de type Rossmann, ceci est en 

accord avec la prŽdiction de structure secondaire. 

Nos collaborateurs du CEA de Marcoule ont analysŽ la solution de protŽine pure par 

dichro•sme circulaire. Cette technique permet de conna”tre la proportion dÕhŽlices-! , de brins-

"  et de parties non structurŽes dans une protŽine. Le dichro•sme circulaire repose sur le fait 

que les protŽines sont des structures optiquement actives qui nÕabsorbent pas de la m•me 

fa•on la lumi•re polarisŽe circulairement ˆ  droite et ˆ  gauche. De cette analyse, ils ont pu 

confirmer que la protŽine Žtait repliŽe ; et quÕelle adoptait une structure avec environ  50% en 

hŽlice-!  et  50% en brin-" . 

Une fois la protŽine purifiŽe, elle nous est envoyŽe congelŽe. CÕest pourquoi nous avons tout 

dÕabord vŽrifiŽ que le transport et la congŽlation nÕavaient pas affectŽ son repliement. Pour 

cela, nous avons utilisŽ la rŽsonance magnŽtique nuclŽaire ˆ  une dimension, pour savoir si la 

protŽine Žtait correctement repliŽe et pour tester sa thermostabilitŽ. Les spectres ont montrŽ 

que la protŽine Žtait repliŽe, et quÕelle le restait en augmentant la tempŽrature (jusquÕ̂ 48¡C). 

Elle est donc bien thermostable. La propriŽtŽ de thermostabilitŽ vient du fait que Pyrococcus 

abyssi est une archaea hyperthermophile. La conservation de cette propriŽtŽ nous indique que 

la protŽine nÕa pas ŽtŽ altŽrŽe au cours du transport ou par la congŽlation. 

La protŽine recombinante PAB0955 est donc pure, homog•ne en solution, dimŽrique,  

thermostable, elle prŽsente des structures secondaires et poss•de une activitŽ dÕhydrolyse 

spŽcifique pour le GTP. 

 

I.2. Cristallisation de PAB0955 
 

Afin de pouvoir dŽterminer la structure tridimensionnelle par rayons X de notre protŽine, il 

faut tout dÕabord obtenir des cristaux de celle-ci. Le cristal est un agencement pŽriodique de 

molŽcules dans les trois dimensions de lÕespace. Cette organisation tridimensionnelle 

spŽcifique fait que les rayons X diffusŽs par les nombreuses molŽcules du cristal vont 

interfŽrer de fa•on constructive dans certaines directions privilŽgiŽes, permettant la mesure 

dÕun spectre de diffraction. 

Les cristaux doivent •tre mono-cristallin afin dÕobtenir un spectre de diffraction de bonne 

qualitŽ permettant la rŽsolution de la structure atomique de notre protŽine.  



Chapitre I du projet PAB0955 : Biochimie et Cristal l isation 

 - 30 - 

  I.2.1. Principe de la Cristallisation 
 

I.2.1.1. Diagramme de phase 

 
La solubilitŽ d'une macromolŽcule est fonction de nombreux param•tres comme le pH, la 

tempŽrature, la force ionique, l'effet d'additifs, etc. Lors de la cristallisation, la concentration 

de la macromolŽcule augmente jusqu'ˆ atteindre l'Žtat de sur-saturation favorable ˆ  l'obtention 

de cristaux (fig.I.4.). 

Les cristaux sont obtenus en formant des gouttes au-dessus dÕun rŽservoir. L'Žquilibre s'Žtablit 

entre la goutte et le rŽservoir par diffusion des esp•ces volatiles jusqu'̂  ce que la tension de 

vapeur soit la m•me dans la goutte et dans le rŽservoir. Dans la plupart des cas, la goutte est 

initialement plus diluŽe que le rŽservoir ce qui entra”ne une Žvaporation partielle de la goutte. 

La protŽine qui ne sÕŽchange pas avec le rŽservoir reste dans la goutte et donc se concentre.  

 

 

Figure.I.4. Diagramme de phase dÕune protŽine 
La fl•che jaune indique lÕŽvolution du syst•me lors de lÕŽquilibration par diffusion de vapeur 
jusquÕ̂ la nuclŽation. La fl•che rouge indique lÕŽvolution de la goutte apr•s nuclŽation, les 
cristaux se forment et la concentration en protŽine diminue dans la goutte.  

 

 

 

 



Chapitre I du projet PAB0955 : Biochimie et Cristal l isation 

 - 31 - 

I.2.1.2. Technique de la goutte suspendue 

 

La mŽthode la plus utilisŽe pour cristalliser les macromolŽcules est la diffusion de vapeur en 

goutte suspendue (fig.I.5.) (McPherson, 1990).  

 

 

Figure.I.5. Syst•me de cristallisation par diffusion de vapeur en goutte suspendue. 
La fl•che orange indique lÕŽvolution du syst•me lors de lÕŽquilibration par diffusion de 
vapeur. 
 

Nous avons utilisŽ deux types de bo”tes pour la cristallisation en goutte suspendue. Les bo”tes 

Limbro et Nextal. Dans une bo”te Limbro, la goutte est formŽe sur une lamelle de verre 

siliconŽe, qui ensuite est scellŽe par de la graisse pour avoir un syst•me hermŽtique. Dans une 

bo”te Nextal, la goutte est formŽe sur un bouchon de plastique, qui est visŽ sur le puit, et qui 

poss•de un joint plastique rendant le syst•me aussi hermŽtique que la graisse (fig.I.6.).  

 

Figure.I.6. Bo”te Nextal de cristallisation 

 

La cinŽtique de la diffusion dŽpend des diffŽrences de concentration dans la goutte et dans le 

rŽservoir mais Žgalement de la gŽomŽtrie du syst•me, du volume de la goutte et de sa distance 

au rŽservoir (DeTitta and Luft, 1995). Les volumes de rŽservoir sont classiquement de 0,5 ml 

ou 1 ml. Les gouttes sont gŽnŽralement formŽes du mŽlange de la protŽine avec la solution du 

rŽservoir dans un rapport 1 pour 1, la goutte a donc un volume initial de 2 µl.  

cristaux 

Goutte  
suspendue 

puits 

Bouchon 
vissŽ sur  le 
puit 
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Lorsque lÕon fait de larges criblages des diffŽrentes conditions de cristallisation, gr‰ce ˆ  des 

kits commerciaux, les robots de cristallisation utilisent la technique de la goutte assise. Le 

principe dÕobtention des cristaux reste le m•me, par diffusion de vapeur, mais la goutte est 

assise sur une cupule au-dessus du puits au lieu dÕ•tre suspendue.  

 

I.2.2. Cristallisation de PAB0955 
 

I.2.2.1. Cristallisation de la protŽine Native et Apo 

 

Il faut tout dÕabord dŽterminer la concentration de protŽine appropriŽe ˆ  utiliser, cÕest ˆ  dire la 

gamme de concentration pour laquelle nos gouttes ne seront ni toutes limpides ni toutes 

prŽcipitŽes. Le but Žtant de se placer, au moment de la formation des gouttes, au plus proche 

de la zone de solubilitŽ de la protŽine. Cette zone est estimŽe par lÕobservation de gouttes 

formŽes avec une gamme de concentration en protŽine et en agent prŽcipitant. Cette 

estimation sert de point de dŽpart pour les premiers essais de cristallisation et peut •tre affinŽe 

par la suite.  

 Nous avons ainsi estimŽ quÕune concentration de lÕordre de 8mg.ml-1 Žtait appropriŽe pour un 

premier essai de cristallisation avec PAB0955.  

Pour couvrir une large de gamme de diffŽrentes conditions de cristallisation nous avons utilisŽ 

des kits commerciaux. Avec les premiers essais de cristallisation que nous avions entrepris sur 

PAB0955, nous avions obtenu des oursins (amas de fines aiguilles) avec du sulfate 

dÕammonium comme agent prŽcipitant et des prŽcipitŽs avec le PEG6000. Nous avons donc 

utilisŽ les kits nommŽs Crystal screen I et II (Jancarik and Kim, 1991), et un kit contenant du 

sulfate dÕammonium ˆ  diffŽrents pH de chez Hampton Research. Le kit crystal screen I et II 

permet de tester une gamme de pH de 4 ˆ  9, avec ou sans sel et diffŽrentes natures dÕagents 

prŽcipitants. Ces premiers tests nous ont permis dÕobtenir les premiers cristaux de PAB0955 

(20 µm) apr•s une journŽe (fig.I.7.a.).  

La solution de cristallisation contient du tri-Na-citrate pH 5.6 ˆ  0.1 M; 20% isopropanol 

(v/v) ; 20% PEG 4000 (w/v) et du DTT ˆ  20 mM. LÕisopropanol est un solvant volatil, qui 

sÕŽvapore rapidement et crŽe des mouvements de convection dans les gouttes entra”nant les 

cristaux. Afin dÕŽviter ces probl•mes et dans lÕobjectif dÕoptimisation de nos cristaux (pour 

quÕils soient plus volumineux) lÕisopropanol a ŽtŽ remplacŽ par dÕautres solvants. Parmi eux, 

le dioxane permet dÕobtenir les cristaux les plus volumineux (fig.I.7.b.). Ces cristaux obtenus 
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en 6 jours sont reproductibles. Ils ont permis lÕenregistrement dÕun jeu de donnŽes complet ˆ  

lÕE.S.R.F. (voir chapitre II rŽsolution de structure). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les sources de rayons X puissantes comme le rayonnement synchrotron provoquent des 

dommages dÕirradiation importants dans les cristaux (production de radicaux libres, rupture 

de liaison covalente É) . Une des solutions pour  diminuer ces dommages dÕirradiation, qui 

dŽforment et dŽtruisent lÕŽdifice cristallin, est de congeler les cristaux et de les maintenir 

pendant lÕenregistrement des donnŽes sous un flux constant dÕazote gazeux ̂  environ -160¡C. 

La congŽlation permet de limiter la diffusion des radicaux libres et ralentit donc leur effet. 

Malheureusement, la congŽlation crŽe des tensions sur le cristal qui introduisent des dŽfauts ˆ  

diffŽrents degrŽs. Pour conserver la qualitŽ des cristaux, sÕils se dŽsorganisent au moment de 

la congŽlation, il est nŽcessaire de tester diffŽrents agents cryo-protectant (Garman and 

Schneider, 1997). Selon la protŽine et ses conditions de cristallisation, il faut trouver le cryo-

protectant adŽquat pour ne pas fragiliser le cristal. Il existe par exemple un kit de 36 cryo-

protectants diffŽrents, chez Hampton Research. Parmi ces cryo-protectants, il y a des huiles 

(paratone, paraffine), des sels ˆ  forte concentration (nitrate de lithium ˆ  8 M, chlorure de 

sodium ˆ  5 M), des sucres (glucose, trŽhalose, raffinose), des polyols (butandiol, hexanediol 

É) , des solvants organiques (Žthanol, propanol É)  et des polym•res (Žthyl•ne glycol, des 

PEG de diffŽrentes tailles É ). 

 

 

 

Figure I.7.a. Cristaux de PAB0955 native 
(20 µm). 
Condition de cristallisation  
tri-Na citrate pH 5.6 ˆ  0.1 M 
20% isopropanol  
20% PEG 4K 
DTT ˆ 20 mM  
PAB0955 ˆ 8mg.ml-1  
 
 

Figure I.7.b. Cristaux de PAB0955 native 
(300 µm). 
Condition de cristallisation  
tri-Na citrate pH 5.6 ˆ 0.1 M 
3% dioxane 
15% PEG 4K 
DTT ˆ 20 mM   
PAB0955 ˆ 8mg.ml-1 
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I.2.2.2. Cristallisation de la protŽine avec des  sels dÕatomes lourds 

 

Il nÕy a pas dÕhomologue proche en sŽquence (dÕau moins 20% dÕidentitŽ) de PAB0955, dont 

la structure ait ŽtŽ rŽsolue. Par exemple il y a seulement 12% dÕidentitŽ de sŽquence entre 

PAB0955 et la petite protŽine  Ras humaine. Nous nÕavons donc pas tentŽ le remplacement 

molŽculaire pour rŽsoudre la structure de PAB0955. Nous avons dŽcidŽ de dŽterminer les 

phases avec des cristaux de protŽines contenant des atomes lourds pour pouvoir rŽsoudre la 

structure de PAB0955. Des trempages de nos cristaux natifs et des co-cristallisations de la 

protŽine avec diffŽrentes solutions de sel dÕatomes lourds ont ŽtŽ rŽalisŽs.  

En collaboration avec Meike Stelter et Richard Kahn du Laboratoire de Cristallographie des 

MacromolŽcules de lÕIBS nous avons pu tester un dŽrivŽ cagŽ de gadolinium DTPA-BMA 

(fig.I.8.) (Girard et al., 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure.I.8. Complexe cagŽ de gadolinium DTPA-BMA. 

 

LÕavantage de cet ion Gd3+ est que son facteur fÕÕ est de 28e- ˆ  son seuil L3 (# = 1.7117 • ) et 

12e-  pour le rayonnement dÕune anode tournante de laboratoire (# = 1.54 • ). Avec des 

cristaux dŽrivŽs de gadolinium, il est donc possible de dŽterminer les phases avec une source 

de rayons X de laboratoire. De plus, les complexes de gadolinium cagŽ sont non toxiques, ce 

qui facilite leur manipulation. DÕapr•s les Žtudes menŽes par Meike Stelter durant sa th•se, les 

conditions de cristallisation pour les protŽines quÕelle a testŽ, restent les m•mes en prŽsence 

de complexe de gadolinium. Cela facilite lÕobtention de cristaux dŽrivŽs par co-cristallisation.  

 

Les cristaux natifs ont ŽtŽ trempŽs dans des solutions de Gd-DTPA-BMA ˆ  diffŽrentes 

concentrations (10, 50 et 100 mM) et pendant diffŽrents temps (quelques heures ˆ  2 jours). 

Apr•s cryo-protection comme pour les cristaux natifs, ces cristaux dŽrivŽs ont ŽtŽ congelŽs. 

 Gd  CH3NHOC CONHCH3 

DTPA-BMA 
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Nous avons alors enregistrŽ trois jeux de donnŽes ˆ  lÕE.S.R.F. sur la ligne de lumi•re BM30-

A ˆ  diffŽrentes longueurs dÕondes, au seuil du Gd (# = 1.7117 • ), ˆ  lÕinflexion (# = 1.70107 

• ) et une ŽloignŽe des deux premi•res (# = 1.3001 • ). Ceci afin de pouvoir dŽterminer les 

phases ˆ  lÕaide du signal anomal enregistrŽ ˆ  plusieurs longueurs dÕonde. Les cristaux 

diffractaient jusquÕ̂ 3 •  avec un Rsym global de 8% pour le meilleur jeu, ce qui est dŽjˆ  ŽlevŽ 

pour extraire le signal anomal qui est faible. Les cristaux ont tout de m•me permis de 

dŽterminer la prŽsence dÕun site de Gadolinium par monom•re de PAB0955. Le taux 

dÕoccupation du gadolinium nÕŽtait par contre pas suffisant pour pouvoir rŽsoudre la structure 

de PAB0955 avec ces cristaux dŽrivŽs.  

 

Afin dÕaugmenter le taux dÕoccupation du site de Gd-DTPA-BMA, des co-cristallisations de 

la protŽine avec ce complexe ont ŽtŽ rŽalisŽes. Des cristaux ont ŽtŽ obtenus en 6 jours ˆ  293K 

par la technique de la goutte suspendue en faisant une gamme de concentration en PEG4000 ̂  

partir des conditions de cristallisation de la protŽine native, en ajoutant ˆ  chaque goutte 1µl de 

Gd-DTPA-BMA ˆ  diffŽrentes concentrations (10, 50 et 100 mM). Ceci nous a permis 

dÕenregistrer un jeu de donnŽes complet ˆ  lÕE.S.R.F. sur la ligne de lumi•re ID14-eh4 (# = 

1.2782 • ), avec un cristal de 100 µm obtenu par co-cristallisation avec du Gd-DTPA-BMA ˆ  

100 mM (fig.I.9.). 

 

Apr•s traitement de ce jeu ˆ  une seule 

longueur dÕonde (S.A.D.) la prŽsence du site 

de fixation de lÕion Gadolinium a ŽtŽ 

confirmŽe. Le taux dÕoccupation du 

Gadolinium et la qualitŽ de diffraction de ce 

cristal ont permis dÕobtenir des phases de 

tr•s bonne qualitŽ (voir le chapitre II 

rŽsolution de structure). 

 

 

 

 

 

 

  
Figure I.9. Cristal de PAB0955  
en complexe avec du Gd-DTPA-BMA  
(100 µm). 
Condition de cristallisation  
tri-Na citrate pH 5.6 ˆ 0.1 M    
16% PEG 4K 
3% dioxane 
DTT ˆ 20 mM 
PAB0955 ˆ 10.7 mg.ml-1  
Gd-DTPA-BMA ˆ  100 mM 
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I.2.2.3. Cristallisation de la protŽine en complexe avec des nuclŽotides 

 

Apr•s avoir rŽsolu la structure de la protŽine native et sans nuclŽotide, des essais de 

cristallisation ont ŽtŽ entrepris avec diffŽrents nuclŽotides ˆ  base guanine. 

Des trempages de cristaux natifs ont ŽtŽ rŽalisŽs avec un analogue non-hydrolysable du GTP, 

le GTP$S qui contient un atome de soufre ˆ  la place dÕun des atomes dÕoxyg•ne liŽ au 

phosphate-$. Les cristaux natifs ne supportent pas la prŽsence de nuclŽotide, ils se fissurent et 

se dissolvent. Il est donc impossible dÕobtenir les structures de la protŽine en complexe avec 

des nuclŽotides par trempage. Ceci sÕest vŽrifiŽ pour lÕensemble des nuclŽotides testŽs. 

 

Les nuclŽotides tr i-phosphates  

La co-cristallisation de PAB0955 avec le GTP$S dans une large gamme autour des conditions 

de cristallisation de la protŽine apo nÕa pas eu plus de succ•s. Aucun cristal nÕa pu •tre obtenu 

ˆ  partir de ces conditions. 

La co-cristallisation de la protŽine avec le GTP$S a donc ŽtŽ rŽalisŽe avec les kits 

commerciaux de Hampton en nanogoutte (robot de cristallisation de lÕEMBL). Ceci dans le 

but de tester une large gamme de conditions de cristallisation avec peu de matŽriel biologique. 

Sur les 576 conditions diffŽrentes testŽes, 97 ont permis lÕobtention de cristaux soit 17%. Ce 

nombre important de conditions variŽes de cristall isation (toujours avec du PEG) montre que 

la protŽine est sans doute plus stable en prŽsence dÕun nuclŽotide (donc plus apte ˆ  

cristalliser). Parmi toutes ces conditions, celles qui permettent dÕobtenir les cristaux les plus 

volumineux sont proches de celle de la protŽine apo, un sel (acŽtate dÕammonium) rempla•ant 

le solvant (dioxane).  

Les premi•res co-cristallisations avec le GTP$S ont ŽtŽ rŽalisŽes en utilisant un rapport dÕune 

molŽcule de nuclŽotide pour un monom•re de protŽine. Le taux dÕoccupation du GTP$S 

observŽ dans ces structures est dÕenviron 50%, en consŽquence le rapport nuclŽotide/protŽine 

a ŽtŽ augmentŽ. Pour avoir un taux dÕoccupation de 100%, il fallut utiliser un ratio quatre fois 

plus important (fig.I.10.a.). 

Deux autres analogues non-hydrolysable du GTP ont Žgalement ŽtŽ testŽs en co-cristallisation 

avec PAB0955 dans les m•mes conditions, le GMPpcp (fig.I.10.b.) et le GMPpnp (fig.I.10.c.) 

qui contiennent un atome de carbone ou dÕazote entre les phosphates "  et $ respectivement.  
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Le GTP a Žgalement ŽtŽ testŽ, dans trois conditions diffŽrentes. La premi•re dans des 

conditions similaires aux prŽcŽdentes, afin de savoir si notre protŽine Žtait active dans les 

conditions de cristallisation. Des cristallisations sont faites en parall• le ˆ  18¡C o• nous 

espŽrons observer une hydrolyse du GTP (fig.I.11.a.) et ˆ  4¡C, o• nous espŽrons ralentir le 

mŽcanisme dÕhydrolyse (fig.I .11.b.). Dans un second temps, des co-cristallisations avec un 

chŽlateur de magnŽsium, lÕEDTA, ont ŽtŽ rŽalisŽes afin de savoir si, comme pour les autres 

GTPases, le Mg2+ Žtait essentiel ˆ  lÕhydrolyse du GTP (fig.I.11.c.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure.I.10.a. Cristaux 
de PAB0955 avec GTP! S. 
(100 µM) 
 
Condition de cristallisation  
tri-Na citrate pH 5.6 ̂  0.1 M 
13% PEG 4K  
NH4 acŽtate ˆ  0.2 M 
 
DTT ˆ 20 mM 
PAB0955 ̂  8 mg.ml-1 
GTP$S ˆ  0.65 mM 
18¡C 
 

Figure.I.10.b. Cristaux 
de PAB0955 avec GMPpcp. 
(50 µM) 
 
Condition de cristallisation  
tri-Na citrate pH 5.6 ̂  0.1 M 
17% PEG 6K  
NH4 acŽtate ˆ  0.2 M 
NaCl ˆ  50 mM 
DTT ˆ 20 mM 
PAB0955 ̂  5 mg.ml-1 
GMPpcp ̂  0.65mM 
18¡C 
 

Figure.I.10.c. Cristaux 
de PAB0955 avec GMPpnp. 
(80 µM) 
 
Condition de cristallisation  
tri-Na citrate pH 5.6 ̂  0.1M 
16% PEG 6K  
NH4 acŽtate ˆ  0.2 M 
 
DTT ˆ 20 mM 
PAB0955 ̂  7 mg.ml-1 
GMPpnp ̂  0.65mM 
18¡C 
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Le nuclŽotide di-phosphate avec et sans additifs 

La co-cristallisation en prŽsence de GDP, produit de lÕhydrolyse du GTP, a Žgalement ŽtŽ 

rŽalisŽe, pour savoir si la protŽine avait de lÕaffinitŽ pour son produit (fig.I.12.a.). Des cristaux 

ont ŽtŽ obtenus dans des conditions de cristallisation similaires ˆ  celles des autres nuclŽotides.  

Puis, afin de mimer un Žtat intermŽdiaire de la rŽaction dÕhydrolyse, plusieurs analogues du 

phosphate ont ŽtŽ co-cristallisŽs en prŽsence de GDP, ainsi que du phosphate lui-m•me. Nous 

avons ainsi obtenu des cristaux en prŽsence de sels de tungstate de sodium (fig.I.12.b.), de 

phosphate de sodium et de fluorure dÕaluminium (fig.I.12.c.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure.I.11.a. Cristaux de 
PAB0955 avec GTP (18¡C). 
(50 µM) 
 
Condition de cristallisation  
tri-Na citrate pH 5.6 ̂  0.1 M 
15% PEG 4K  
NH4 acŽtate ˆ  0.2 M 
 
DTT ˆ 20 mM 
PAB0955 ̂  8 mg.ml-1 
GTP ˆ  0.65 mM 
18¡C 
 

Figure.I.11.b. Cristaux de 
PAB0955 avec GTP (4¡C). 
(300 µM) 
 
Condition de cristallisation  
Acide citrique pH 5 ˆ  0.1 M 
8% PEG 6K et 10% glycŽrol 
Lithium Cl ˆ  1 M 
NaCl ˆ  50 mM 
DTT ˆ 20 mM 
PAB0955 ̂  8 mg.ml-1 
GTP ˆ  1mM 
4¡C 
 

Figure.I.11.c. Cristaux de 
PAB0955 avec GTP 
(EDTA). (80 µM) 
 
Condition de cristallisation  
tri-Na citrate pH 5.6 ̂  0.1 M 
12% PEG 4K  
NH4 acŽtate ˆ  0.1 M 
DTT ˆ 20 mM 
PAB0955 ̂  8 mg.ml-1 
GTP ˆ  0.65mM 
18¡C 
EDTA ˆ 10mM 
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Figure.I.12.c. Cristaux de 
PAB0955 avec GDP (PO4 et 
AlF) 
(230 µM) 
Condition de cristallisation  
MES pH 6 ˆ  0.1 M 
9% PEG 6K  
Lithium Cl ˆ  1 M 
 
DTT ˆ 20 mM 
PAB0955 ̂  8 mg.ml-1 
GDP ˆ  0.65 mM 
18¡C 
NaF ˆ  56 mM avec de 
lÕAlCl3 ˆ  8 mM 
ou PO4Na ˆ  20 mM 

Figure.I.12.a. Cristaux de 
PAB0955 avec GDP. 
(50 µM) 
 
Condition de cristallisation  
tri-Na citrate pH 5.6 ̂  0.1 M 
13% PEG 4K  
NH4 acŽtate ˆ  0.2 M 
 
DTT ˆ 20 mM 
PAB0955 ̂  8 mg.ml-1 
GDP ˆ  0.65 mM 
18¡C 
 

Figure.I.12.b. Cristaux de 
PAB0955 avec GDP (WO4). 
(200 µM) 
 
Condition de cristallisation  
tri-Na citrate pH 5.6 ̂  0.1 M 
13% PEG 4K, 10% glycŽrol 
NH4 acŽtate ˆ  0.2 M 
NaCl ˆ  50 mM 
DTT ˆ 20 mM 
PAB0955 ̂  8 mg.ml-1 
GDP ˆ  0.65 mM 
18¡C 
1mM WO4Na 
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II.1. LÕexpŽrience de diffraction 

 

II.1.1. Le phŽnom•ne de diffraction 

 

Pour observer une macromolŽcule ˆ  la rŽsolution atomique, il faut utiliser un rayonnement 

dont la longueur dÕonde de lÕordre de la taille dÕun atome, cÕest-ˆ -dire de lÕordre de 

lÕangstršm. Ceci explique lÕutilisation des rayons X dont les longueurs dÕondes sÕŽtalent de 

0.1 ˆ  3 • . La cristallographie par rayons X utilise le phŽnom•ne de diffusion Žlastique des 

rayons X par la mati•re. Le caract•re Žlastique de la diffusion fait que les longueurs dÕondes 

incidentes et diffusŽes sont les m•mes.  

Les photons X sont absorbŽs par le nuage Žlectronique des atomes de la macromolŽcule et 

rŽŽmis sans perte dÕŽnergie avec un dŽphasage de 180¡. La diffraction est un cas particulier de 

la diffusion, propre aux objets pŽriodiques, avec une diffusion que dans certaines directions 

de lÕespace. La diffraction est due aux interfŽrences constructives qui existent dans des 

directions particuli•res, en fonction de la maille du cristal et de son orientation. Dans lÕŽdifice 

cristallin, la pŽriodicitŽ tridimensionnelle crŽe des interfŽrences constructives et le grand 

nombre de mailles (1011 ˆ  1015) amplifie le signal, le rendant ainsi dŽtectable. 

 

Le phŽnom•ne de diffraction est dŽcrit mathŽmatiquement par les Žquations de Laue, reliant 

le vecteur de diffusion S aux param•tres de maille du cristal dŽcrit par les vecteurs de base du 

rŽseau cristallin que sont a, b et c. 

 

 

 

Lorsque des taches de diffraction sont observŽes dans une direction s, il y a interfŽrence 

constructive entre les ondes diffractŽes par chacune des mailles du cristal et les Žquations de 

Laue ci-dessous sont vŽrifiŽes :  

 

 

 

Lors de lÕexpŽrience de diffraction dÕun cristal, cÕest lÕintensitŽ Ihkl de la rŽflexion hkl du 

faisceau diffractŽ qui est mesurŽe. LÕintensitŽ est proportionnelle au carrŽ du module du 

facteur de structure. Ce facteur de structure, Fhkl, est proportionnel ˆ  la transformŽe de 

S = s0 Ð s 
S  : le vecteur de diffusion 
s0 : la direction du faisceau incident 
s   : la direction du faisceau diffractŽ 

S.a = h 
S.b = k 
S.c = l 

S : le vecteur de diffusion 
a, b et c : les vecteurs de base du rŽseau cristallin 
h, k et l : des nombres entiers 
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Fourrier de la densitŽ Žlectronique ! (x,y,z). En retour la densitŽ Žlectronique peut •tre obtenue 

ˆ  partir de lÕensemble des facteurs de structures par la transformation de Fourier inverse. 

 

!  

" (x,y,z) =
1
V

Fhkl

l
#

k
#

h
# e$2%i (hx+ky+lz)( )

 

 

 

 

 

 

LÕexpŽrience de diffraction dÕun cristal permet dÕobtenir les intensitŽs de chaque rŽflexion 

hkl, qui permettent de calculer le module des facteurs de structure " Fhkl" . Pour rŽussir ˆ  

calculer la densitŽ Žlectronique du mod•le, il nous faut encore conna”tre la phase #hkl de 

chacune des rŽflexions. Cette partie est abordŽe au paragraphe II.2.  

 

II.1.2. Le traitement des donnŽes cristallographiques 

 

Lors de lÕenregistrement des clichŽs de diffraction dÕun cristal nous observons sur le dŽtecteur 

des Ç taches de diffraction È : il sÕagit des pixels du dŽtecteur qui ont ŽtŽ excitŽs par des 

rayons diffractŽs. Le nombre de photons re•us par lÕensemble des pixels formant la tache 

permet de dŽterminer lÕintensitŽ de cette derni•re.  

Ë chaque tache de diffraction est attribuŽ un indice hkl dŽcrivant la direction de lÕonde 

diffractŽe (indexation). Ensuite, lÕamplitude de cette onde est mesurŽe ˆ  partir des intensitŽs 

Ihkl (intŽgration). 

 

II.1.2.1. Indexation des taches de diffraction 

 

Le principe de lÕindexation consiste ˆ  rechercher une maille et sa matrice dÕorientation 

permettant dÕattribuer ˆ  chaque tache de diffraction, repŽrŽe sur le dŽtecteur, des coordonnŽes 

enti•res. Ces coordonnŽes sont les indices hkl des taches de diffraction. La dŽtermination de 

la maille permet de sŽlectionner les groupes dÕespace compatibles avec la gŽomŽtrie de la 

maille. 

 

! (x,y,z) : la densitŽ Žlectronique 
   V        : le volume de la maille directe 
   Fhkl      : le facteur de structure de la   
                rŽflexion hkl 

Fhkl = " Fhkl"  e i#hkl  

 

Fhkl : le facteur de structure de   
la  rŽflexion hkl 
# : la phase de la rŽflexion hkl 
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II.1.2.2. IntŽgration des intensitŽs mesurŽes 

 

La position de chaque tache Žtant connue gr‰ce ˆ  la maille et la matrice dÕorientation, nous 

pouvons dŽterminer lÕintensitŽ de ces taches. Pour cela, il existe deux fa•ons de procŽder : 

soit par sommation du contenu des pixels apr•s soustraction du bruit de fond, soit par 

superposition dÕun profil dÕintŽgration (profile fitting), mŽthode que nous avons choisie. Deux 

logiciels Žtaient disponibles au laboratoire pour traiter les donnŽes cristallographiques : le 

programme MOSFLM dŽveloppŽ par A. Leslie (Leslie, 1991) et le programme XDS 

dŽveloppŽ par W. Kabsch (Kabsch, 1993). Ils diff•rent par leur fa•on de calculer les profils de 

taches. 

Le programme MOSFLM calcule un profil en deux dimensions des taches de diffraction, 

mŽthode optimale lorsque la mosa•citŽ est de lÕordre ou infŽrieur au pas dÕoscillation (voir 

apr•s les facteurs de qualitŽ). Un des avantages de MOSFLM est quÕil poss•de une interface 

graphique permettant de bien suivre le dŽroulement du traitement de donnŽes.  

Le programme XDS au contraire est une sorte de Ç bo”te noire È, qui calcule un profil 

tridimensionnel des taches de diffraction, permettant une meilleure intŽgration dans le cas de 

cristaux mosa•que (lorsque la mosa•citŽ est supŽrieure ou Žgale au pas dÕoscillation). Dans la 

plupart des cas les deux programmes donnent des rŽsultats similaires. LÕensemble de nos jeux 

de donnŽes ont ŽtŽ traitŽs avec le programme XDS. 

 

II.1.2.3. Mise ˆ  lÕŽchelle 

 

Dans le cas dÕun syst•me parfait, les rŽflexions Žquivalentes par symŽtrie doivent avoir la 

m•me intensitŽ. Plusieurs param•tres font que les rŽflexions Žquivalentes nÕont pas la m•me 

intensitŽ. Par exemple, au fur et ˆ  mesure de lÕenregistrement de donnŽes, le cristal subit des 

dŽgradations dues aux rayons X, qui diminuent lÕintensitŽ des taches diffractŽes. Des 

intensitŽs diffŽrentes peuvent Žgalement •tre provoquŽes par la variation dÕintensitŽ du 

rayonnement synchrotron. Lors dÕenregistrement de jeux de donnŽes ˆ  lÕE.S.R.F., les 

rŽflexions Žquivalentes ne vont pas recevoir exactement la m•me intensitŽ de rayons X, leurs 

taches de diffraction nÕauront donc pas les m•mes intensitŽs. Il est donc important de mettre 

les donnŽes ˆ  lÕŽchelle afin de minimiser globalement lÕŽcart entre les intensitŽs des 

rŽflexions Žquivalentes par symŽtrie. Apr•s mise ˆ  lÕŽchelle, les intensitŽs moyennes peuvent 

•tre calculŽes ˆ  partir des mesures dÕintensitŽs des taches Žquivalentes par symŽtrie. 
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II.1.2.4. Quelques facteurs de qualitŽ 
 
Au cours du traitement des clichŽs de diffraction, les programmes utilisŽs donnent diffŽrents 

facteurs statistiques permettant de contr™ler la qualitŽ de diffraction du cristal. 

 

La rŽsolution 

Selon la rŽsolution du jeu de donnŽes, nous aurons une structure plus ou moins dŽtaillŽe ˆ  

lÕŽchelle atomique. Plus la rŽsolution est haute plus la structure obtenue est prŽcise. La 

rŽsolution dŽpend de la qualitŽ du cristal et de la configuration de lÕexpŽrience. La limite de 

rŽsolution gŽnŽralement utilisŽe est celle pour laquelle le rapport signal  sur bruit est supŽrieur 

ou Žgal ˆ  2 dans la derni•re coquille de rŽsolution. 

 

Le rapport signal sur bruit : I/$(I) 

Plus le signal est ŽlevŽ par rapport au bruit de fond, meilleures sont les estimations des 

intensitŽs et donc des facteurs de structure. Ce facteur rend compte de la prŽcision des 

mesures et permet de dŽterminer le seuil de coupure en rŽsolution dÕun jeu de donnŽes. 

 

Le facteur Rsym (Rmerge lorsquÕil y a plusieurs cristaux) 

Le Rsym reprŽsente le dŽsaccord entre les intensitŽs des rŽflexions Žquivalentes par symŽtrie. 

Plus il est bas, meilleur est lÕaccord. Classiquement, au-dessus de 10% pour la valeur globale 

du facteur Rsym, la qualitŽ des donnŽes est discutable. Dans la derni•re coquille de rŽsolution, 

nous nous sommes limitŽs ˆ  un facteur Rsym dÕune valeur maximale de 40%. 

 

 

!  

Rsym=

Ihkl
i " < Ihkl >

i=1,nhkl

#
hkl

#
Ihkl

i

i=1,nhkl

#
hkl

#
 

 

 

Si un jeu de donnŽes est indexŽ dans le mauvais groupe dÕespace, les opŽrateurs de symŽtrie 

appliquŽs ne sont pas les bons, le facteur Rsym augmente tr•s sensiblement car les rŽflexions 

considŽrŽes comme Žquivalentes par symŽtrie ne le sont pas. Au cours de lÕenregistrement, 

lorsque le cristal se dŽgrade, lÕintensitŽ diffractŽe diminue et la valeur du facteur le Rsym 

augmente. 

 

  hkl   : les indices de la rŽflexion hkl 
  Ihkl    : lÕintensitŽ de la rŽflexion hkl 
<Ihkl>  : la moyen de la rŽflexion unique hkl 
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La mosa•citŽ 

Le cristal de protŽine nÕest pas un Ždifice cristallin parfait ; il faut plut™t le considŽrer comme 

lÕassociation de plusieurs petits blocs cristallins lŽg•rement dŽsorientŽs les uns par rapport 

aux autres. La mosa•citŽ reprŽsente la diffŽrence moyenne, exprimŽe en degrŽ, qui existe entre 

les diffŽrents blocs. Plus la mosa•citŽ est grande, plus la tache de diffraction est ŽtalŽe sur le 

dŽtecteur (x, y) et appara”t sur un domaine Žtendu en % (angle dÕoscillation) et, en 

consŽquence plus le signal recueillit par chaque pixel est faible. La mosa•citŽ provient de 

diffŽrentes origines. Au cours de la croissance cristalline, les molŽcules constituant le cristal 

peut ne pas sÕempiler comme elle le devraient. Au moment de la congŽlation des cristaux, les 

tensions subies peuvent Žgalement augmenter la mosa•citŽ. Lorsque la mosa•citŽ est trop 

ŽlevŽe, les taches de diffraction peuvent sÕŽlargir au point de se superposer avec leur voisine, 

emp•chant alors une estimation correcte de leur intensitŽ. 

 

La complŽtude 

La complŽtude est le rapport entre le nombre de rŽflexions uniques effectivement mesurŽes et 

le nombre thŽorique de rŽflexions uniques qui pourraient •tre mesurŽes ˆ  une rŽsolution 

donnŽe. Ce facteur, exprimŽ en pourcentage, doit •tre le plus ŽlevŽ possible, typiquement au-

dessus de 90%. 

 

La redondance 

La redondance est le nombre de fois o• lÕintensitŽ dÕune rŽflexion unique est mesurŽe. Plus 

une rŽflexion est mesurŽe un grand nombre de fois, meilleure sera lÕestimation de son 

intensitŽ moyenne I, plus petite sera celle de son Žcart type $(I) et donc meilleure sera la 

qualitŽ du jeu de donnŽes. 

 

II.2. La dŽtermination de la structure de PAB0955 

 

Pour rŽsoudre une structure par cristallographie aux rayons X, il faut calculer la carte de 

densitŽ Žlectronique de la macromolŽcule. Dans ce calcul, il y a deux ŽlŽments essentiels : les 

modules des facteurs de structures des rŽflexions hkl et les phases. Seules les intensitŽs 

(reliŽes aux amplitudes des facteurs de structure" Fhkl" ) des faisceaux diffractŽs sont 

enregistrŽs ; l'information de phase des ondes est perdue. 

Fhkl = " Fhkl"  e i#hkl            #hkl la phase 
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Il existe plusieurs mŽthodes pour dŽterminer les phases des facteurs de structure. Dans notre 

cas, nous avons utilisŽ le signal de diffŽrence isomorphe et le signal anomal. 

 

II.2.1. Utilisation du signal de diffŽrence isomorphe 

 

La dŽtermination des phases par remplacement isomorphe multiple, MIR, est la mŽthode la 

plus ancienne mise au point par Perutz en 1956 (Perutz, 1956). Cette technique a notamment 

permis de rŽsoudre les deux premi•res structures cristallographiques de protŽine : 

lÕhŽmoglobine et la myoglobine en 1960 (Perutz, 1960). Le but du remplacement isomorphe 

est dÕintroduire un atome lourd dans un cristal natif pour perturber les intensitŽs et les phases 

des rŽflexions sans perturber la maille et lÕempilement cristallin. Ensuite les signaux 

enregistrŽs avec et sans atome lourd sont comparŽs, afin de dŽterminer la contribution du (ou 

des) atome(s) lourd(s) au signal de diffraction.  

 

  II.2.1.1. Enregistrement dÕun jeu de donnŽes sur un cristal natif 

 

Les cristaux natifs de PAB0955 obtenus apr•s optimisation des conditions de cristallisation, 

ont permis dÕenregistrer un jeu complet de donnŽes ˆ  2.15 •  (fig.II.6.a.). Les cristaux ont ŽtŽ 

congelŽs dans lÕazote liquide apr•s avoir ŽtŽ plongŽs dans une solution cryo-protectrice 

contenant la solution m•re enrichie ˆ  30% de PEG4000 (w/v).  

Le traitement de ce jeu de donnŽes a ŽtŽ effectuŽ avec le programme XDS. Il nous a permis de 

dŽfinir que les cristaux appartenant ˆ  un groupe dÕespace trigonal, sans toutefois pourvoir 

discriminer entre les groupes P3221 et P3121. Seules les phases finales obtenues permettront 

de discriminer entre ces groupes dÕespace. 

Les donnŽes natives permettent de calculer | FP |, et de tracer un cercle de rayon | FP | dans le 

plan complexe (diagramme dÕArgan). LÕobjectif est de pourvoir dŽterminer la contribution 

des atomes lourds soit FH. Si lÕisomorphisme est vŽrifiŽ entre le cristal natif et le cristal dŽrivŽ 

la relation ci-dessous est vŽrifiŽe : 

 

  

 

 

 

Re 

Im 

" FP"  

FPH = FP + FH 

 

FPH : facteur de structure du 
dŽrivŽ  
FP : facteur de structure de 
la protŽine 
FH : facteur de structure de 
lÕatome lourd 
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II.2.1.2. Enregistrement dÕun jeu de donnŽes sur un cristal dŽrivŽ 

 

Les cristaux trempŽs dans une solution de complexe de gadolinium ou ceux obtenus par co-

cristallisation, peuvent servir de cristaux dŽrivŽs pour enregistrer le signal isomorphe. Dans 

notre cas ces cristaux sont isomorphes aux cristaux natifs. Des jeux de donnŽes ont ŽtŽ 

enregistrŽs sur les deux types de cristaux dŽrivŽs (fig.II.4. et fig.II.5.b.). Apr•s avoir traitŽ les 

jeux de donnŽes, il faut dŽterminer la prŽsence dÕatome(s) lourd(s) dans les cristaux dŽrivŽs. 

Pour cela, on utilise la fonction de Patterson qui permet de dŽterminer la position et le nombre 

dÕatomes lourds fixŽs.  

La fonction de Patterson P(x,y,z) est la fonction dÕauto-corrŽlation de la densitŽ Žlectronique, 

elle se calcule facilement par la formule suivante : 

!  

P(x,y,z) =
1
V

Fhkl( )
hkl

"
2
e2#i(hx+ky +lz)

 

Cette fonction reprŽsente en quelque sorte les vecteurs inter-atomiques dÕun cristal, chacun 

dÕentre eux correspondant ˆ  un pic dans la fonction de Patterson. La hauteur des pics, issus de 

ces vecteurs inter-atomiques est proportionnelle au produit des numŽros atomiques Z des 

atomes concernŽs. Les pics de la fonction de Patterson sont tr•s nombreux en raison du grand 

nombre dÕatomes contenus dans la protŽine, ils se superposent et ne sont donc pas 

interprŽtables directement. Le calcul de la fonction de diffŽrence de Patterson peut •tre 

considŽrŽe comme la fonction de Patterson de lÕatome lourd seul. 

!  

P(x,y,z) =
1
V

FPHhkl " FPhkl( )
hkl

#
2
e2$i(hx +ky +lz)

 

En effet dans lÕhypoth•se o• FH << FP, la diffŽrence (" FPH" -" FP" )2 est approximativement 

proportionnelle ˆ  " FH" 2. Cette fonction de Patterson va donc nous permettre de localiser les 

atomes lourds dans la maille du 

cristal. 

Il existe des sections particuli•res 

dans la fonction de Patterson qui 

sont les sections de Harker. Dans 

ces sections, se trouvent les pics 

correspondant aux vecteurs inter-

atomiques entre un atome et son 

symŽtrique par lÕun des opŽrateur 
 

Figure.II.1. Carte de Patterson diffŽrence isomorphe. 
Section de Harker w=1/3 
 

6 pics 
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de symŽtrie du cristal. Nous pouvons savoir, gr‰ce au nombre de pics, combien dÕatomes 

lourds sont fixŽs par unitŽ asymŽtrique. Il y a 6 pics dans la section de Harker, qui 

correspondent aux plus hauts pics. PAB0955 cristallise dans un groupe dÕespace (P3221 ou 

P3121) contenant 6 positions Žquivalentes, il y a donc un ion gadolinium fixŽ sur notre 

protŽine par unitŽ asymŽtrique. Les pics Žtant distincts, les coordonnŽes de lÕatome lourd 

peuvent •tre calculŽes ˆ  partir des coordonnŽes des pics. Connaissant la position de lÕatome 

lourd, le vecteur FH est connu en amplitude et en phase ; nous pouvons donc le tracer en 

pointant son extrŽmitŽ ˆ  lÕorigine de notre diagramme, ceci afin de respecter la fermeture du 

triangle formŽ entre les trois vecteurs (FPH = FP + FH).  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Avec le cristal dŽrivŽ, " FPH"  est connu. Nous pouvons donc tracer un cercle de rayon " FPH"  

dont lÕorigine est la m•me que celle du vecteur FH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les fl•ches rouges indiquent les deux points dÕintersections des deux cercles ; ceci signifie 

quÕil y a deux solutions possibles pour les phases. En utilisant un second dŽrivŽ isomorphe et 

en appliquant la m•me construction, les trois cercles ont un seul point dÕintersection et 

lÕindŽtermination est alors levŽe. Cette ambigu•tŽ peut aussi •tre levŽe en utilisant la diffusion 

anomale du gadolinium, qui en plus dÕ•tre un atome lourd est un diffuseur anomal. 

Re 

Im 

FH 
" FP"  

" FPH"  
Re 

Im 

FH 

" FP"  
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II.2.2. Utilisation du signal anomal 

   

II.2.2.1. Principe du signal anomal 

 

Le phŽnom•ne de diffusion anomale est dž au fait que le facteur de diffusion atomique (f) 

dÕun atome varie fortement, en module et en phase, dans la rŽgion du seuil dÕabsorption de 

lÕatome. Avec le signal anomal, lÕisomorphisme entre les cristaux nÕest plus un probl•me 

puisque les donnŽes peuvent •tre enregistrŽs, ˆ  des longueurs dÕonde diffŽrentes sur un cristal 

unique. La dŽtermination des phases par le signal anomal se fait par une technique 

dÕenregistrement ˆ  3 longueurs qui correspondent : au maximum de fÕÕ, au minimum de fÕ et 

une longueur dÕonde loin du seuil dÕabsorption ; cÕest la mŽthode MAD (multiple wavelength 

anomalous diffraction) (Pahler et al., 1990). Les cristaux utilisŽs pour dŽterminer les phases 

par la mŽthode MAD ne nous ont pas permis dÕobtenir une qualitŽ de phase suffisante pour 

construire un mod•le. Dans certain cas une seule longueur dÕonde, pour laquelle le facteur de 

diffusion prŽsente une partie imaginaire (fÕÕ) ŽlevŽe suffit : cÕest la mŽthode SAD (single 

wavelength anomalous diffraction). Nous avons utilisŽ la mŽthode SAD sur un cristal co-

cristallisŽ avec un diffuseur anomal (le gadolinium) et obtenus des phases exploitables pour la 

construction du mod•le de PAB0955. 

 

Le dŽphasage 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ces Žlectrons sont alors excitŽs ce qui les am•ne dans le continum au delˆ  de lÕŽnergie 

dÕionisation. Le rayonnement diffractŽ par le diffuseur anomal (en vert) est dŽphasŽ, &#, par 

rapport aux autres rayonnements diffractŽs par les atomes Ç lŽgers È (en bleu) (fig.II.2.). 

!  

" #

Dans le mod•le de diffusion des rayons X par 

des atomes diffusant normalement, le 

rayonnement diffusŽ est dŽphasŽ de 180¡ par 

rapport au rayonnement incident. Dans ce cas, le 

facteur de diffusion f est rŽel. Toutefois lorsque 

la longueur dÕonde utilisŽe correspond au seuil 

dÕabsorption dÕun atome lourd dans le cristal, il y 

a alors absorption du rayonnement incident par 

les Žlectrons des couches profondes de lÕatome 

lourd.  

Figure.II.2. ReprŽsentation schŽmatique 
du dŽphasage 
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Le facteur de diffusion 

Pour tenir compte du dŽphasage le facteur de diffusion f est reprŽsentŽ par un nombre 

complexe qui dŽpend de la longueur dÕonde '  du rayonnement incident : 

f = f¡ +f Õ(! ) +if ÕÕ(! ) 

Lorsque le rayonnement incident est loin du seuil dÕabsorption de lÕatome f Õ et f ÕÕ sont 

nŽgligeables. Si la longueur dÕonde utilisŽe est proche du seuil dÕabsorption dÕun atome, f Õ et 

f ÕÕ prennent des valeurs significatives.  

 

Le dŽphasage, dž au diffuseur anomal, brise la loi de Friedel selon laquelle, les modules des 

facteurs de structure " F(hkl)"  et " F(-h-k-l)"  sont Žgaux. Lorsque la loi de Friedel est brisŽe 

nous obtenons : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Avec le m•me type de diagramme dÕArgan que pour celui utilisŽ dans le cas du signal 

isomorphe, il est possible de tracer les diffŽrents vecteurs des facteurs de structures et de 

dŽterminer FP. Dans le cas dÕun enregistrement ˆ  plusieurs longueurs dÕondes, fÕ et fÕÕ 

dŽpendant de la longueur dÕonde, nous avons diffŽrentes valeurs de FPA(+) et de FPA*( -), ce 

qui l•ve lÕindŽtermination de phase.  

FPA(+) = FP + FA + iFAÕÕ 

FPA*(-) = FP + FA Ð iFAÕÕ 

 

FPA*( -) : complexe conjuguŽ de FP A(-) 

FAÕÕ dŽpend de fÕÕ 
FA dŽpend de f¡ et de  fÕ 

Graphiquement, cela entra”ne la 

reprŽsentation ci-contre, avec FAÕÕ 

dŽcalŽ de +90¡ par rapport ˆ  FA, 

donc F(+) et F* (-) ne sont pas 

symŽtriques et " F(+)" est diffŽrent 

de" F(-)" . 

 

FP(+) 

FP(-) 

FA(+) 

FA(-) 

FAÕÕ(-) 

FAÕÕ(+) 

F (-) 

F (+) 

Im 

Re 
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II.2.2.2. Tentative de phasage par la mŽthode MAD 

 

LÕatome de gadolinium a la particularitŽ dÕ•tre ˆ  la fois un atome lourd (64 Žlectrons) et un 

bon diffuseur anomal dont le seuil dÕabsorption est accessible en cristallographie. Ë son seuil 

dÕabsorption LIII  ('  = 1.711 • ) la composante imaginaire du facteur de diffusion du 

gadolinium, fÕÕ, vaut 28e- ; elle vaut 12 e- ˆ  la longueur dÕonde K(  du cuivre ('  = 1,54 • ) qui 

est celle du rayonnement produit par les gŽnŽrateurs de laboratoire. Il est donc possible de 

dŽterminer les phases avec une source de rayons X de laboratoire si un atome de gadolinium  

est fixŽ dans le cristal. Le complexe de gadolinium que nous avons testŽ, en collaboration 

avec Meike Stelter et Richard Kahn du Laboratoire de Cristallographie des MacromolŽcules 

de lÕIBS, contient un ion Gd3+(en cyan) liŽ ˆ  un acide diŽthyl•netriamine-pentaacŽtique-

bis(mŽthylamide)  DTPA-

BMA(fig.II.3.) (Ehnebom 

and Pedersen, 1992). 

 

La fixation du complexe 

dŽpend de la nature de la 

cage, non de lÕinteraction 

entre lÕion gadolinium et la 

protŽine. Il existe plusieurs 

types de cages (Girard et al., 

2003)  qui ont ŽtŽ ŽtudiŽes 

pour que leur taille soit 

compatible avec celle des canaux de solvant des cristaux de protŽines. En plus de leurs 

propriŽtŽs intŽressantes pour dŽterminer les phases, ces complexes ont lÕavantage de ne pas 

•tre toxique et donc dÕ•tre facilement manipulables.  

 

Les premiers tests de fixation du Gd-DTPA-BMA ont ŽtŽ fait par trempage de cristaux natifs 

de PAB0955 dans la solution de gadolinium. ƒtant donnŽ que nous avions des cristaux de la 

protŽine native disponibles, le trempage Žtait la technique la plus rapide et la plus facile ˆ  

tester.  

 

Sur un cristal natif de 170 µm trempŽ pendant 2 jours dans une solution de Gd-DTPA-BMA ˆ  

100 mM, nous avons enregistrŽ des jeux de donnŽes ˆ  3 longueurs dÕondes (fig.II.4.).  

 
 
Figure.II.3. Structure du complexe gadolinium-DTPA-BMA 
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 Jeu 1 (max fÕÕ) Jeu 2 Jeu 3 (mini fÕ) 

RŽsolution (• ) 50-3.20 (3.3-3.2) 50-3.00 (3.1-3.0) 50-3.30 (3.4-3.3) 

Rsym (%) 8.3 (28.4) 10.1 (27.5) 7.9 (36.8) 

ComplŽtude (%) 97.9 (93.9) 97.5 (97.3) 98.2 (95.4) 

I/$I 13.57 (5.38) 12.83 (6.06) 12.05 (3.76) 

Redondance 4.1 6.5 3.9 

Facteur dÕagitation thermique 

B (• 2) 

67 80 87 

Param•tres de maille (• ) a=b=61.06 

c=117.38 

a=b=60.99 

c= 117.43 

a=b=61.25 

c= 118.07 

Longueur dÕonde (• ) 1.7107 1.3000 1.7117 

Temps dÕexposition par degrŽ  180 s 120 s 180 s 

Figure.II.4. Statistiques cristallographiques sur le cristal dŽrivŽ obtenu par trempage. 

 

Le premier jeu ̂  avoir ŽtŽ enregistrŽ est celui qui correspond au seuil LIII du gadolinium. Nous 

avons remarquŽ quÕavec le m•me temps dÕexposition (180 secondes), lÕintensitŽ totale et celle 

de la derni•re coquille de rŽsolution sont moins ŽlevŽes pour le jeu 3 (en bleu) que pour le jeu 

1 (en rouge). Le cristal semble donc sÕaltŽrer au cours des enregistrements successifs. Le 

changement des param•tres de maille indique un changement de lÕempilement cristallin. Le 

troisi•me jeu de donnŽes a ses param•tres de maille a et b qui augmentent de 0.2 •  ; c 

augmente de 0.6 • . Ce changement de maille montre que le cristal se dilate avec lÕirradiation 

de lÕŽchantillon.  

Pour vŽrifier lÕisomorphisme de ces trois jeux de donnŽes, il faut les fusionner. Apr•s la 

fusion des trois jeux, le facteur Rsym total est de 15% ˆ  3 • . Entre 50 et 10 • , le facteur Rsym 

est de 11% pour les jeux fusionnŽs et dÕenviron 5% dans les jeux sŽparŽs. Il y a donc un 

dŽfaut dÕisomorphisme entre ces jeux, liŽ ˆ  lÕirradiation du cristal pendant lÕenregistrement. 

Le signal anomal est un signal faible qui provient de la diffŽrence " F(+)"  - " F(-)" . La valeur 

du facteur Rsym ŽlevŽ indique un rapport I/$(I) plus faible qui risque de masquer le signal 

anomal. La rŽsolution peu ŽlevŽe (3 • ) et la mosa•citŽ de lÕordre de 1¡ sont probablement 

dues au trempage, et la dŽgradation du cristal au cours des enregistrements, font que les 

phases calculŽes ˆ  partir de ces jeux de donnŽes nÕont pas suffit ˆ  fournir une carte de densitŽ 

Žlectronique interprŽtable. 
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Les essais de dŽtermination des phases ont ŽtŽ faits avec le programme SHARP (De la 

Fortelle and Bricogne, 1997). Le taux dÕoccupation du gadolinium Žtait faible et son facteur 

dÕagitation thermique B Žtait supŽrieur ˆ  200 • . La prŽsence de signal anomal prouve la 

fixation de gadolinium.   

Le site de fixation de lÕion gadolinium a pu •tre dŽterminŽ par la carte de diffŽrence de 

Patterson anomale (fig.II.5.a.) calculŽe avec le programme SHELX (Uson and Sheldrick, 

1999). 

Comme avec le signal de diffŽrence isomorphe, un site de gadolinium a ŽtŽ observŽ par 

monom•re de protŽine. Le gadolinium est donc capable de se fixer sur la protŽine PAB0955. 

Ce rŽsultat Žtait donc encourageant pour tester une co-cristallisation du gadolinium avec notre 

protŽine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.2.2.3. RŽussite du phasage par la mŽthode SIRAS 

 

Afin dÕaugmenter le taux dÕoccupation du gadolinium dans nos cristaux et stabiliser sa 

fixation, la co-cristallisation de PAB0955 en prŽsence de Gd-DTPA-BMA a ŽtŽ rŽalisŽe. Les 

diffŽrentes expŽriences effectuŽes par Meike Stelter sur diffŽrentes protŽines avec des 

complexes de gadolinium, ont montrŽ que la prŽsence du complexe ne changeait pas les 

conditions de cristallisation de la protŽine. Nous avons obtenu par co-cristallisation des 

cristaux dŽrivŽs dans les m•mes conditions que celle de la protŽine native auxquelles 

sÕajoutent du Gd-DTPA-BMA ˆ  100 mM. Un jeu de donnŽes ˆ  une seule longueur dÕonde 

 
Figure.II.5.a. Carte de diffŽrence de Patterson anomal. 
Section de Harker w=1/3. 
 

RŽsolution (• ) 50-2.14  

Rsym (%) 5.5  

ComplŽtude (%) 99.2 

I/$(I) 36.39 

Redondance 25.6 

Param•tres de maille 

(• ) 

a=b=60.47 

c=117.22 

Longueur dÕonde (• ) 1.278 

Figure.II.5.b. Statistiques 
cristallographiques du cristal 
dŽrivŽ obtenu par co-
cristallisation. 
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('  = 1,278 • ) a ŽtŽ enregistrŽ sur un cristal dŽrivŽ. Ce cristal diffracte jusquÕ̂ 2.14 •  

(fig.II.6). Le m•me site de fixation de lÕion gadolinium a ŽtŽ dŽterminŽ dans les cristaux 

dŽrivŽs co-cristallisŽs que dans ceux trempŽs.  

Le pouvoir de phasage dž au signal anomal de ce jeu de donnŽes, dŽterminŽ par le programme 

SHARP (De la Fortelle and Bricogne, 1997), est de 0.827 (signal anomal sur les rŽflexions 

acentriques). Ce jeu de donnŽes aurait suffit ˆ  dŽterminer les phases puisquÕil est de tr•s 

bonne qualitŽ. Toutefois nous disposions dÕun bon jeu de donnŽes natives et des jeux ˆ  3 

longueurs dÕondes ; nous avons tout de m•me combinŽ lÕinformation de phase de tous les 

jeux. Ceci a permis de dŽterminer les phases avec plus de prŽcision.  

 

Les phases Žtant de tr•s bonne qualitŽ ˆ   une rŽsolution de 2.14 • , nous avons pu dŽbuter la 

construction dÕun premier mod•le de fa•on automatique. Deux programmes diffŽrents ont ŽtŽ 

utilisŽs pour cette construction, dÕun c™tŽ ARP/WARP (Morris et al., 2002) apr•s 

aplatissement de solvant par SOLOMON-DM (1994) et dÕautre part le programme 

RESOLVE (Terwilliger, 2003). Le mod•le construit par ARP/WARP contenait 125 acides 

aminŽs sur 262, et celui construit par REOLVE en contenait 157. En combinant ces deux 

mod•les, nous avons pu obtenir 184 acides aminŽs construits, ce qui reprŽsente 70% de notre 

protŽine, dont 64% Žtait construit avec les cha”nes latŽrales. Apr•s quelques cycles 

dÕaffinement de ce mod•le avec le programme REFMAC (Murshudov et al., 1997), les 

statistiques ont montrŽ que la solution Žtait correcte (facteur R = 0.372 et Rfree = 0.389). Le 

reste du mod•le, soit 78 acides aminŽs a ŽtŽ construit manuellement. 

 

II.2.3. Construction de la structure de PAB0955 

 

Apr•s quelques cycles dÕaffinement avec le programme REFMAC (Murshudov et al., 1997) 

sur le mod•le obtenu automatiquement, lÕaccord entre nos donnŽes de diffraction et celles 

calculŽes ˆ  partir de notre structure est bon (facteur R de 37.2%, facteur Rfree de 38.9%).  

Le reste du mod•le fut construit manuellement en utilisant le programme de visualisation O 

(Jones et al., 1991) pour construire et le programme REFMAC pour affiner les diffŽrents 

mod•les intermŽdiaires. Les cartes de densitŽ Žlectronique utilisŽes pour la construction du 

mod•le sont les cartes diffŽrences pondŽrŽes 2mFobs-DFcalc et mFobs-Fcalc. 
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Parmi les parties construites manuellement dans PAB0955, il y avait une grande rŽgion 

(rŽsidus 195 ˆ  217) avec une densitŽ Žlectronique tr•s discontinue. Au vu du peu 

dÕinformation dans cette rŽgion et de la difficultŽ que jÕai eu ̂  construire un mod•le dans cette 

rŽgion, il nÕest pas Žtonnant que les deux programmes automatiques utilisŽs nÕaient pu nous 

donner dÕinformation sur cette rŽgion.  

En fin dÕaffinement le mod•le de la protŽine native contenait 248 acides aminŽs sur 262 et 61 

molŽcules dÕeau (code PDB : 1YR6). Les acides aminŽs manquant dans le mod•le sont les dix 

premiers appartenant ˆ  lÕŽtiquette histidine et les quatre derniers pour lesquels il nÕy a pas de 

densitŽ Žlectronique. En fin dÕaffinement, la rŽgion contenant les acides aminŽs 193 ̂  217 

poss•de une densitŽ Žlectronique uniquement autour de la cha”ne principale. Le facteur 

dÕagitation thermique B est ŽlevŽ, 100 • , le double du facteur B moyen de la structure.  

La structure contenant lÕatome de gadolinium et sa cage est la m•me que celle de la protŽine 

native, mise ˆ  part la prŽsence du Gd-DTPA-BMA qui nous a permis de dŽterminer les 

phases.  

 

Validation du mod•le  

Les facteurs R et Rfree sont deux facteurs qui permettent de contr™ler lÕaccord entre les 

facteurs de structures observŽs et calculŽs.  

 

!  

R =
Fobs " Fcalc

hkl

#
Fobs

hkl

#
 

 

Le facteur R diminue nŽcessairement au cours de lÕaffinement car on optimise lÕaccord entre 

les " Fobs"  et " Fcalc" . Aux rŽsolutions classiques (2 ˆ  3 • ), le nombre dÕobservation nÕest pas 

largement supŽrieur au nombre de param•tres, il est important de contr™ler que le mod•le 

reprŽsente une interprŽtation objective des donnŽes cristallographiques. Un autre facteur 

moins biaisŽ est le facteur Rfree calculŽ sur un ensemble de rŽflexions exclu de la procŽdure 

dÕaffinement. Ces rŽflexions, choisies de mani•re alŽatoire, reprŽsentent en gŽnŽral 5 ˆ 10% 

des rŽflexions totales (Brunger, 1993). 

Les statistiques sur les grandeurs stŽrŽochimiques nous indiquent si le mod•le est 

gŽomŽtriquement acceptable. Les contraintes stŽrŽochimiques lors de lÕaffinement sont 

pondŽrŽes afin dÕobtenir des Žcarts moyens infŽrieurs ˆ  1.5¡ sur les angles, ˆ  0.015•  sur les 
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liaisons inter-atomiques. Pour vŽrifier la stŽrŽochimie de la cha”ne principale, on utilise le 

diagramme de Ramachandran (Ramakrishnan and Ramachandran, 1965). Ce diagramme 

contient lÕensemble des valeurs des angles # et )  autorisŽes pour la liaison peptidique.  

 

II.2.3. Le remplacement molŽculaire 

 

Une autre technique pour rŽsoudre le probl•me des phases est dÕavoir un mod•le dont la 

structure proche de celle de notre protŽine : cÕest le remplacement molŽculaire. Nous avons 

utilisŽ le remplacement molŽculaire pour rŽsoudre les structures de PAB0955 en complexe 

avec diffŽrents nuclŽotides. La structure de notre protŽine native sans nuclŽotide a servi de 

mod•le pour dŽterminer les autres structures.  

 

Le remplacement molŽculaire a ŽtŽ effectuŽ avec le programme AMoRe (Automatic 

Molecular Remplacement) dŽveloppŽ par Jorge Navaza (Navaza, 1994). Le but du 

remplacement molŽculaire est de placer le mod•le dans la maille de sorte ˆ  obtenir le meilleur 

accord entre les facteurs de structure calculŽs ˆ  partir du mod•le et ceux observŽs pour la 

protŽine dÕintŽr•t. Le programme AMoRe teste de fa•on automatique et systŽmatique 

diffŽrents param•tres de rotation puis de translation du mod•le choisi. La recherche de 

solution se dŽroule en six Žtapes successives, exŽcutŽes par les sous-programme suivants: 

SORTING : trie les modules des facteurs de structures mesurŽs, 

TABLING : oriente et positionne le mod•le ˆ  lÕorigine dÕune maille triclinique optimale et 

calcule les facteurs de structure correspondant, 

ROTING : calcule la fonction de rotation pour diffŽrentes orientations et sŽlectionne les 

meilleures solutions, 

TRAING : calcule la fonction de translation pour les orientations sŽlectionnŽes et sŽlectionne 

les meilleures solutions, 

FITING: affine par la mŽthode des moindres carrŽs, les solutions obtenues en considŽrant le 

mod•le comme un ou plusieurs corps rigides, 

MR2IC : calcule la matrice de rotation et le vecteur de translation ˆ appliquer au mod•le 

initial.  

 

Le fichier MR2IC contient Žgalement deux facteurs statistiques permettant dÕapprŽcier la 

qualitŽ de la solution de remplacement molŽculaire. Un facteur de corrŽlation entre les 
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facteurs de structure calculŽs (Fcalc) et les facteurs de structures observŽs (Fobs), qui doit •tre le 

plus ŽlevŽ possible et le facteur R qui doit •tre le plus faible possible. 

 

Apr•s avoir obtenu notre structure de la protŽine apo, une fois lÕanalyse structurale dŽbutŽe, 

nous nous sommes demandŽ si tout de m•me le remplacement molŽculaire aurait pu •tre 

utilisŽ pour rŽsoudre notre structure. En se fondant sur lÕhomologie de sŽquence pourtant 

faible et la similitude structurale des GTPases ˆ  P-loop, comme nous lÕavons testŽ avec hRas. 

Le remplacement molŽculaire avec hRas, par le programme AMoRe, nous a donnŽ un facteur 

de corrŽlation de 25,8% et un facteur R de 51,4%. Avec la structure la plus proche obtenue 

par le programme DALI, la dŽthiobiotine synthase le facteur de corrŽlation est de 28% et le 

facteur R de 51,6%. Dans les deux cas, la corrŽlation est relativement faible, la reconstruction 

du mod•le que nous aurions obtenu aurait sans doute pris beaucoup plus de temps. 
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 Native GTP*S GTPEDTA GTP4¡C GTP18¡C GDP MgGDP 

Groupe 

dÕespace 

P3221 P3221 P3221 P21212 P3221 P21 P21 

Param•tres 

de maille 

(• ) 

a=b=60.3 

c=117.1 

a=b=60.2 

c=115.9 

a=b=60.7 

c=116.8 

a=58.8 

b=84.0 

c=53.1 

a=b=60.8 

c=117.2 

a=59.1 

b=84.9 

c=60.2 

+=95¡ 

a=59.4 

b=85.2 

c=60.5 

+=94.6¡ 

RŽsolution 

(• )  

50-2.15 

(2.23-2.15) 

50-2.08 

(2.15-2.08) 

20-2.40 

(2.46-2.40) 

100-2.80 

(2.90-2.80) 

100-2.40 

(2.45-2.40) 

50-2.30 

(2.38-2.30) 

50-1.75 

(1.80-1.75) 

Rsym (%) 5.7 

(34.8) 

6.7 

(28.4) 

7.5 

(40) 

9.3 

(45.5) 

6.7 

(40.4) 

6.8 

(36.1) 

9.8 

(37.2) 

ComplŽtude 

(%) 

100 

(100) 

87.6 

(94) 

98.5 

(98.2) 

97.8 

(93.8) 

99 

(98.8) 

99.9 

(100) 

98.6 

(93.5) 

<I>/<$(I)> 8.2 

(2.2) 

6.6 

(2.3) 

20.7 

(7) 

15.19 

(4.6) 

19.55 

(5.76) 

5.2 

(2.1) 

12.47 

(5.91) 

Ligne de 

lumi•re 

(ESRF) 

ID14-eh2 BM30-A ID14-eh1 BM30-A BM30-A gŽn•rateur 

du 

laboratoire 

ID14-eh2 

Longueur 

dÕonde (• ) 

0.933 0.979 0.934 0.979 0.979 1.548 0.934 

Code PDB 1YR6 1YR7 1YR8 1YR9 Non 

dŽposŽ 

1YRA 1YRB 

Figure.II.6.a. Tableau des statistiques cristallographiques. 

 

Facteur de 

CorrŽlation 

(%) 

 73.5 57.5 67.9 63 69.4 66.5 

Facteur R 

(%) 

 33.4 40.8 39.5 40.5 33.7 35.8 

Figure.II.6.b. Tableau des statistiques de remplacement molŽculaire. 
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II.3. Les structures de PAB0955 
 

II.3.1. La structure de la protŽine sans nuclŽotide 

II.3.1.1. Description de la structure 
 
 
Les cristaux de la protŽine apo avec ou sans Gd-DTPA-BMA appartiennent au groupe 

dÕespace P3221. Le Vm indique la prŽsence dÕun monom•re par unitŽ asymŽtrique. Le dim•re 

biologique est formŽ dans le cristal gr‰ce ˆ  la symŽtrie cristallographique dÕordre 2.  

La structure de PAB0955 adopte un repliement de type Rossmann, classique pour les 

protŽines liant et hydrolysant le GTP. Le monom•re de PAB0955 est composŽ dÕun feuillet 

central parall• le constituŽ de 7 brins-+ pris en Ç sandwich È par 11 hŽlices-(  (fig.II.7.). 

 

 

 
Figure.II.7. Structure du monom•re de PAB0955 
Les 5 motifs G sont indiquŽs de la m•me couleur que dans lÕintroduction, un motif spŽcifique 
de PAB0955 est signalŽ en violet nommŽ motif GPN. Le domaine G est en rose, les deux 
insertions I1 et I2 sont signalŽes en gris clair et foncŽ respectivement. 

G1 

G5 

GPN 

G2 

G3 G4 

I2 

I1 
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Dans la sŽquence de la protŽine, nous avions identifiŽ un motif de Walker de type A connu 

pour lier les groupements phosphates des nuclŽotides. Ce motif adopte bien une conformation 

en boucle dans PAB0955 et correspond ̂  7GTAGSGKT14. Le cÏ ur de la protŽine, constituant 

le domaine G est constituŽ de 6 brins-+ (exception du brin-+3), et de 6 hŽlices-(  (( 1, ( 5, ( 6, 

( 7, ( 8 et ( 11) (fig.II.8.). 

La structure de 

PAB0955 

prŽsente un 

domaine G, 

contenant les 5 

motifs G, avec 

deux insertions 

supplŽmentaires 

(I1 et I2).  

 

 

 

 

La premi•re insertion I1 est constituŽe du brin-+3, des hŽlices ( 2, ( 3, et ( 4. Elle comprend les 

acides aminŽs 41 ˆ  80 situŽ entre les motifs G2 et G3 du site nuclŽotidique. La seconde 

insertion, I2 est constituŽe uniquement dÕhŽlices (( 9 et ( 10 ), cÕest la partie construite 

manuellement dont la densitŽ Žlectronique est discontinue et lÕagitation thermique ŽlevŽe. Elle 

se situe entre les motifs G4 et G5 du site nuclŽotidique, elle contient les acides aminŽs 183 ̂  

217. De part son agitation thermique ŽlevŽe, nous avons tout dÕabord supposŽ que cette 

seconde insertion Žtait flexible dÕo• sa densitŽ Žlectronique partielle. En comparant les 

structures de PAB0955 en complexe avec des nuclŽotides obtenues dans dÕautres groupes 

dÕespace, notamment en P21, nous avons identifiŽ deux conformations pour cette boucle (voir 

chapitre III).  

Dans la structure de la protŽine apo des molŽcules dÕeau sont prŽsentes dans la P-loop, 

mimant la position des groupements phosphate. Il nÕy a pas de nuclŽotide dans cette structure. 

 

 

 

 
Figure.II.8. Topologie de PAB0955. 










































































































































































































































































































































