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Intraduction du prge PAB0955

J@i rejoint le projet PACE lors de mon stage de DEA. E mon arrivZe au |aboratoire pluseurs
essais de cristallisation avaient A7 effectuZ sur la protZine PAB0955, sanssucces. Lamise en
Avidence de |AZrogzhAtZ en solution de PAB0955 venat d@tre fait lorsquej@i ddbutZ le
projet. LarZsolution de ce proble me nousa permis de cristalliser cette protZine.

1.1. Les protZines PACE

Les protZines PACE (protZines d@rchaea conservZes chez les eucaryotes) ont AZ mises en
Avidence par uneapproche gzhomiqueeffectuze par |@quipe de Patrick Forterre, de |dngtitut
Pasteur ~ Paris (Matte-Tailliez et a., 2000) (http://www-archbac.u-psudfr). Ces protdnes de

fondion biologique inconnue sont particulisrement intZressantes car, d@ne pat eles sont
congervZes chez les archaea et les eucaryotes malgrZ 3 milliards d@nnzs de divergence, et
d@utre pat, eles n@nt pas ddonmologuebactZrien. Cette conservation entre les deux regnes
archaea et eucaryotes, est souvent retrouvZ pou des protZines impliquzs dans des processus
fondanentaux comme la rZplication, la transcription ou la tradudion de IGADN (Olsen and
Woese, 1997)

Ces processus fondanentaux chez les archaea ressemblent beaucoup”™ ceux retrouvZs chez les
eucaryotes, mais ils en sont une copie smplifiZe, pour exemple le complexe RF-C et le
protZasome.

Le complexe du facteur de rZplication RF-C sert ~ charger 1@nnesu de processivitZ PCNA
(Proliferating Cell Nudear Antigen) sur IGADN. Ceci permet aux ADN polymZrases de
rZplique IGADN. Le complexe RF-C est de 5 sous-unitZs (unegrandeet 4 petites) arrangzs
sousforme d@nneau.

Chez les eucaryotes les petites sousunitZs sont formZes par 4 protZines diff Zrentes nommZes
RFC-A " RFC-D (Bowman et al., 2004) Chez les archaea les petites sous-unitZs sont formZes
pa lameme protZineg, elles conservent la conformation en anneau comme chez les eucaryotes
(Henneékeet al., 2002)

Un autre exemple connude cette smplification chez les archaea est celui dela machinerie de
dZgradaion des protZines : le protZasome. Ce complexe est compos de 2 anneaux-! externes
et deux anneaux-" internes, chaque anneau Zant composZ de 7 sous-unitZs. Chez les

eucaryotes, les 7 sousunitZs de chagque anneau sont congituZes par des protZines diff Zrentes
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soit 14 protZines au total (Couxet al., 1996. Chez les archaea, chaqueanneau est congituZde
7 protZines identiques, soit seulement deux protZines diff Zrentes rZpAZes chacune 14 fois
(Dahimannet d., 1997).

Ces ressemblances d@rganisation, entre les deux regnes, nous laissent suppo®r que nos
rZsultats structuraux et fondionnds seront directement applicables aux honologues
eucaryotes et plus prZcisZzment ~ Iiormme. Nous noussommes doncintZressZs aux protZnes
d@rchaea qui ayant uneorganisation simplifiZe facilite la comprZzhenson du mZcanisme. Les
rZsultats pourront par la suite servir = |Gtude du mZcanisme chez Iomme, facilitant la mise
en Zvidence des diffZrences entre les deux regnes. Sur le plan expZimental, les protdnes
d@rchaea quenousavons AudiZes prZsentent un autre intZret, elles sontissues de Pyrococcus
abyss un organisme hypeathemophie. Elles sont donctres stables. Ceci facilite les essais de
cristallisation car la solution de protZinereste hormmogene.

L &quipe de Patrick Forterre a identifiZ~ ce jour 36 protZines PACE. Nous nous sommes
intZress/s " laprotZine de Pyrococcus abyss produit du gene PAB0955 membre delafamille
deprotZines nommZe PACE12

1.2. Le contexte gZhomiguedes protZines dela famille PACE12

La protZine PAB0955 posede un contexte gzhomique tres intZressant au sein des archaea,
d®e notreintZret particulier pou cette protZine pami les PACE. En effet chez les archaeales
genes des protdnes PACE12 sont situ& " proximitZ de genes codant pour des protZines
impliquzes danslarZplication del@ DN oudansladivison cellulaire (fig.1.).

La consrvation de [@rdre des genes peut mener ~ uneinteraction physquede leur produit.
Cette observation dZrite par Thomes Dandekar (Dandekar et al., 1998) permet de prZdire la
fondion, Idnteraction avec des partenaires pourle produit de ces genes.

Puisque I®@rganisation des genes est conservZe chez les archasa, NOUS poUVoOrs SUPPOSY
qu@ne interaction physque existe entre ces protZines. D@IN c™Z, |a protZine PAB0955 de
Pyrococcus abyss est proche des genes des protZines MinD (division cellulaire) (Sakai et al.,
2001)et del@utre de GinS 2-3 (Marinsek et al., 2006)et du Mini Chromosome Maintenance
MCM (rZplication de IGADN) (Pape et al., 2003) Sur la base de I(ypothese ci-dessus nous
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suppo®nsquePAB0955pourrait «treimpliqu ~ |dnterface entre larZplication de|GADN et

ladivisoncdlulaire.

Sufolobustokodaii
Sufolobussolfataricus

Sufolobusaddoaldarius

113
2%
1%

Thermoplasma volcanium

B>
Thermoplasma acidophium m
el

Picrophilustorridus

Archaepglobusfulgidus

JU4Lglidll

FtsZ
Pyrococcusfuriousus MinD 4‘ Q
Pyrococcusabyss MinD ‘ #
Pyrococcus horikoshii MinD ‘ q
Thermococcus kodalaraensis MinD

Figure.1. Contexte gZhoniquedes protZines dela famille PACE12.

Les genes codant pour les protZines PACE12 sont en rouge en bleu les genes dont les
protZines sont impliqus dans la rZplication, en rose ceux impliqus dansla divison
cellulaire, et en gris pour d@utres protZnes.

Les genes not7Zs 1 codent pour le PCNA , ceux notZs 2 pou la primase PriS, ceux not7s 3

pour Ginsl-5, ceux notZs 4 pour Gins-2-3 et les genes notZs 5 codent pour le MCM.
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1.3. Les honologues eucaryotes des protZines PACE12

Il existe trois honologues des PACE12 chez les eucaryotes, et aucun homologuedans les 311
g/homes bactZriens sZquencZs ~ ce jour. Les trois honmologues humeins sont de taille
diffZrente : 374 rZsidus (QOHCN4), 310 rZsidus (QINUE1L) et 284 rZsidus (Q8NEI2). Parmi
ces trois protZines, QOHCN4 est la seule qui a AZ AudiZe.

En 200Q Masahiko Nitta et ses collaborateurs ont nommZ cette protZine QOHCN4, XAB1,
pour XPA binding protein 1. La protZine XAB1 interagit XPA (Xerodema pigmentosum
group A), cette derniere joue un r™g central dans la rparation de IGADN pa excision de
nudZotide (NER) (Nitta et al., 2000) Par des expZiences de doubke-hybride, les auteurs ont
montrZqueXAB1 selie” lapatie Ny de XPA, et entra’nelalocalisation nudZaire de X PA.
La protZine XAB1 qui est cytoplasmique (dZerminZ par immuno-fluoresence), servirait donc
detrangporteur > XPA. De plus XAB1 prZsente uneactivitZ spZifiqued®@ydrolyse du GTP.
En 2003, Francesca Lembo et ses collaborateurs ont identifiZ une protZine interagissant avec
MBD2 (mCpG-binding domain 2) quis ont nonmZe MBDin (MBD interacting protein).
Cette protZine s@st rA/A7Ze «treidentique™ XAB1 (Lemboet al., 2003) Clest Zgdement par
des techniques de doubke hybride quecette interaction MBD2-MBDin a AZ identifiZe. MBD2
est une des 5 protZines qui forme le complexe MeCP1 (methyls-CpG-binding proteing
capable de dZecter les mhylations sur IGADN. La protZine MBD2 dans ce complexe est
responsble delarZpression delatranscription des genes fortement mzhylZs. Ces auteurs ont
montrZ que XAB1/MBDin, XPA et MBD?2 interagissaient ensemble. |Is proposnt doncque
ces trois protZines appatiennent ~ un meme complexe, il y aurait donc un lien entre la
mzhylation des genes et larZparation NER.

LOdentitZ de sZquence varie entre les diffZents horologues de la famille des protdnes
PACE12, elle est de 80% entre les gZhomes de Pyrococcus, de 30% avec |es autres archaea et
de 20% avec les eucaryotes. Nous avons pu remarque dans@lignement de sZquence quela
congrvation Zait parfaite pour certains motifs (fig.2). Ces motifs sont au nombre de 5 et sont
sZquentiellement conservZs dans les 66 protZines PACE12 identifiZes aujourd®ui. Nous
verronspar la suite qudls sontimportants pourlafondion enzymatiquede PAB0955, et qui@s
forment Zgdement lasignaure de cette famille.
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Figure.2. Alignament de sZquence de 10 protZines dela famille PACE12.

En rougesont reprZsent’s les addes aminZs strictement conservzs, en bleu et vert lesrZsidus
honologues conservant la meme nature. En jaune sont surlignz les motifs conservzs dans
cette famille de protdine PAB0955, que nous avons AudiZe, est ici alignZ avec 9 autres
protZines eucaryotes de la famille PACE12, les trois humaines, deux de souris, une de
Candida glabrata (CANGA), une d@rabidopss thaliana (ARATH), une de Debaryomyces
hansnii (DEBHA) et unedeKluyveromyces lactis (KLULA).
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De plus la d4zion systZmatique de chacun des trois genes codant pour les protdnes de la
famille PACE12 chez lalevure Sacharomyces cerevisiae a AZ testZe. Leur d4Zion est | Adle,
soulignant |@dmportance de ces protdnes au niveau cellulaire
(http://mipsgd.de/genre/proj/yeast). Chez cette levure, les genes sont YjrO072chonologuede
Q6FNF1, Yor262whomologuede Q6BKW4 et YLR243whonmologuede Q6CQAG.

1.4. LaprotZine PAB0955

La protZine PAB0955 contient une sZquence reconnue pour fixer les nudZotides tri-
phophates tel que IATP (adZhosne tri-phogphae) ou le GTP (guanosne tri-phophae) en
Nier. Cette sZquence est un motif de Walker detype A GX1X2X3X4GK[T/S], nommZe aussi P-
loop (phogphae binding loop), qui sert ~ fixer les groupements phogphaes des nud Zotides
(Walker et al., 1982)

La similitude de sZquence (environ 10% d@dentit?) entre les protZines dela famille PACE12
et les petites protZines G afait queces protZines ont A7 classZes dansle COG1100(Natale et
a., 2000) Le COG 1100 (cluster of orthologows groups of proteins) regroupe diff Zrentes
protZines hydrolysant le GTP (GTPases) dont Sarl, une pdite protdne G. LQctivitZ
d@ydrolyse spZifiquedu GTP par PAB0955a AZ vZifiZe en solution, confirmant sa quditZ
de GTPase. Afin de mieux Situer cette nouvedle GTPase, qui potentiellement peut «tre une
peiite protZine G, I@ntrodudion est consacrZe aux diff Zrentes GTPases dont la structure est

connue

Les GTPases sont des enzymes capables de fixer et d@ydrolyser le GTP. La plupat des
GTPases (exception faite de la tubuline et de son honmologuebactZrien FtsZ) conservent une
organisation tridimensonnéle semblable, avec un ¢l ur formZ par un domeine G qui fixe les
nudZotides et d@ventudles insertionsgreffZes sur ceci ur.

Ledomeine G, qui caractZise la plupat des GTPases, forme le site defixation et d®@ydrolyse
des nudZotides (Paduch et a., 2001) 11 s@rrange en repliement de type Rossmann, c(@st-"-
dire avec un feuillet-" entourZ d®dices! . Ce domeine G est une aternance de brins",

classiquament au norrbre de 6, et d®ices! qui sont gzhZaement au norbre de’5. En plus
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desacongervation structurale, le domaine G poss* de Zgd ement uneconservation de sZquence
pour 5 motifs nonmzs G1 ~ G5 qui forment des boudes. Le motif G1 forme la P-loop qui
fixe les phophaes du nud Zotide, sa sZquence est celle d@n motif de Walker detypeA, dle
est situZe entre le brin-"1 et I Aice-! 1 c@st-"-dire en Ny du domeine G. Le motif G2 sert *

fixer le Mg?* nZessaire Iydrolyse du GTP et selon lafamille de GTPases, c@st un rZsidu
thrZonine ou acide aspartique conservZ Le motif G3 fixe le phophae-# du GTP et le Mg™,

sa sZquence, DX1X,G, correspond” un motif de Walker detype B (Walker et a., 1982) Ces
trois premiers motifs G sont situs du meme c™ que les groupaments phoghates du
nudZotide. Alors que les motifs G4 et G5 servent ~ fixer la base guaning et donnet la
spZificitZ pour le GTP et le GDP aux protZines qui les portent. Le motif G4 possede une
sZquence consensus NKXD. Le motif G5 n@st pas prZsent danstoutes les GTPases, il est plus
difficile~ repZer en sZquence car il peut «tre formZ uniquement d@neaanine, qui est le plus
souvent prZcZdZd@necystZine ou d@neszine

L es GTPases sontimpliquzs dans diverses fondions: trangdudion designd, biosynthese de
protZnes, contr™g et diffZendation cellulaire, trandocation de protZines ~ travers la
membraneet le trangoort devZsicules. Elles jouent unr™g vital pou les cellules,

Afin de mieux comprendre et d@ndyser |a structure de PAB0955,il Aait important de faire
un point sur les diff Zrentes GTPases et leur structure. En effet, la relation qui existe entre la
congrvation de la structure et celle de la fondion peut permettre de comprendre la fondion
ou, du moins le type de voie biologique dans lagquédle est impliquz la protZine d@ntZret.
Nous espZons donc qu@n dZerminant la structure tridimensonndle de PAB0955 et en
|Gndysant, nousobtiendronsdes informationssur safondion biologique Lors de cette Zude
nousavons classZ les GTPases en trois sousfamilles en fondion de la conformation de leur
domeine G. Dansla littZrature, les revues traitant des GTPases concernent le plus souvent un
seul type de sousfamille, les peites protZines G (Paduch et a., 2001) les interrupteurs
molZculaires (Vetter and Wittinghoer, 2001, Kaziro et a., 1991, Sprang, 1997)ou les SRP
(Keenan et d., 2001) mais jamais |@nsemble des GTPases en dZail.

Dans une Zude publiZe en 2002, un dZcoupaye des GTPases en deux sous-familles a AZ fait
pa Detlet D. Leipe et al. (Leipe et al., 2002) sur la base de la sZquence dans le but de
comprendre IGvolution de ces protZines. La premiere classe de protZines nommZe TRAFAC
(after trandation factor) indut les facteurs de trandation, les pdites protdnes G, les
dynamines, les GBP (Guanylate Binding Protein), les protZines G hAZotrimZiques et

-8-
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d@utres GTPases dont la structure n@®st pas connue La seconde classe nommZe SIMIBI
(after signd recognttion paticle, MinD, and BioD) regroupedes ATPases comme MinD et la
dzhiobiotine syntAhase (dont nousreparleronsdans |@ndyse structurale), et Zgdement des
GTPases comme les SRP (Signd Recognition Particle). Dans cette classification nousavons
remarquZquela famille PACE12 Aait reprZsentZe par un de ses honologues humain XAB1.
La protZine XAB1 est classZe dans la famille SIMIBI. Ceci est en dZsaccord avec la
classification des protZines de la famille PACE12 dans le COG1100 (les petites protdines G
Zant classZes dans TRAFAC).

LGtudede Detlet D. Leipea AZ rZdisZe sur labase dela sZquence et ne congdere pas toutes
les GTPases, puisque les tubulines n@ppaaissent pas dans ces deux sousfamilles. C@st
pourguoi, nousavonschoisi un autre dZoupaye en 3 sousfamilles de GTPases sur la base de
la structure. La premisre sousfamille indut les protZines posZdant un domeine G de type
peiite protZine G, avec un feuillet-" mixte, que nousnommeronsla famille des interrupteurs
molZculaires. La seconderegroupeles protZines possZdant un domeine G de type SRP, avec
un feuillet-" paallele, et regroupeuniquament les SRP et leurs rZcepteurs. Elle se nommera
donc la famille des SRP. La troiseme famille sera celle des tubulines, elle regroupe les

tubulines et les protZines FtsZ (honmologuebactZrien) qui ne poss dent pas de domeine G.
Cette classfication structurdle est souvent liZe ~ une fondion ou ~ un mode de

fondionnement dans des voies mAaboliques prZcises. Ceci peut Aventudlement nousguider
sur lafondionde PAB0955.

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

feuillet-" mixte

Les GTPases de cette premiere sousfamille sont les plus nombreuses, elles regroupent entre
autres les petites protZines G (environ unecentaine de protZines). Elles possdent un donmaine
G dont le feuillet-" est mixte, avec le brin-"2 anti-paalele aux autres brins Elles sont
qudifiZes dinterrupteurs molZculaires car elles ont la particularitZ de pouvor oiller entre

uneforme active, liant le GTP, et uneforme inactive, liant le GDP. Au cours de leur cycle

-9-
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d@ydrolyse du GTP, de pat leur changement de conformation en fondion de la nature du
nudZotide, les interrupteurs molZculaires sont capebles de fixer diff Zrents partenaires et donc

d@nduire diff Zrents types de sighaux.

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

sontimpliquzs dans de norrbreuses maladies chez I(iomme, dontpluseurs cancers.

L es petites protZines G sont divisZes en 5 familles, selon leurs fondionsbiologiques :

_RAS (diff Zrendation et prolif Zration cellulaire)

__RAB (reconnassance et lafuson vZsiculaires)

_ RHO (cytogjudette)

__RAN (trangport nud Zoplasmiqueet le cycle cellulaire)

_ ARF (formation vZsiculaire).

Le repliement globd de ces protZines est de type Rossmann comme pour toutes les GTPases
ou ATPases. Elles sont nommZes petites protZines G car elles sont gZhZralement condituZes
d@nviron 180 acides aminZ, donc sont de petit poids molZculaire (20 kDa). Leur structure
forme le domaine G et reprZsentent le motif minimum pourfixer et hydrolyser le GTP.

Le domaine G, contenant les 5 motifs G (Boume et d., 1991)(fig.3), est condituZde5 " 6

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

sandwich par des hdices-! danslesinterrupteurs molZculaires.

-10-
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Figure.3. Structure de Rashumaineen conplexe avec un analoguedu GTP (GMPpnp).
(codePDB : 1CTQ (Schedig et al., 1999)

Le motif G1, la P-loop, sert ~ la fixation des groupaments phoghaes du nudZotide en
formant une boude gr%ge ~ ses glycines consrvZes. Sa S/quence CONENSUS
GX1X2X3X4GK[T/S] est un motif de Walker detype A (Waker et a., 1982) contient une
lysine qui stabilise les charges nZyatives des phosphaes. Ce motif se localise, pourles petites
protZines G, entre le premier brin-" et la premiere hdice-! , c@<t le cas pour la plupat des
GTPases.

Le motif G2 qui relie Idice-! 1 au brin-" ,, n@ pas de sZquence consensus mais poss*de une
thrZonine conservZe impliquZ dans la fixation du magnZium (T dans hRas). Ce motif est
Zgdement nommZ Cswitch | E pour les interrupteurs molZculaires, car il change de
conformation en fonction dela nature du nud Zotide fixZ

Le motif G3 est un motif de Walker detype B, dont la sZquence consnsus est DX1X,G. |l est
situZen N dela seconde hdice-! |, apresle brin-" 2 qui est anti-parallele aux autres brins" .
Ce motif sert * la fixation du magnAium et du phophae-# |l est auss appdZ Cswitch Il E
pourles interrupteurs molZculaires car il est flexible et changede conformation en fondionde
la nature du nud Zotide fixZ Dans beaucoup de petites protZines G, ce motif contient en plus
une glutaming DX31X»GQ, impliquZz dans le mZanisme d@ydrolyse du GTP pa
stabilisation de |Gat intermZdiaire, (Q61 danshRas).
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Le motif G4, NKXD, reliant le brin-"5 " I(ice-! 4, sert ~ lafixation delabase guanine Les
acides aminZ asparagine et acide aspartiqueforment des liaisonshydrogenes avec la base, la
lysineforme des contacts devan de Waals avec le noyau aromatiquedela base.

Le motif G5 stabilise la base guanine en formant une liaison hydrogene avec |@tome
d®xygene 06 spZifique de la guanine (absent dans |I@dzhing). Ce motif est responsble,
avec le motif G4, dela sAectivitZ des protdines vis"-vis dela guanine La sZquence du motif
G5 est SAK le plus souvent, avec une aanine conservZe qui fixe la base par |@tome d@zote
desachaneprindpde. Ce motif G5 n@st pas prZsent danstoutes les GTPases.

La dZignaion des motifs G sera conservZe tout au long du manuscrit, et les diff Zrences de

structure ou de sZquence de ces motifs selon les protZines seront signd Zes.

La particularitZ de ces petites protZines G rZside dans leur capacitZ” change de structure en
fondion du nudZotide fixZ Ce changament est important et se condate assez facilement sur
les structures de la figure 4.a avec comme exemple la protZine Ras humaine. Les rZgions
nommZes Cswitch | et 1l E (motifs G2 et G3) ZAant mobiles, en absence de nudZotide, il est
frZquent qu@les ne soient pas modZisZes dans les structures cristallographiques car leur
dendtZ Aectroniqueest trop faible.

Petite G
ACTIVE

GTP

GAP

Figure.4.a. Supepostion detrois structures dehRas Figure4b. Cycle dydrolyse

du GTP par des pdites
En orange hRas en conplexe avec le GMPpnp  protdinesG.

(1CTQ), en bleu hRas en conplexe avec du GDP

(4Q21(Milbum et al., 1990) et en vert la protine | e fageur d@ichange GEF,
danssa forme conplexZe avec un facteur dchange  chargela protZineen GTP et le
(GEF) qui n@st pas reprzsentZ (1BKD (Boriack-  fagteur  d@dtivation, GAP,
Sjodin et al, 1998). Les fleches indiquent les active | ydrolyse du GTP.
dZlacements des motifs G2 et G3.
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L Gat des petites protZines G est contr ™ par la nature du nudZotidefixZ Lorsquela protZine
fixe du GDP, elle est inactive et ne peut tranamettre de signd. Comme son activitZ d@change
de nudZotide est faible, dle est rZguleZ par d@utres facteurs protZiques (fig.4.b.) (Sprang,
1997) Ains une protine GEF (Guanine nudeotide Exchange Factor) vient catalyser
|@ctivation de la petite protZine G en favorisant |@change du GDP par du GTP. Dans sa
conformation liant le GTP la petite protZine G est active, elle peut donctransmettre un signd
cellulaire. Lydrolyse du GTP en GDP est catalysZe par une protdine GAP (GTPase
Activating Protein) et permet le retour ™ |Giat inactif de la petite protine G qui se retrouve
dors avec du GDP dans son site nud Zotidique

Chague Zape de la biosynthese des protZines (tradudion) est contr™fe par de nombreuses
macromolZcules dont les facteurs dénitiation (IF ou elF) et d@ongdion (EF-Tu et EF-G).
Ces facteurs sont compos/s de 3 dormeines, le domeine 1 est un domeine G, les domaines 2 et
3 sont structurZs en tonneau-" antiparalele (fig.5.a). Ces facteurs appatiennent ~ la famille
des interrupteurs molZculaires et changent de conformation selon le type de nud Zotide fixZ
(fig.5.b) (Sprang, 1997)

Gl G3

G4

G5

=

Figure5.a. Sructure de EF-Tu de Thermus
aquatcus en conplexe avec du GMPpnp
(1EFT (Kjeldgaad et al., 1993).

Le domaine G est en bege, le domaine2 en
rose et le domaine 3 en violet.

-13-

Figure.5.b. Supepostion des conmplexes EF-
Tu/GMPpnp e  EF-TWGDP  (1TUl
(Polekhina et al., 1996).

En beige et orange le dormaine G de EF-
Tu/GMPpnp, en bleu celui de EF-Tu/GDP.
En rose et violet foncZ sont reprzZsentss les
domaines 2 et 3 deEF-Tu/GDP.
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Sur lafigure 5.b. les changements structuraux entre les structures liant un andoguedu GTP et
celleliant le GDP sont signdZs par des flsches rouges pourle motif G2 (switch 1) et rose pour
le motif G3 (switch I1). La postion du domaine G par rappat =~ celle des deux autres
domaines toume de presque 90 entre les deux structures, en plus des mouvaments dans le
domeine G. Ce basculement se produit au moment de Idydrolyse du GTP; cela stae le
facteur d@ongdiondel@RN detransfert (ARN).

Latradudion a lieu au niveau du ribosome qui resoit les ARNt trangportant les acides aminZ
pourformer la chane polypeptidique et IARN messager (ARNm) qui contient |@nformation
desZquence " traduire. Latradudion est un processus qui se divise en trois Zapes, |@nitiation,
|@ongdion et laterminason.
L es facteurs d@nitiation, comme leur nomI@ndique dzbutent la tradudion en permettant aux
diff Zrentes molZcules mises en jeu d®tre bien positionns. 1ls permettent la formation d@n
complexe contenant : le riboome, IGARNm au niveau de son codon ddnitiation et IGARNt
dénitiationiZ”~ unemZhionine. E ce moment, les facteurs ddnitiation sont capables de fixer
du GTP, qui pa son hydrolyse va permettre un changement de conformation rendant le
complexe d@nitiation fondionné pour|@ongaion dela cha’ne polypeptidique et libere des
facteurs d@nitiation,
Les facteurs d@ongdion
EF-Tu et EF-G servent ~
|@ongadion de la chane
polypeptidique au cours de
la tradudion des protZines
(fig.6.).
Les EF-Tu fixent et
ddivrent IGARNt liZ avec

unacideaminZau site A du
SiteP

ribooome dans sa forme
/ liant le GTP. Le ribosome
agit alors comme activateur
de IGydrolyse du GTP

(comme les GAP des

Figure.6. Cycle d@ongaion dela cha’nepolypeptidique petites protZines G), ce qui
En cyan la grande sous unitZ du riboome, en bege la

petite, en jaunele site determinaison dela tradudion.
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libere le facteur d@ongdion EF-Tu. La liaison peptidique peut alors se former, au site A du
ribooome; il y a donc Aongdion de la chane polypeptidique Le complexe ARNt-
polypeptide est alors trandZZ du site A au site P sur le ribooome. Ceci se fait grike au
facteur EF-G qui, par hydrolyse du GTP, peut se lier au ribosome. 1l y a alors s/paration de
IG\RNt non chargZ du site P le riboome glisse alors sur IGARNm, ce qui entra’ne un
trangert de IG\RNt-polypetide du site A au site P. Aing le polypeptide est en place pour
accepter la formation d@ne nouvele liaison peptidique avec un autre acide aminZ, qui gr¥%e
au dzplacement de IGARNm correspondia au codon suivant dans la sZquence. L&Gape de

terminaison intervient lorsqu@ y a un codonstop sur la sZquence d@RNm.

Les signaux extracellulaires sont reconnuspar des rZcepteurs ~ la surface de la membrane
cytoplasmique et tranamis ~ I@ntZrieur des cellules par |@ntermZdiaire de rZcepteurs. Les
rZcepteurs appatenant ™ la famille des rZcepteurs ™ 7 hdices transmembranaires, sont couplZs
aux protZines G hazrotrimzriques. Ces protZines possdent 3 sous-unitZs G! , G" et G# La
sousunitZG! portelafondion d®@ydrolyse du GTP (fig.7.a et 7.b.).

Gl
G3
G4

G5

Figure.7.a. Srudure dela sousunitZG" de Figure7.b. Stucture de la sousunitZ G”
Rat en conplexe avec du GMPpnp (1CIP  de Rat en conplexe avec du GMPpnp
(Coleman and Sprang, 1999). (1CIP).

La strudure est ici complete, mais des La vue est dans la meme orientation que

hZices-" recouvrent le site nud Zotidique celle de la fig.7.a. mais sans|es haices-"
qui recouvrent le site nudZotidique
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Figure.7.c. Supepostiondes structuresde G”

conplexe avec du GMPpnp (orangg et celle en
conplexe avec du GDP et du PO,* (bleu) (1GIT

(Berghuis et al., 1996).
Lesflechesindiquent les zones mobiles.

Il existe diff Zrentes classes de sous-unitZs !

en

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 protdnes G, les
protdines G hzAZotrimZiques sont
auss des interrupteurs molZculaires
qui changent de structure en fondion
du nudZotide La sous-unitZ! change
de conformation selon le type de
nudZotide fixZ Les sousunitZs" et #
toujours liZes ensemble, forment le
domeine de reconnassance du
rZcepteur ans que le domaine
d@nteraction et de rZgulation des
effecteurs (Kaziro et a., 1991)

2 sof)y Viotgz) ! g€t 12, dles sontimpliquZas

dansdiff Zrentes fondionsbiologiques. LorsquelasousunitZ! fixe du GTP, ele peut rZguler

des effecteurs intracellulaires comme |@dZhyl-cyclase, |a phopholipase C", les canaux K et

Ca®*, laphophodisterase GMP cyclique Lorsqu@le fixe du GDP, lasousunitZG! est liZe

O

Figure.8. Cycle des protdines G hAZrotrimZriques

O
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avec les deux autres
sousunitZs " # et ne
peut donc fixer
d@ffecteur (Sprang,
1997) Seule la
sousunitZ ! liant
du GTP, dissodZe
des sous-unitZs "#,
peut interagir avec
des effecteurs
(fig.8).
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Les GBP sont de grandes GTPases (60~ 100kDa) impliquzs danslarZpon cellulaire anti-
virde. Elles condituent la classe la plus abondante de protZines induites par |@nterfZron-#

unesubstance immunonodulatoire induisant | @xpression de genes impliquz dans la rZorse
anti-virale (Prakash et a., 2000b) Ces protZines GBP sont multidomaines (fig.9.a). Elles
posssdent un grand domaine G (300 rZsidug structuralement similaire ™ celui des pdites

protZnes G. Ces protZines ont en plus un autre domeine en hdice-! alongZ(violet), ce qui

fait qu@les sont de plus haut poids molZculaire (60-100kDa) queles petites protZines G (20

kDa).

G3
Gl

Figure9.a. Strucure de la GBP1 hunaine en
conplexe avec du GMPpnp (1F5N (Prakash et al.,
2000b).

Le dormaine G est en beige et le domaine en hice-"
est en violet.

Meme s leur domaine G est
structuralement prochede celui des
peites protdnes G, il existe
pluseurs caractZristiques
spZifiques aux GBP. Elles
contennent des insertions pa
rappoit au domaine G canonique
Le motif G4, NKXD, est remplacZ
pa une boude RD oe I|@cide
aspatique joue le meme r™a
(**'TLRD* danshGBP1). De plus
les GBP ont une fable affinitZ
pour les nudZotides "~ base
guanine, mais ont uneforte activitZ
d@ydrolyse du GTP. Leur vitesse
d'hydolyse est de 80 min™ aors
que celles des petites protdnes G

est de 0.001"~ 0.1 min™ (Prakash et a., 20003. Cette vitesse d@ydrolyse plus rapide serait
due” laprZsence d@n motif conservZ dansles GBP (**DXEKGD'® dansla GBP1 hurmeine).
Ce motif riche en rZsidus chargZs pourrait avoir un r™g catalytique similaire ~ celui d@ne

GAP (activation del(ydrolyse du GTP).

Les GBP sornt capables de se dimZriser de fason nud Zotide-dZpendante (Ghosh et a, 2006)
En absence de nudZotide, en complexe avec du GMP ou du GDP, la GBP est mononiZique
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Elle devient dimZiqueen fixant un nudZotide tri-phophae (GTP ou GMPpnp) (Prakash et
al., 20000.

Comme les protdines de la supafamille Ras, les GBP changent de conformation selon le
nudZotidefixZ (fig.9. b et ¢), natamment au niveau des rZgionsCswitch E (motifs G2 et G3).

e

G4

Figure.9.b. Supepostion dela structure dela _
hGBP1 seule (bleu) et en conplexe avec du Flgurg.g.c. Zoom de la figure9.b. sur le
GMPpnp(orangg. donmaineG.

En violet clair le domaine en hdice-" de la .
structure en conplexe avec du GMPpnp Les cercles jaunes indiquent les extrZmitZs
(1F5N) et en violet foncZ celui dela structure des parties non mod4iszes dams la
seule (1DG3 (Prakash et al.. 2000a). strudure sansnudZotide

Lastructure de hGBP1 sansnudZotide contient 4 rZgionsqui n@nt pu «tre modZisZes dansla
dendtZ Aectronique: le motif G2, le motif G3, le motif G4 et unerZgion situZe apres le motif
G5. En absence de nud Zotide, |es interrupteurs mol Zculaires sont moins stables (voir ingables
pour certaing et certains motifs G sont alors dZordonns. La prZsence et la naure du
nudZotide affectent la conformation et |a stabilitZdela protZine

Les dynamines sontimpliquzs dans |@ndog/tose, le trangport de vZsicules et le maintien de
la morphologie des mitochondies. Ce sont de grandes GTPases (100 kDa) composZes de 5
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domaines: undomaine G en Ny, undomaine GED (GTPase effector domain) qui jouele r™g
de GAP, un domaine qui interagit avec le domaine GED, et deux autres domaines qui
interagissent avec la membrane des vZsicules (Sever et a., 2000) Comme les GBP, elles
poss dent unefaible affinitZ pourles nud Zotides et uneforte activitZ d@ydrolyse (supZieure
" celle des pdtites protZines G); ceci Zant probalement dZ ~ leur domeine GED. Le domeine
G ressemble ~ celui des petites protZines G avec des insertions supplZmentaires. Les
structures rZsolues pour la dynamine sont celles du domeine G de la dynamine A de
Dictyogtelium discoideum avec du GDP et sans nudZotide. Dans les deux structures, qui sont
similaires, 3 rZgions n@nt pu stre mod4isZes dont les deux rZgions switch. Il est donc
difficile de comparer les structures puisque les rZgionsqui sont susceptibles de se rZarrange
ne sont pas modZisZes. Toutefois, nous pouvons penser que la dynamine change de
conformation selon la naure des nudZotides. En effet I@bsence du domeine GED pourrait
explique’ 1Q@gitation des rZgions qui n@nt pu «tre mod4isZes. Les similitudes structurales
avec les autres interrupteurs molZculaires confirment que la fixation des nudZotides doit
entra’ner des rZarrangaments structuraux. Ces changaments structuraux auraient pour but
d@ctiver lafuson des membranes (Niemann et al., 2001)

Il existe en plus de ces familles de protZines G bien identifiZes, diff Zrentes GTPases dontla
structure est connueet diffsre de celle des autres familles. Parmi ces protdines, il y a les
protZnes Eng A (IMKY, (Robinson et a., 2002), B (1PUI nonpubi2) et C (1UOL, (Shin et
a., 2004)et 1TH9 (Levdikov et d., 2004 qui sont impliquzs dans le cycle cellulaire et sont
donc des cibles pour produire des molZcules anti-bactZriennes (1SUL, (Ruzhenikov et al.,
2004). Ces protZines contiennent deux domeaines en plusdeleur domeine G. Leur domaine G
est similaire” celui des petites protZines G avec un feuillet-" 2 antiparall«le et des rZgions non
modZisZes en absence de nud Zotide triphogphéte.

Il y a Zgdement les protdines: trmE (1RFL, non pubii2), Obg (1UDX, (Kukimoto-Niino et
a., 2004) et ERA (1EGA, (Chen et a., 1999) qui sontdes GTPases avec un domaine G dont
les rZgionsswitch sont stables et un feuillet-" mixte avec le secondbrin-" anti-paralsle. Mais
ces protZines n@nt pu «tre cristallisZ avec des nud Zotides, doncon ne peut Zudier leur mode
defixation. Et enfin il y ala protZine TOC34 (1H65 (Sun et al., 2002)) qui est Zgdement une
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GTPase capable de se dimZriser. LadimZrisation permet ~ la protZine de mimer |@ction d@ne
protZine GAP de petite protZine G.

3.2. Lafamille des SRP : domaine G avec un feuillet-" parallele

Le complexe ribonudZoprotdque: SRP (Signd Recognition Particle) (Kuglstatter et al.,
2002) intervient dans la sZcrion des polypeptides, en cours de tradudion, ™ travers la
membrane du rZiculum endopbsmique (RE). Le complexe est formZ par IGARN et la protZine
SRP. Cette protZine est une GTPase, multidomeine avec un domeine G.

Dansunepremisre Zape, la protZine SRP liant le GTP (bleu) reconnat la sZquence signd du
polypeptide (rouge en cours de synthese. Puis, elle trangorte le riboome avec le
polypeptide ~ la membrane, du RE chez les eucaryotes et la membrane plasmique chez les
procaryotes, par |@nteraction avec son rZcepteur liant le GTP ~ proximitZ de |@ppaeil de
trandocation (Zape 2). Les deux complexes ains chargZ en GTP peuvent interagir entre eux
pa leurs domaines G, ce qui auto-active |dydrolyse de GTP. Lydrolyse s?pare la SRP du
polypeptide fixZ au ribosome, le rZcepteur de la SRP se dZache du trandocon (Aape 3). Le
ribosome est alors fixZ sur le trandocon et cela assure la sZcrtion du polypeptide ™ travers la
membrane (fig.10) (Keenan et a., 2001)

ftapel

f tape2

ftape3

Figure.10. Trandocation du polypeptide en cours detradudion” traversla membrane
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La protZine SRP et son rZcepteur sont des GTPases multidomeines, qui forment un
hZZrodimere pour activer I(ydrolyse du GTP au moment dela trandocation du polypeptide.
Chez Thermus aquatcus, la protZine SRP est nonmZze Ffh (fifty-four honolog), par andogie
avec la SRP54 humeine qui est unedes 6 protZines formant le complexe SRP (Keenan et .,
2001) Nousparleronspa la suite de Ffh et de son rZcepteur FtsY car leurs structures avec
diff Zrents nud Zotides ont AZ rZsolues.

La protZine Ffh est formZe de trois domeines: un domaine N de 100 rZsidus en Ny, un
domeine G (200 rZsidus) qui possde le site de fixation des nudZotides et interagit avec le
rZcepteur et un domaine M en Cir (140 rZsidug riche en mzthionine qui fixe IARN et la
chane polypeptidique en cours de tradudion (fig.11.a.). Le rZcepteur de la SRP, lui contient
deux domaines: un domaine N en hices! , et un domeine G qui fixe le nudZotide et
interagit avec la SRP (fig.11b.).

G2 G2
Gl Gl

G4 G4

Figure.11a. Structure des domaines N e¢ G Figure.llb. Stucure de FtsY en
de la Ffh en conplexe avec du GMPpcp conplexe avec du GMPpp (1R19 (Egea
(1RJ9 (Egeaet al., 2004). et al., 2004).

Le donmeine N est en rose, le donaine G en

beige, le GMPpp est reprZsentZ en b%ein.

Lesdomeines G dela Ffh et de sonrZcepteur FtsY sont structuralement similaires. Memessi le
repliement est globdement proche de celui d@in domaine G canonique de petite protZine G, il
stn distinguesignificativement. Tout d@bord le motif G2, qui fixe le magnZium, contient un

D' dansFtsY, au lieu d@nethrZonine dans les

acide aspartique consrvz, D** dansFfh et
interrupteurs molZculaires. Ce motif G2 est situZapresle brin-" 2 dans Ffh et FtsY, aors qu@d

se situe avant le brin-" 2 dans les petites protZines G. Cette localisation diff Zrente fait qu@
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n@xiste pas de grandeboude (switch 1) avant le brin-" 2 dansFfh et FtsY. Ains le brin-" 2 est
paallele aux autres brinset le feuillet-" est donctotalement parallele.

De plus les structures de Ffh en complexe avec du GDP, du GMPpnp et en absence de FtsY,
ne montrent pas de rZarrangements structuraux (fig.11.c). LGcide aspatique D** de Ffh se
dZplace de 0.39 « entre la structure liant le GDP et cdle liant le GMPpnp, alors que pour
hRas par exemple le dZplacement dela T est de3.12 ¢ . Il en est dememe pour le motif G3

(switch I1) qui ne subit

G3 pas das Ffh de

\ rZarrangements
G2 o

structuraux auss

important que dans les
petites protZnes G. Le
dZplacement dela G'*° de

Ffh est de 2 « dors que

Figure.1lc. Sugrposition des strudures de Ffh en conplexe  celui delaG® de hRas est
avec du GDP en bleu (ING1 (Freymann et al., 1999) et en
conplexe avec du GMPpnp en orange (1JPJ (Padmanabhar
andFreymann,2001) structures en complexes
Les zones plus foncZes indiquent les motifs G2 et G3 qui n@nt
pas chang’ de conformationsentre les deux structures.

de 519 e« entre les

avec le GDP et le

GM Ppnp.

La protZine Ffh seule ne subit pas derZarrangements structuraux selon la nature du nud Zotide

fixZ Lorsqu@le interagit avec son rZcepteur, FtsY, des changements structuraux sont
obsrvzs notamment au niveau
des motifs G2 e G3
(figure1ld.). Ceci montre que
ces motifs G2 e G3 sont
Zgdement flexibles dans les SRP
et leurs rZcepteurs. Leurs
conformationsdZpendent de |Gtat
d®ligom#isation  de  ces

o prothes et non de la naure du
Figure.11d. Supepostion de Ffh (sans FtsY) en

conplexe avec du GMPpnp (en orange 1JPJ) et en nudZotide fixZ La formation du

CO”D')EXE avec FtsY (en vert 1RJ9) (Egea et al., complexe Ffh/FtsY dZlenche
2004
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|(ydrolyse du GTP, avec |@ppott ddineargininedansle site actif de chaqueprotZine Aing,

les protZines Ffh et FtsY sQ@uto-activent.

3.3. Lafamille destubulines : sansdomaine G

La formation des microtubues joue un r™é important dans les mZcanismes liZs ~ la

croissance, la division, la diffZendation, le trangort et la sZcrAion cellulaire. Latubuline est

une protZine congitutive majeure des microtubues. C@st une GTPase qui est notamment

rZgulZe pa des protZines de la famille de la stathmine. La structure de la tubuline a 27

dzZerminZe en complexe avec la stathmine. La stathmine est une phoghopotZine qui module

la dynamique des microtubules en rZpong " des stimuli externes. Le complexe
tubulingstathmine est composZ d@n hAZodimere de tubuine ! " et d@ne molZule de

stathmine (Gigant et al., 2000)

Figure.12.a. Sructure du dimere de FtsZ en conplexe avec
du GTP (1W5A (Oliva et al., 2004).

En beige et violet clair sont reprZsentzs les domaines N
des deux monomres de FtsY, et en orangeet violet foncZ
sont reprZsentZs les domaines Cyer de ces monomres, et en
jaunela P-loop.
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La protZine FtsZ est la
tubuline procaryote. Elle
polymZrise Zgdement pour
former les microtubules
essentiels ©  la  divison
cellulaire. Chez les
procaryotes, FtsZ adope la
meme structure que la
tubuline (Oliva et a., 2004.
FtsZ est formZe de deux
domaines: un N Qui
contient le site defixation du
nudZotide et un Cy qui sert
~ 1Gydrolyse du GTP. Le
domaine N est diffZent des
domeines G des autres
GTPases. Il ne contient pas
de motifs G. Ce domaine

adopte un repliement de type
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Rossmann, avec un feuillet-" paralele composZ de 6 brins entourZ d®dices! . Le site
nudZotidique n@st complet quelorsquela protZine est dimZique La dimZisation se fait par
|nteraction d@n domaine Nier d@N monomere avec le domeine C de |@utre monomnrre
(fig.12a.).

Le domeine Cir, composZ d®dices! et de brins", contient la boude T7. Cette boude

D238

contient |@cide aspatique (D**° de Methano®ccus jannaghii) qui est essentiel ~ [Gydrolyse

duGTP (Olivaet a., 2004 (fig.12.b. et c).

A BoudeT7 BoudeT7

Figure.12c. Zoom de la figure12b. au
niveau du site nud Zotidique

La boude T7 du domaine Ci d@n

Figure12b. Studure de FtsZ en monomre appotte |@dde aminZ D238 qui

conplexe avec du GTP (1WSA (Oliva et vient conplzer le site nudZotidique du
al., 2004). domaine Nir del@utre monomre.

Sous sa forme liant le GTP la protZne FtsZ dimzZise. Apres IGydrolyse du GTP, les

mononeres se sfparent.

La tubuline et la protdine FtsZ adopent un repliement de type Rossmann mais sont bien
diff Zrentes des GTPases dZrites prZcZdemment. Elles ne confiennent pas de motif G et leur
P-loopn@st pas un motif de Walker detypeA. En effet, la sZquence qui fixe les groupements
phogphaes du nudZotide est une sZquence modifiZe riche en glycine (*°GLGGGTGTG™®
pour FtsZ de Methanomccus jannaghii). La structure du monomnere ne semble pas subir de
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rZarrangement structural lors de Idydrolyse du GTP, cependant ces protZines ocillent entre
uneforme active et inactive selon le type de nud Zotide fixZ et leur degrZ d®@ligomrisation.
En rZsumZ la majoritZ des GTPases sont des interrupteurs molZculaires qui changent de
conformation en fondion du nudZotide fixZ D@n point de vue structural, elles sont
monon¥riques, leur feuillet-" est mixte et leurs motifs G2 et G3 changent de conformation
sdlon le nudZotide fixZ L®sillation entre leur Aat actif et inactif est cont™fe par les
protZines GAP et GEF.

Les protZines de la famille des SRP possedent un feuillet-" parallele, leur structure ne varie
pas sensblement en fondion du nudZotide fixZ (pas de GEF ou de GAP). Cependant
|(ydrolyse du GTP est activZe par |vAZodimZrisation entre la SRP et son rZcepteur.

Les propriaZs biochimiques de ces domaines G (affinitZ pour le nudZotide vitesse
d@ydrolyse) dZpendent visiblement du r™g biologique tenu. L@nsemble de ces donn#s
structurales et biochimiques sur les domaines G va nouspermettre de situer PAB0955dans ce
contexte et nousaider ~ identifier son r™e et son mode de fondionneanent en mettant en
Zvidence les diff Zrences et les similitudes avec les structures de domeines G d4” connues.

E titre d@xemple, aucune GTPase homodimZique avec un domeine G n@ AZidentifiZe ” ce

jour.
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Chapitrel du prge PAB0955 : Biochimieea Cristallisation

|.1.1. Expression et purification de PAB0955

La protZine codz par le gene PAB0955de Pyrococcus abyss a AZ produite et purifiZe par
nos collaborateurs de |@quipe de Jean Armengaud du CEA de Marcoule. La prZsence de
codonsrares chez Pyrococcus abyss a nZcessitZ | @itilisation de la souche Rosetta(DE3)pLys
qui contient des genes codant pour des ARNt supplZmentaires pour les acides aminZs
arginine, isoleudne, proline et leudine La premisre Aape de purification se fait par chauffage
del@xtrait cellulaire ™ 80iC, car la mgjoritZ des protZines d@scherichia coli sont dzhaurZes
dors queles protZines de Pyrococcus abyss qui est unearchaea hypathermophie rZsistant ®
des hautes tempZatures (environ 100;C). Puis, la protZine PAB0955 est purifiZe sur une
colonne d@ffinitZ grde ~ son ZAiquete congituZ de 14 acides aminz dont six histidines,
situZe en Nr. Notre protZine ayant un point isodectriquethZoriquede 5.6, la dernisre Zape
de puiification se fait sur une colonne Zchangeuse d@nion (Resource-Q). La purification
pemet d@btenir 6,6 mg de protZine recombinante pure par litre de culture. La protZine est
ensuite andysZe par spectromArie de masse et pa sZquencage Ny Ceci a confirmZ que
cGiait bien la protZine PAB0955recombinante qui a A7 purifiZe, avec unemasse molZculaire
attenduede 30298Da au vue de sa sZquence primaire (fig..1.).

AYVFV GTAGSGKITL TGEFGRYLED NYKVAYVNLD
TGVKELPYEP SIDVREFVTV EEIMREGYGP NGAIVESYDR LMEKFNEYLN
KILRLEKENDYVLIDTPGQM ETFLFHEFGYV RLMENLPYPL VVYISDPEIL
KKPNDYCFVR FFALLIDLRL GATTIPALNK VDLLSEEEKE RHRKYFEDID
YLTARLKLDP SMQGLMAYKM CSMMTEVLPP VRVLYLSAKT REGFEDLETL
AYEHYCTCGD LT

Figure.l.1. SAjuence de PAB0955recomrbinante
SutignZen vert |iquete 6 histidines, surlignZen jaunele motif deWalker detypeA quifixe
les groupements phoghates du nud Zotide
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1.1.2. DegrZ d®ligonmrisation de PAB0955

La protZine recombinante PAB0955 contient 262 acides aminZ. Lors de mon arrivZe au
laboratoire, diff Zrents Zats d@ligomrisation (fig.l.2.) avaient AZ rA/A7s par uneandyse de
chromatographie d@xclusion. Les diff Zrents Zats d®ligomZrisation (30% de dimere, 50% de
tAramere et 20% d@ctamere) sont dus aux deux cystZines situZes en Cr de la protZine qui
forment un pontdisulfure inter-chahe Une Zude par Aectrophos se sur gd d@crylamide en
conditions dZhaurantes, a pemis de condater que cette oligomZrisation ZAait rAersible par
goutdeDTT (fig.l.3). En prZsence de DTT la protZine est homogene, sa masse correspond”
celle d@in dimere. Les tests de cristallisation qui suivent ont tous Aaient rZalisZs en prZsence

deDTT afin decongerver unesolution protZiquehomogene monodsperse.

Figure.l.2. Profil d@ution de PAB0955par chromatographie d@xcluson.

Figurel.2. En bleu la fracion FP041 ne
contient pasde DTT, il y a pludeurs multimeres
(8X: octanrere, 4X: tAramere, 2X dimere). En
rougela fraction Fp040qui contient du DTT, la
protZine est sousforme dimzriqueexclusivement.

D' ° o
e Figurel.3. Gel dWectrophorse = 125%
SansDTT AvecDTT  d@aylamide en condition native. L&jout de
Figure.l.3. Gel d@ectrophorse (lj)_'ln‘]l'zrpernﬁ d@btenir majoritairement la forme
imZrique

natf
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.1.3. ActivitZ GTPase de PAB0955

La protZine PAB0955 possde un motif de Walker de type A en N (‘GTAGSGKT™),
pemettant la fixation et |(ydrolyse de nud Zotidetri-phophae (fig.l.1.). L GctivitZ hydrolase
de PAB0955a donc A7 testZe en solution montrant que PAB0955est une GTPase. Ces tests
d@ctivitZ ont AZ rZdlisZs ~ la tempZature optimale de croissance de Pyrococcus abyss
(82i0).

Des quantitZs croissantes de protZines (0.2 ~ 1uM) sont incubZs avec une quantitZ fixe de
GTP (20QuM) dans un tampon EPPS © 50mM "~ pH 7 avec du MgCl, © 5mM. Le tampon
EPPS nevarie pasdepH " haute tempZature. L @nsemble protZineet GTP~ 80;C est andysZ
" diff Zrents temps (0, 5, 10, 15,30 et 60 min) grike " la sZparation des diff Zrents nud Zotides.
L &ydrophobtitZ du GTP (subdrat) est diff Zrente de celle du GDP (produit) cela permet de
les s/parer (colonneC18).

E cette tempZature, optimale pour I@rchaea, 1@ctivitZ spZifique d@ydrolyse du GTP de
PAB0955 est de 0,012 pmol de GTP hydrolysZ en GDP pa minute et pa milligramme de
protZine Cette vitesse d@ydrolyse est plus faible quecelle d@neprotZine de type kinase (de
|@rdre du umol), 10 fois plusrapide que celle dDne petite protZine G sans GAP (Sauvage et
a., 1997,

L GctivitZ GTPase dela protZine XAB1, homologue humain de PAB0955,a A7 observZe par
auto-radiographie sur gd (Nitta et a., 2000) Apres 30 minutes, le GTP est hydrolysZ
patiellement par XAB1, environ 30 ~ 40% d@pres IdntenstZ des bandes sur le gd. Les
conditions expZimentales pour mesurer 1QctivitZ d@ydrolyse de XAB1 utilisent 10 fois
moinsde subdrat qued@nzyme. Au contraire nousavons utilisZ 100fois plus de substrat que
de protZine pour mesurer 1QctivitZ d®ydrolyse de PAB0955.11 est doncdifficile de comparer
leur activitZ”~ lan™e, mais dans les deux cas, la vitesse dBydrolyse n@st pas comparable ™

celle d@nekinase.

|.1.4. Repliement de PAB0955

Avant d@ntreprendre des tests de cristalisation, il est important de savoir s la protZine
2udiZe est repliZe ; c@<t-"-dire s elle adopke des structures secondares de type hZice-! ou
brin-". Les protdnes prZsentant des paties non repliZes ou trop flexibles pour adopier

toujours la meme conformation ont peu de chance de cristalliser. Sur le serveur EXPASy
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(http://www.expasy.org/tools#seconday) il est possible de faire une prdiction de structure
secondare. Notre protZine devrait, selon la prZdiction, prZsenter uneaternance de brins" et
d®Zices! . Sachant queles GTPases adopeent un repliement de type Rossmann, ceci est en
accord avec la prZdiction de structure secondare.

Nos collaborateurs du CEA de Marcoule ont andysZ la solution de protZine pure par
dichrossme circulaire. Cette techniquepermet de connadtre la propottion d®ices-! , debrins:
" et de parties non strudturZes dans une protZine. Le dichrossme circulaire repose sur le fait
que les protZines sont des structures optiquement actives qui n@bsorbent pas de la meme
fason la lumiere polarisZe circulairement ~ droite et ~ gauche De cette andyse, ils ont pu
confirmer quela protZine Zait repliZe ; et qu@le adoptit unestructure avec environ 50%en
hdice-! et 50%en brin-".

Unefois la protZine purifiZe, elle nousest envoyz congdZe. C@st pourquoi nousavonstout
d@bord vZifiZ quele trangort et la congdation n@vaient pas affectZ son repliement. Pour
cela, nousavonsutilisZ la rZsonance magniquenudZaire ~ unedimension, pour savoir s la
protZine Zait correctement repliZe et pou tester sa thermostabilitZ Les spectres ont montrZ
quelaprotZine Zait repliZe, et qu@le le restait en augmentant la tempZature (jusqu® 48;C).
Elle est doncbien thermosgtable. La propriAZ de thermostabilitZ vient du fait que Pyrococcus
abyss est unearchaea hyperthermophile. La conservation de cette propriAZ nousindiqueque
la protZinen@ pas AZ altZrZe au cours du trangport ou par la cong4ation.

La protZdne recombinante PAB0955 est donc pure, homogene en solution, dimZique
thermogtable, elle prZsente des structures secondares et poscde une activitZ d@ydrolyse
spZifiquepourle GTP.

Afin de pouvor dZerminer la structure tridimensonnéle par rayons X de natre protZine, il
faut tout d@bord obtenir des cristaux de celle-ci. Le cristal est un agencement pZiodique de
molZcules dans les trois dimensons de I@space. Cette organisation tridimensonndle
spZifique fait que les rayons X diffusZs par les nombreuses molZcules du cristal vont
interfZrer de fason condructive dans certaines directions privilZgiZes, permettant la mesure
d@n spectre dediffraction.

Les cristaux doivent stre mono-cristallin afin d®btenir un spectre de diffraction de bonne

quditZ permettant larZsolution dela structure atomiquede notre protZine
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[.2.1. PrincipedelaCristallisation

La solubilitZ d'une macromolZcule est fondion de norbreux parametres comme le pH, la
tempZature, la force ionique I'effet d'additifs, etc. Lors de la cristallisation, la concentration
delamacromolZcule augmente jusgqu'” atteindre |' Aat de sur-saturation favorable ™ I'obtention
decristaux (fig.l.4.).

L es cristaux sont obtenusen formant des goutes au-dessus d@in rZservoir. L'Zquilibre s Aablit
entre la goute et le rZservoir par diffuson des especes volatiles jusqu” ce quela tension de
vapeur soit la meme dansla goute et dans le rZservoir. Dansla plupat des cas, la goute est
initialement plusdiluZe quele rZservoir ce qui entra’ne une Avaporation patielle dela goute.
LaprotZinequ nes@changepas avec le rZservoir reste dansla goute et doncse coneentre.

Figure.l.4. Diagramme de phas d@ineprotZine

La flechejauneindiquel@volution du systeme lors de |@quilibration par diffuson de vapeur
jusqud la nudZation. La fleche rougeindique |@olution de la goute apres nudZation, les
cristaux se forment et la concentration en protZine diminuedansla goute.
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La mzhodela plus utilisZe pour cristalliser les macromolZcules est la diffuson de vapeur en
goute suppendue(fig.l.5.) (McPherson, 1990)

Goutte =—pp
sugpendue \
cristaux
puits =

Figure.l.5. Systeme de cristallisation par diffuson de vapeur en goute supendue
La fleche orange indique |Qvolution du systeme lors de |Qquilibration par diffuson de
vapeur.

NousavonsutilisZ deux types de bo'tes pour la cristallisation en goute supendue Les bo'tes
Limbro et Nextal. Dans une bo'te Limbro, la goutte est formZe sur une lamelle de verre
siliconZ, qui ensuite est scell Ze par dela graisse pour avoir un systsme heemzique Dansune
bo'te Nextal, la goute est formZe sur un boudon de plastique qui est visZ sur le puit, et qui
poss-deunjoint plastiquerendant le systeme auss hermziquequela graisse (fig.l.6.).

Boughon
vissZsur le
puit

Figurel.6. Bo'te Nextal decrigtallisation

La cinZiquedela diffuson dZpend des diff Zences de concentration dans la goute et dansle
rZservoir mais Zgdement delagZomarie du syste me, du volume dela goute et de sa distance
au rZservoir (DeTitta and Luft, 1995) Les volumes de rZservoir sont classiquanent de0,5 ml
ou 1 ml. Les goutes sont gzhZaement formZes du mAangedela protZine avec la solution du
rZservoir dansunrappott 1 pour1, lagoute adoncunvolumeinitial de2 pl.
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Lorsquel®n fait de larges criblages des diff Zentes conditions de cristallisation, grdge ~ des
kits commerciaux, les robot de cristallisation utilisent la technique de la goute assise. Le
principe d@btention des cristaux reste le meme, par diffuson de vapeur, mais la goute est

assise sur unecupule au-dessus du puits au lieu d@tre sugpendue

|.2.2. Cristallisation de PAB0955

Il faut tout d@bord dZerminer la conaentration de protZine appropriZe ™ utiliser, c@st ~ direla
ganme de concentration pour laqudle nos goutes ne seront ni toutes limpides ni toutes
prZcipitZes. Le but Aant de se placer, au moment de la formation des goutes, au plus proche
de la zone de solubilitZ de la protZine Cette zone est estimZe par |@bsgervation de goutes
formZes avec une ganme de concentration en protdine et en agent prZipitant. Cette
estimation sert de point de dZpart pourles premiers essais de cristallisation et peut stre affinZe
pa lasuite.

Nousavonsains estimZ qu@neconeentration del@rdre de 8mg.ml™ Zait appropriZe pourun
premier essai de cristallisation avec PAB0955.

Pour couvrir unelarge de gamme de diff Zrentes conditionsde cristallisation nousavonsutilisZ
des kits commerciaux. Avec les premiers essais de cristallisation quenousavionsentrepris sur
PABO0955, nous avions obtenu des oursins (amas de fines aiguilles) avec du sulfate
d@mmonium comme agent prZcipitant et des prZcipitZs avec le PEG6000. Nous avons donc
utilisZ les kits nommZs Crystal screen | et |1 (Jancarik and Kim, 1991) et un kit contenant du
sulfate d@mmonium " diff Zents pH de chez Hampton Research. Le kit crystal screen | et I
pemet de tester unegamme de pH de4 ™ 9, avec ou sans sdl et diff Zrentes natures d@gents
prZcipitants. Ces premiers tests nousont permis d®@btenir les premiers cristaux de PAB0955
(20 um) apresunejournz (fig.l.7.a).

La solution de cristallisation contient du tri-Na-citrate pH 5.6~ 0.1 M; 20% isopropanol
(vIv) ; 20% PEG 4000 (w/v) et du DTT ~ 20 mM. L@sopropanol est un solvant volatil, qui
s@vapore rapidement et crZe des mouvaments de convection dans les goutes entra’nant les
cristaux. Afin d@viter ces problemes et dans |®@bjectif d@ptimisation de nos cristaux (pou
qu@s soient plus volumineux) |@sopropanol a AZ remplacZ par d@utres solvants. Parmi eux,
le dioxane permet d@btenir les cristaux les plus volumineux (fig.l.7.b.). Ces cristaux obtenus
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en 6 jours sont reprodudibles. IIs ont permis |@nregistrement d@n jeu de donns complet
|@E.S.R.F. (voir chapitre || rZsolution de strudture).

Figurel.7.a. Cristauxde PAB0955native
(20 pm).

Condtiondecrigtallisation

tri-Na citratepH5.6" 0.1M
20%isopropanol

20%PEG 4K

DTT™ 20mMm

PAB0955" 8mg.mi™

Figurel.7.b. Cristauxde PABO955native
(300 um).

Condtiondecrigtallisation

tri-Na citratepH 5.6 0.1 M

3% dioxane

15% PEG 4K

DTT™ 20mM

PAB0955" 8mg.mi™

Les sources de rayons X puissantes comme le rayonnament synchrotron provoquent des
dommages d@radiation importants dans les cristaux (produdion de radicaux libres, rupture
de liaison covaente E) . Une des solutions pour diminueg ces dommages d@radiation, qui
dZorment et dzruisent |@difice cristalin, est de congéder les cristaux et de les maintenir
pendant |@nregistrement des donnzs sousun flux congant d@zote gazeux ~ environ -160;C.
La congZation permet de limiter ladiffusion des radicaux libres et ralentit doncleur effet.
Malheureusement, la congZation crZe des tendons sur le cristal qui introduisent des dZauts
diff Zrents degrZs. Pour congerver la quditZ des cristaux, siis se dZorganisent au moment de
la congZation, il est nZessaire de tester diffZrents agents cryo-protectant (Garman and
Schnéder, 1997) Selon la protZine et ses conditionsde cristallisation, il faut trouve le cryo-
protectant adZjua pour ne pas fragiliser le cristal. 1l existe pa exemple un kit de 36 cryo-
protectants diff Zrents, chez Hampton Research. Parmi ces cryo-protectants, il y a des huiles
(paatoneg paaffine), des sels © forte concentration (nitrate de lithium ~ 8 M, chlorure de
sodium "~ 5 M), des sucres (glucose, trzhdose, raffinose), des polyols (butandiol, hexanediol
E) , des solvants organiques (Zhanol, propanol E) et des polymeres (Zhylene glycol, des
PEG dediff ZrentestaillesE ).
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Il n§ a pas ddonologueproche en sZquence (d@u moins 20% d@dentit?) de PAB0955,dont
la structure ait AZ rZsolue. Par exemple il y a seulement 12% d@dentitZ de sZquence entre
PABO0955¢t la petite protZine Ras humaine Nousn@vonsdonc pas tentZ le remplacement
molZculaire pour rZsoudre la structure de PAB0955. Nous avons dZidZ de dzerminer les
phases avec des cristaux de protZines contenant des atomes lourds pour pouvor rZsoudre la
structure de PAB0955. Des trempages de nos cristaux ndifs et des co-cristallisations de la
protZine avec diff Zentes solutionsde sel d@tomes lourdsont AZ rZaliszs.

En collaboration avec Melke Stelter et Richard Kahn du Laboratoire de Cristallographie des
MacromolZcules de I®BS nousavons pu tester un dZivZ cagZ de gadolinium DTPA-BMA
(fig.l.8.) (Girard et a., 2003)

CH3NHOC CONHCHj;

DTPA-BMA

Figure.|.8. Corrplexe cagZde gadoinium DTPA-BMA.

L Gvantage de cet ion Gd®* est queson facteur f@est de 28€ ~ son seuil L3 (# = 1.7117¢ ) et
12€ pour le rayonnanent d@ne anode toumante de laboratoire (# = 1.54 « ). Avec des
cristaux divZs de gadolinium, il est doncpossible de dZerminer les phases avec une source
derayonsX delaboratoire. De plus, les complexes de gadolinium cagZ sont non toxiques, ce
qui facilite leur manipulation. D@pres les Zudes menZes par Meike Stelter durant sathese, les
conditions de cristallisation pour les protZines qu@ e a testZ, restent les memes en prZsence
de complexe de gadolinium. Celafacilite |@btention de cristaux dZivZs par co-cristallisation.

Les cristaux natifs ont AZ trempZ dans des solutions de Gd-DTPA-BMA ~ diff Zrentes
concentrations (10, 50 et 100 mM) et pendant diff Zrents temps (queques heures ™ 2 jours).
Apres cryo-protection comme pour les cristaux natifs, ces cristaux dZivZs ont AZ congéZs.
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Nousavonsalors enregistrZ trois jeux dedonnzs ~ I@.S.R.F. sur lalignede lumiere BM30-
A " diff Zrentes longueirs d@ndes, au seuil du Gd (# = 1.7117¢ ), " IG@nflexion (# = 1.70107
* ) et une Aoignz des deux premieres (# = 1.3001+ ). Ceci afin de pouvor dzerminer les
phases ~ 1Q@ide du signd anomd enregistrZ ~ plusieurs longueirs d@nde Les cristaux
diffractaient jusqu® 3 « avec un Rym globd de 8% pourle meilleur jeu, ce qui est d4" devZ
pour extraire le signd anomal qui est faible. Les cristaux ont tout de meme pemis de
dZermine la prZsence d@n site de Gadolinium par monomre de PAB0955. Le taux
d®@ccupaion du gadolinium n@ait par contre pas suffisant pour pouvoir rZsoudre la structure
de PAB0955avec ces cristaux dAivzs.

Afin d@ugmenter le taux d@ccupaion du site de Gd-DTPA-BMA, des co-cristallisationsde
la protZine avec ce complexe ont AZ rZalisZes. Des cristaux ont 2Z obtenusen 6 jours™ 293K
pa latechniquedela goute sugpendueen faisant unegamme de concentration en PEG4000”
patir des conditionsde cristallisation dela protZine ndive, en gjoutant ~ chaquegoute 1l de
Gd-DTPA-BMA "~ diffZrentes concentrations (10, 50 et 100 mM). Ceci nous a permis
d@nregistrer un jeu de donn&s complet ~ IE&E.SR.F. sur lalignede lumiere ID14-eh4 (# =
1.2782+ ), avec un cristal de 100 um obtenu par co-cristallisation avec du Gd-DTPA-BMA ~
100mM (fig.1.9.).

Apres traitement de ce jeu = une seule
longueir d@nde(S.A.D.) laprZsence dusite
de fixation de I@on Gadolinium a AZ
confirmZe. Le taux d®ccupaion du
Gadolinium et la quditZ de diffraction de ce
cristal ont pemis d®btenir des phases de
tres bonne quditZ (voir le chapitre Il

Figure 1.9. Cristal de PAB0955 rzsolution de structure).
en conplexe avec du Gd-DTPA-BMA

(100 um).

Condtiondecrigtallisation

tri-Na citratepH 5.6 0.1 M

16% PEG 4K

3% dioxane

DTT™ 20mMm

PAB0955" 10.7 mg.mi™

Gd-DTPA-BMA™ 100mM
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Apres avoir rZsolu la structure de la protZine naive et sans nudZotide, des essais de
cristallisation ont AZ entrepris avec diff Zrents nudZotides~ base guanine.

Des trempages de cristaux natifs ont A7 rZalisZs avec un analoguenon-hydrolysable du GTP,
le GTP$S qui contient un atome de soufre ~ la place d@n des atomes d@xygene liZ au
phogphae-$. Les cristaux natifs ne suppotent pas la prZsence de nud Zotide, ils se fissurent et
se dissolvent. 11 est doncimpossible d@btenir les structures de la protZine en complexe avec
des nud Zotides par trempage Ceci s(@st vZifiZ pour |@nsemble des nud Zotides testZs.

L es nuclZotides tri-phosphates

Laco-cristallisation de PAB0955avec |le GTP$S dansunelarge gamme autour des conditions
decristalisation dela protZine apo n@ pas eu plus de succe s. Aucun cristal n@ pu «tre obtenu
" patir deces conditions

La co-cristalisation de la protZine avec le GTP$S a donc AZ rZalisZe avec les kits
commerciaux de Hampton en nanogoute (robot de cristallisation de IEMBL). Ceci dansle
but detester unelarge gamme de conditionsde cristallisation avec peu de matZriel biologique
Sur les 576 conditions diff Zrentes testZes, 97 ont permis |@btention de cristaux soit 17% Ce
nombre important de conditionsvariZes de cristalisation (toujours avec du PEG) montre que
la protZine est sans douk plus stable en prZsence d@n nudZotide (donc plus apte ~
cristalliser). Parmi toutes ces conditions celles qui permettent d®@btenir les cristaux les plus
volumineux sont proches de celle dela protZine apo, un sal (acZate d@mmonium) remplas ant
le solvant (dioxane).

Les premieres co-cristallisationsavec le GTP$S ont A7 rZalisZes en utilisant un rappoit d@ne
molZcule de nudZotide pour un mononere de protZne Le taux d@ccupaion du GTP$S
observZ dans ces structures est d@nviron 50%, en consZquence le rappott nud Zotide/protZine
a A7 augmentZ Pour avoir un taux d@ccupaion de 100% il fallut utiliser unratio quatre fois
plusimportant (fig.l.10.a).

Deux autres anad ogues non-hydrolysable du GTP ont Zgdement A7 testZs en co-cristallisation
avec PAB0955dansles memes conditions le GMPpap (fig.l.10b.) et le GMPpnp(fig.1.10.c.)

qui contiennent un atome de carboneou d@zote entre les phophaes" et $respectivement.
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Figurel.10.a. Cristaux
de PAB0955avec GTP/S

(100 uMm)

Condtion de cristallisation
tri-NacitratepH5.6 " 0.1 M
13%PEG 4K

NH, acAate” 0.2 M

DTT "~ 20mM
PAB0955" 8 mg.ml™
GTP$S" 0.65mM
18iC

Le GTP a Zgdement AZ testZ, dans trois conditions diffZentes. La premiere dans des
conditions similaires aux prZcZdentes, afin de savoir S notre protZine Zait active dans les
conditions de cristallisation. Des cristalisations sont faites en paallele = 18;C o* nous
espZons obsrver une hydrolyse du GTP (fig.l.11.a) et ~ 4iC, o* nousespZonsraentir le
mZcanisme d@ydrolyse (fig.l .11b.). Dans un second temps, des co-cristallisations avec un
chZateur de magnZium, IEDTA, ont A7 rZalisZes afin de savoir si, comme pour les autres

Figurel.10.b. Cristaux
de PAB0O955avec GMPpap.

(50 uM)

Conditiondecristalisation

Figurel.10.c. Cristaux
de PABO955avec GMPpnp.

(80 uM)

Conditiondecristalisation

tri-NacitratepH5.6 " 0.1 M tri-Nacitrate pH 5.6~ 0.1M

17% PEG 6K

NH, acAate™ 0.2 M
NaCl = 50 mM

DTT "~ 20mM
PAB0955" 5 mg.ml™
GMPpcp ~ 0.65mMV
18iC

16% PEG 6K
NH, acZate” 0.2 M

DTT "~ 20mM
PAB0955" 7 mg.ml™
GMPpnp”~ 0.65mM
18iC

GTPases, le Mg”* Zait essentiel ~ |(ydrolyse duGTP (fig.l.11c.).

-37-



Chapitrel du prge PAB0955 : Biochimieea Cristallisation

Figurel.1la. Cristaux de Figurel.11b. Cristaux de Figurel.1lc. Cristaux de
PAB0O955avec GTP (18;C). PAB0955avec GTP (4;C). PAB0955 avec GTP
(50 uM) (300 uMm) (EDTA). (80 uMm)

Conditiondecristalisation Conditiondecristalisation Conditiondecristalisation
tri-NacitratepH5.6 " 0.1 M  AcidecitriquepH5” 0.1 M  tri-NacitratepH 5.6~ 0.1 M

15% PEG 4K 8% PEG 6K et 10%glycZol 12%PEG 4K

NH, acAate” 0.2 M LithiumCl ™~ 1M NH, acAate” 0.1 M
NaCl ~ 50 mM DTT "~ 20mM

DTT "~ 20mM DTT "~ 20mM PAB0955~ 8 mg.mi™

PAB0955" 8 mg.ml™ PAB0955" 8 mg.ml™ GTP" 0.65mV

GTP~ 0.65mM GTP~ 1mM 18iC

18iC 4iC EDTA ~ 10mM

L e nucl Zotide di-phogphate avec et sans additifs

La co-cristalisation en prZsence de GDP, produit de |®ydrolyse du GTP, a Zgdement AZ
rZalisZe, poursavoir s laprotZineavait del@ffinitZ pour son produit (fig.l.12.a). Des cristaux
ont AZ obtenusdansdes conditionsde cristallisation similaires” celles des autres nud Zotides.
Puis, afin de mimer un 2at intermZdiaire de la rZaction d@ydrolyse, pluseurs andogues du
phoghae ont AZ co-cristallisZs en prZsence de GDP, ainsi quedu phogphae lui-meme. Nous
avonsaing obtenu des cristaux en prZsence de sels de tungsate de sodium (fig.1.12b.), de
phogphae de sodium et defluorure d@uminium (fig.l.12.c.).
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Figurel.12a. Cristaux de
PAB0O955avec GDP.
(50 uM)

Condtiondecristalisation
tri-NacitratepH5.6 " 0.1 M
13%PEG 4K

NH, acAate” 0.2 M

DTT "~ 20mM
PAB0955" 8 mg.ml™
GDP" 0.65mM
18iC

Figurel.12b. Cristaux de
PABO955avec GDP (WQ,).
(200 M)

Conditiondecrigtallisation
tri-NacitratepH5.6 " 0.1 M
13% PEG 4K, 10%glycZrol
NH,4 acAate™ 0.2 M

NaCl ~ 50 mM

DTT " 20mM

PAB0955" 8 mg.ml™
GDP" 0.65mM

18iC
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Figurel.12c. Cristaux de
PABO955avec GDP (PO, et
AlF)

(230 uMm)

Condition decristallisation
MESpH6~ 0.1M

9% PEG 6K

LithiumCl~ 1M

DTT "~ 20mM

PAB0955" 8 mg.ml™
GDP" 0.65mM

18iC

NaF =~ 56 mM avec de

IGAICI;~ 8 mM
ouPOsNa”™ 20mM
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Chapitrell du prga PAB0955 : RZ&dution des structures

11.1.1. Le phAonme nedediffraction

Pour observer une macromolZcule ~ la rZsolution atomique il faut utiliser un rayonnement
dont la longuarr d®nde de |@rdre de la taille dOn atome, c@st-"-dire de 1@rdre de
|Gngdrdm. Ceci explique |@tilisation des rayons X dont les longueirs d®ndes sGialent de
0.1~ 3. Lacristalographie par rayons X utilise le phzonene de diffuson Zastique des
rayonsX par lamatiere. Le caractere Aastiquede la diffuson fait queles longueirs d@ndes
inddentes et diffusZes sont les memes.

Les phobns X sont absorbZs par le nuage Zectronique des atomes de la macromolZcule et
rZZmis sansperte d@hergie avec un dZphasage de 180j. La diffraction est un cas paticulier de
la diffuson, propre aux obijets pZAiodiques, avec unediffuson que dans certaines directions
de I@space. La diffraction est due aux interfZrences construdtives qui existent dans des
directionsparticulieres, en fondion dela maille du cristal et de son orientation. Dans | @difice
crigtalin, la pZiodicitZ tridimensonnele crZe des interfZrences congructives et le grand
nombre demailles (10" ~ 10") amplifiele signd, le rendant aind dZtectable.

Le phzhorre ne de diffraction est dZcrit mathZmatiquement par les Zguaionsde Laue, reliant
le vecteur de diffuson S aux parametres de maille du cristal dZrit par les vecteurs de base du
rZseau cristallin quesonta, b et c.

S : levecteur dediffuson

S=5Ds S : ladirection du faisceau incident
s :ladirection dufaisceau diffractZ

Lorsque des taches de diffraction sont obsrvZes dans une direction s, il y a interfZrence
condrudive entre les ondes diffractZes par chacunedes mailles du cristal et les Zguaionsde

Laueci-dessoussont vZrifiZes :

Sa=h S: levecteur dediffuson 3
Sb=k a, b et c: lesvecteursdebase durZseau cristallin
Sc=| h,k et|: desnonbresentiers

Lors de I@xpZience de diffraction d@in cristal, c@st |@ntenstZ I de la r&lexion hkl du
faisceau diffractZ qui est mesurZe. L{ntendtZ est propotionnédle au carrZ du module du
facteur de structure. Ce facteur de structure, Fnq, est propottionnéd ~ la transformZe de
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Fourrier deladengtZ Aectronique! (x,y,z). En retour la dengtZ Aectroniquepeut tre obtenue

~ patir del@nsemble des facteurs de structures par latransormation de Fourier inverse.

) 1 6298 (e ko) I (x,y,2) : la dendtZ Aectronique
(%Y, 2 == H H# # F, € ) V. :levolumedelamaille directe
h k | Fa Igfadeur destrucure dela
rAlexion hk

. Wi Fna : lefadeur destructure de
Fra =" Frd" € la rZlexion hk
#: la phas dela rZlexion hk

L@xpZience de diffraction d@n cristal pemet d@btenir les intenstZs de chaque r&lexion
hkl, qui pemettent de calculer le module des facteurs de structure " Fr" . Pour rZussir
caculer la dengtZ Zectronique du modele, il nous faut encore connatre la phase #uq de

chacunedes rZlexions Cette partie est abardZe au paragraphel|.2.

11.1.2. Letraitement des donn2s cristallographiques

L ors del@nregistrement des clichZ de diffraction d@in cristal nousobservonssur le dzecteur
des Ctaches de diffraction E: il s@git des pixels du dZecteur qui ont AZ excitZs pa des
rayons diffractZs. Le nombre de phobns resus par |@nsemble des pixels formant la tache
pemet dedzZermine |@ntenstZ de cette derniere.

E chague tache de diffraction est attribuZ un indice hkl dzrivant la direction de I®@nde
diffractZe (indexation). Ensuite, I@mplitude de cette ondeest mesurZe ™ partir des intenstZs
I (intZgration).

Le prindipe de I@ndexation consste ~ rechercher une maille et sa matrice d@rientation
permettant d@ttribue ~ chagquetache de diffraction, repZZe sur le dZecteur, des coordonnés
entieres. Ces coordonns sont les indices hkl des taches de diffraction. La dzermination de
la maille permet de sdectionne les groupes d@space compatibles avec la glomaArie de la

maille.
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La position de chaque tache Ztant connte grike ~ la maille et la matrice d@rientation, nous
pouvonsdZermine |@ntendtZ de ces taches. Pour cela, il existe deux fasons de procZder :
soit pa sommation du contenu des pixels apres soudraction du bruit de fond, soit pa
supeapostion d@n profil ddntZgration (profile fitting), mAhodequenousavonschoisie. Deux
logiciels Zaient disponibles au laboratoire pour traiter les donns cristallographiques: le
programme MOSFLM dZeloppZ pa A. Ledie (Ledie, 1991) et le programme XDS
dAeloppZpa W. Kabsch (Kabsch, 1993. lls diffsrent par leur fasondecalculer les profils de
taches.

Le programme MOSFLM calcule un profil en deux dimensons des taches de diffraction,
mZhode optiimale lorsque la mosaecitZ est de |@rdre ou infZieur au pas d@scillation (voir
apres les facteurs de qudit?). Un des avantages de MOSFLM est qu@ possede uneinterface
graphiquepermettant de bien suivre le dZoulement du traitement de donnzs.

Le programme XDS au contaire est une sorte de Cbo'te noire E, qui calcule un profil
tridimensonne des taches de diffraction, permettant une meilleure intZgration dans e cas de
cristaux mosaeque (lorsquela mosascitZ est supZieure ou Zgde au pas d@illation). Dansla
plupat des cas les deux programmes donnent des rZsultats similaires. L@nsemble de nos jeux

dedonnz#s ont AZ traitZs avec |le programme XDS.

Dans le cas d@n systeme parfait, les rAlexions Zquivaentes par symzArie doivent avoir la
meme intenstZ Pluseurs parametres font queles rZ&lexions Zquivalentes n®@nt pas la meme
intengtZ Par exemple, au fur et ~ mesure de |@nregistrement de donns, le cristal subit des
dZgradations dues aux rayons X, qui diminuent |GntenstZ des taches diffractZes. Des
intengtZs diff Zentes peuvent Zgdement etre provoqu#s par la variation ddntenstZ du
rayonnament synchrotron. Lors d@nregistrement de jeux de donnzs ~ IE.SR.F., les
rZlexions Zquival entes ne vont pas recevoir exactement la meme intenstZ derayons X, leurs
taches de diffraction n@uront doncpas les memes intenstZs. |l est doncimportant de mettre
les donnzs ~ |@chdle afin de minimiser globdement |@cart entre les intenstZs des
rZlexions Zquivalentes par symZrie. Apres mise ™ 1@chdle, les intenstZs moyennes peuvent

otre calculZes ™ partir des mesures ddntendtZs des taches Zquivalentes par symzrie.
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Au cours du traitement des clichz de diffraction, les programmes utilisZs donnent diff Zrents
facteurs statistiques permettant de contr ™dr la quditZ dediffraction du cristal.

LarZsolution

Selon la rZsolution du jeu de donns, nousaurons une structure plus ou moins dzaillZe °
|@chdle atomique Plus la rZsolution est haute plus la structure obtenue est prZise. La
rZsolution dZpend de la quditZ du cristal et de la configuration de |@xpZience. La limite de
rZsolution gzhZalement utilisZe est celle pourlaqudle le rappott signd sur bruit est supZieur

ouZgd ~ 2 dansladerniere coquile derZsolution.

Le rappott signd sur bruit : 1/$(1)

Plus le signd est AevZ pa rappott au bruit de fond, meilleures sont les estimations des
intenstZs et donc des facteurs de structure. Ce facteur rend compte de la prZcision des

mesures et pemet de dZermine le seuil de coupue en rZsolution d@n jeu dedonnzs.

L e facteur Rym (Rmerge lOrsqu@ y a plusieurs cristaux)

Le Rym reprZsente le dZsaccord entre les intensitZs des rAlexions Zquivalentes par symZrie.
Plusil est bas, meilleur est I®ccord. Classiquement, au-dessus de 10% pour la valeur globde
du facteur Rym, la quditZ des donres est discutable. Dansla derniere coquile de rZsolution,

nousnoussommes limitZs~ un facteur Ry,m d@nevaleur maximale de 40%.

# " < hkl : lesindices dela rZilexion hK
Rsyms= [k i=Lms . lha o I(Dntens'tZdeIarﬁIexion hk
# #HI, <lpw> : lamoyen dela rlexion uniquehk

hkl i=1,nnki

Si unjeu de donn#s est indexZ dans le mauvais grouped@space, les opZateurs de symzrie
appliquz ne sont pas les bors, le facteur Rym augmente tres sendblement car les rA&lexions
congdZZes comme Zquivaentes par symZrie ne le sont pas. Au cours de |@nregistrement,
lorsque le cristal se dZgrade, 1GntenstZ diffractZe diminue et la valeur du facteur le Rym

augmente.
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Lamosaecit/

Le cristal de protZine n®st pas un Aifice cristallin pafait ; il faut plut™te consdZer comme
|Gssodiation de pluseurs petits blocs cristallins 1Zgerement dZsorientZs les uns par rappott
aux autres. LamosascitZ reprZsente la diff Zrence moyenne, exprimZe en degrZ, qui existe entre
les diff Zrents blocs. Plus la mosaecitZ est grande plus la tache de diffraction est ZalZe sur le
dzecteur (x, y) et appaat sur un domeine Zendu en % (angle d®<illation) et, en
consZquence plus le signd recudllit par chagque pixel est faible. La mosascitZ provient de
diff Zrentes origines. Au cours de la croissance cristalling, les molZcules condituant le cristal
peut ne pas s@mpiler comme elle le devraient. Au moment de la congZation des cristaux, les
tensons subies peuvent Zgalement augmenter la mosaecitZ Lorsgue la mosaecitZ est trop
JdevZe, les taches de diffraction peuvent sargir au point de se supeposer avec leur voisine,
empechant alors uneestimation correcte deleur intensitZ

L a complAude
La complAudeest le rappott entre le nombre de r4lexionsuniques effectivement mesurZes et

le nombre thZorique de rAlexions uniques qui pourraient etre mesurZes ~ une rZsolution
donnz2. Ce facteur, exprimZ en pourcentage, doit «tre le plus 2evZ possible, typiquement au-

dessus de 90%.

Laredondance

La redondance est le nombre de fois o+ |dntendtZ d@nerAlexion unique est mesurZe. Plus
une rAlexion est mesurZe un grand norbre de fois, meilleure sera |@stimation de son
intenstZ moyenne |, plus petite sera celle de son Zeart type $(1) et donc meilleure sera la
quditZdujeu dedonnzs.

Pour rZsoudre une structure par cristallographie aux rayons X, il faut calculer la carte de
densgtZ Aectroniquede la macromolZcule. Dansce caleul, il y a deux AZments essentiels: les
modules des facteurs de structures des rAlexions hkl et les phases. Seules les intendtZs
(reliZes aux amplitudes des facteurs de structure” Fr") des faisceaux diffractZs sont

enregistrzs ; I'information de phase des ondes est perdue
Fria =" Fr" € #ni laphase
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Il existe pluseurs mAhodes pour dZerminer les phases des facteurs de structure. Dans notre
cas, nousavons utilisZ le signd de diff Zence isomorpheet le signd anomdl.

11.2.1. Utilisation du signd de diff Zrence isomomphe

La dZermination des phases par remplacement isomorphe multiple, MIR, est la mAhodela
plus ancdennemise au point par Perutz en 1956 (Perutz, 1956) Cette technique a notamment
pemis de rZsoude les deux premieres structures cristallographiques de protZdne:
| Zmoglobine et 1a myoglobine en 1960 (Perutz, 1960) Le but du remplacement isomorphe
est ddntroduire un atome lourd dans un cristal natif pour perturber les intengtZs et les phases
des rAlexions sans peturber la maille et [@mpilement cristallin. Ensuite les signaux
enregistrzs avec et sans atome lourd sont comparZs, afin de dZerminer la contibution du (ou
des) atome(s) lourd(s) au signd dediffraction.

Les cristaux ndifs de PAB0O955 obtenus apres optimisation des conditionsde cristallisation,
ont permis d@nregistrer un jeu complet dedonn&s™ 2.15« (fig.l.6.a). Les cristaux ont A7
congdZs dans 1@zote liquide apres avoir AZ plongd dans une solution cryo-protectrice
contenant la solution mere enrichie ™ 30% de PEG4000(w/v).
Le traitement de ce jeu de donns a AZ effectuZavec |e programme XDS. || nousa pemis de
dZinir que les cristaux appatenant = un groupe d@space trigond, sans toutefois pouvoir
discriminer entre les groupes P3,21 et P3;21. Seules les phases findes obtenues permettront
dediscriminer entre ces groupes d@space.
Les donnzs naives permettent de calculer | Fp |, et detracer un cercle derayon | Fp | dansle
plan complexe (diagramme d@rgan). L@bijectif est de pouwoir dZerminer la contribution
des atomes lourds soit F. Si I@somorphisme est vZifiZentre le cristal natif et le cristal d4ivZ
larelation ci-dessousest vZifiZe :
Im A Fey : faceur destructure du

Feu =Fp+Fy ) gf:l\;eziqeurdestrudurede

la protZine

Fr' : facteur destructure de
phe |Gxtorre lourd
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Les cristaux trempZs dans une solution de complexe de gadolinium ou ceux obtenus par co-
cristallisation, peuvent servir de cristaux dZivZs pour enregistrer le signd isomorphe Dans
notre cas ces cristaux sont isomorphes aux cristaux naifs. Des jeux de donns ont A7
enregistrZs sur les deux types de cristaux dZivZzs (fig.ll.4. et fig.11.5.b.). Apres avoir traitZ les
jeux de donnzs, il faut dZerminer la prZsence d@tome(s) lourd(s) dans les cristaux dZ4ivZzs.
Pour cela, on utilise lafondion de Patterson qui pe'met de dZerminer la postion et le norrbre
d@tomes lourdsfixZs.

La fondion de Patterson P(x,y,2) est la fondion d@uto-corrdation de la denstZ Aectronique
elle se calcule facilement par laformule suivante :

P(X,y,z):i" (Fhkl)Zezﬁﬁ(hmksz)

hkl

Cette fondion reprZsente en qudque sorte les vecteurs inter-atomiques d@n cristal, chacun
d@ntre eux correspondant ~ un pic dansla fondion de Patterson. La hauteur des pics, issus de
ces vecteurs inter-atomiques est propottionndle au produit des numiZos atomiques Z des
atomes concernzs. Les pics delafondion de Patterson sont tres nombreux en raison du grand
nombre d@tomes contenus dans la protdine ils se supaposnt et ne sont donc pas
interpraables directement. Le calcul de la fondion de diffZrence de Patterson peut etre
consgdZZe comme lafondion de Patterson delGtome lourd seul.

P(xy.z)= i# ([Fernl - \F&kl\)zem(h“kyﬂn

hkl

En effet dans I(ypohese os Fy << Fp, la diffZrence (" Fay" -" Fp" )? est approximativement

propottionndle ~ " F." 2. Cette fondion de Patterson va donc nouspermettre de localiser les
atomes lourds dans la maille du
cristal.
Il existe des sections particulieres
dans la fondion de Patterson qui
sont les sections de Harker. Dans
ces sections se trouvent les pics
correspondant aux vecteurs inter-
alomiques entre un atome et son
symZrique par 1@in des opZateur

Figure.ll.1. Carte de Patterson diffZrence isomorphe,

Section deHarker w=1/3
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de symZrie du cristal. Nous pouvonssavoir, grdge au nombre de pics, combien d@tomes
lourds sont fixZs par unitZ asymarique Il y a 6 pics dans la section de Harker, qui
correspondant aux plus hauts pics. PAB0955 cristallise dans un groupe d@space (P3,21 ou
P3;21) contenant 6 postions Zquivaentes, il y a donc un ion gadolinium fixZ sur note
protZine par unitZ asymArique Les pics Zant distinas, les coordonns de |@tome lourd
peuvent tre calculZes ~ partir des coordonns des pics. Connassant la position de |@tome
lourd, le vecteur Fy est connu en amplitude et en phase; nous pouvonsdonc le tracer en
pointant son extrZmitZ " |®@rigine de notre diagramme, ceci afin de respecter la fermeture du

triangle formZ entre les trois vecteurs (Fey = Fp + Fy).

Im A

Avec le cristal dZivZ, " Fey" est connu.Nouspouvonsdonctracer un cercle derayon " Fpy"

dontl®@rigineest lameme quecelle du vecteur Fy.

Im A

Les fleches rouges indiquent les deux points d@ntersections des deux cercles; ceci signifie
qudl y adeux solutionspossibles pourles phases. En utilisant un second dZivZisomorpheet
en appliquant la meme congrudtion, les trois cercles ont un seul point d@ntersection et
|dndZermination est alors levZe. Cette ambigu4Z peut aussi »tre levZe en utilisant la diffusion
anomele du gadolinium, qui en plusd®tre un atome lourd est un diffuseur anomel.

-47-



Chapitrell du prga PAB0955 : RZ&dution des structures

[1.2.2. Utilisation du signd anomal

Le phzhorrene de diffuson anomele est dZ au fait que le facteur de diffuson atomique (f)
d@n atome varie fortement, en module et en phase, dans la rZgion du seuil d@bsorption de
|Gtome. Avec le signd anomel, I@somorphisme entre les cristaux n@st plus un probleme
puisqueles donns peuvent «tre enregistrzs, ~ des longeurs d@ndediff Zentes sur un cristal
unique La dzZerminaion des phases par le signd anomel se fait par une technique
d@nregistrement ~ 3 longueirs qui correspondant : au maximum de f@ au minimum de fOet
unelongueir d@ndeloin du seuil d@bsorption ; c@st lamZhodeMAD (multiple wavelength
anomelous diffraction) (Pahler et al., 1990) Les cristaux utilisZs pour dzerminer les phases
pa la mZhodeMAD ne nousont pas permis d@btenir une quditZ de phase suffisante pour
condruire un modele. Dans certain cas uneseule longueir d®@nde pourlagqudle le facteur de
diffuson prZsente une patie imaginare (f@ AevZe suffit : c@st la mahode SAD (single
wavelength anomalous diffraction). Nous avons utilisZ la mzhode SAD sur un cristal co-
cristallisZ avec un diffuseur anomal (le gadolinium) et obtenusdes phases exploitables pourla
condruction du modele de PAB0955.

Le dZphasge

Dans le modele de diffuson des rayons X pa
des aomes diffusant nomaement, le
rayonnenent diffusZ est dzphaZ de 180; pa
rappolit au rayonnanent inddent. Dans ce cas, le
facteur de diffuson f est rZel. Toutefois lorsque

la longueir d@nde utilisZe correspond au seuil

d@bsorption d@n atome lourd dansle cristal, il y <>

a aors absorption du rayonnement inadent par #

les Zectrons des couches profondes de IGtome  Figure.ll.2. ReprZsentation schZmatique
duddphasge

lourd.

Ces Zectrons sont alors excitZs ce qui les anene dans le continum au dd” de |@nergie

d@onisation. Le rayonnament diffractZ par le diffuseur anomel (en vert) est ddphasZ, &#, par

rappott aux autres rayonnements diffractZs par les atomes ClZgers E (en bleu) (fig.11.2.).
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Le facteur dediffuson
Pour tenir compte du dZbhasage le facteur de diffuson f est reprZsentZ pa un nombre
complexe qui dZpend delalongueir d@nde' durayonnementinddent :

f=fi+f Q) +if @)
Lorsque le rayonnament inddent est loin du seuil d@bsorption de 1Gtome f Oet f @sont
nZligeables. Si lalongueir d@ndeutilisZe est proche du seuil d@bsorption d@in atome, f Get

f @prennent des valeurs significatives.

Le dZphasage, dz au diffuseur anomel, brise la loi de Friedd selon laqudle, les modules des
facteurs de structure " F(hkl)" et " F(-h-k-)" sont Zgaux. Lorsquela loi de Friedd est brisZe

nousobtenons:
Foa(+) = Fp+ Fa + iFA® Fea*(-) : complexe conjuguZde Fp a(-)
FPA*( -) = Fp + FA |FA@ FAGNanzbmd def® -
Fa dZend defj et de fO
ImA
k;FA@"')
-~ 7T TR
Graphiquement, cela entra’ne la
reprZsentation ci-contre, avec F,@
dZaZ de +90j par rappot ~ F,,
> Re donc F(+) et F*(-) ne sont pas
Q symAriques et " F(+)" est diffZrent
4 de' F(-)" .
| Fa®)

Avec le meme type de diagramme d@rgan que pour celui utilisZ dans le cas du signd
isomorphe il est possible de tracer les diff Zrents vecteurs des facteurs de strudtures et de
dZermine F.. Dans le cas d@n enregistrement ~ pluseurs longuairs d®ndes, fOet f@
dZpendant de la longueir d@nde nousavons diff Zrentes valeurs de Fp,(+) €t de Fpa*(-), ce

qui leve I@ndZerminaion dephase.
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L Gtome de gadolinium a la paticularitZ d®tre ~ la fois un atome lourd (64 Zectrons et un
bondiffuseur anomal dontle seuil d@bsorption est accessible en cristallographie. E son seuil
d@bsorption Ly, ( = 1.711 «) la composante imaginare du facteur de diffuson du
gadolinium, f@vaut 28€ ; elle vaut 12 € ~ lalongueur d®ndeK( ducuivre ( =154+ ) qui
est celle du rayonnement produit par les gzhZateurs de laboratoire. |l est donc possible de
dZerminer les phases avec une source de rayons X de laboratoire si un atome de gadolinium
est fixZ dans le cristal. Le complexe de gadolinium que nousavons testZ, en collaboration
avec Meike Stelter et Richard Kahn du Laboratoire de Cristallographie des MacromolZcules
de I®BS, contient un ion Gd**(en cyan) liZ ~ un acide diZhylsnetriamine-pentaacique
bisimzhylamide)  DTPA-
BMA(fig.l1.3.))  (Ehnébom
and Pedersen, 1992)

La fixation du complexe
dZpend de la nature de la
cage, non de IQdnteraction
entre I@on gadolinium et la
protdne |l existe pluseurs
types de cages (Girard et a.,
Figure.ll.3. Stucture du conplexe gadoinium-DTPA-BMA  2003) qui ont AZ ZudiZes
pour que leur talle soit
compaible avec celle des canaux de solvant des cristaux de protdines. En plus de leurs
propriAZs intZressantes pour dZerminer les phases, ces complexes ont |@vantage de ne pas

«tre toxiqueet doncd@tre facilement manipulables.

L es premiers tests de fixation du Gd-DTPA-BMA ont AZ fait pa trempage de cristaux natifs
de PAB0955dans la solution de gadolinium. ftant donnZque nousavionsdes cristaux de la
protZine native disponibles, le trempage Zait la technique la plus rapide et la plus facile
tester.

Sur un cristal natif de 170 um trempZpendant 2 jours dansunesolution de Gd-DTPA-BMA ~
100mM, nousavonsenregistrZ des jeux dedonns”~ 3 longueirs d@ndes (fig.11.4.).
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Jeul(max f@ |Jeu?2 Jeu 3 (mini fQ
RZsolution (+ ) 50-3.20(3.3-3.2) |50-3.00(3.1-3.0) |50-3.30(3.4-3.3)
Rsym (%) 8.3(284) 101 (275) 7.9 (36.8)
ComplZude (%) 979 (939) 975 (97.3) 982 (95.4)
1/$I 12.83(6.06) 1205 (3.76)
Redondance 41 6.5 39
Facteur d@gitation themique| 67 80 87
B(-?)
Parametresdemaille (¢ ) a=b=61.06 a=b=6099 a=b=6125
c=117238 c=11743 c= 11807
Longueir d@nde(s ) 1.7107 1.3000 1.7117
Tempsd@xpostion par degrZ |180s 120s 180s

Figure.ll.4. Statistiques cristallographiques sur le cristal dZivZ obtenu par trempage

Le premier jeu” avoir AZ enregistrZ est celui qui correspondau seuil L, du gadolinium. Nous
avonsremarquZqu@vec le me me temps d@xpostion (180 secondes), IdntengtZ totale et celle
deladernisre coquille de rZsolution sont moins AevZes pourle jeu 3 (en bleu) quepourlejeu
1 (en rougd. Le cristal semble donc s@itZrer au cours des enregistrements successifs. Le
changement des parametres de maille indique un changement de I@mpilement cristallin. Le
troiseme jeu de donn&s a ses paametres de maille a et b qui augmentent de 0.2 « ; ¢
augmente de 0.6 « . Ce changement de maille montre quele crista se dilate avec |@rradiation
del@chantillon.

Pour vZifier I@somorphisme de ces trois jeux de donnzs, il faut les fusonne. Apres la
fuson destrois jeux, le facteur Ry, total est de15% "~ 3« . Entre 50 et 10 , le facteur R,
est de 11% pour les jeux fusonnz et d@nviron 5% dans les jeux sZpaZs. 1l 'y a doncun
dZaut d@somorphisme entre cesjeux, [iZ" I@rradiation du cristal pendant |@nregistrement.
Le signd anomdl est un signd faible qui provient dela diffZrence " F(+)" - " F(-)" . Lavaleur
du facteur Ry, devZ indique un rappott 1/$(1) plus faible qui risque de masque le signd
anomel. La rZsolution peu AevZe (3 + ) et la mosascitZ de |@rdre de 1j sont probablement
dues au trempage, et la dZgradation du cristal au cours des enregistrements, font que les
phases calculZes ™ partir de ces jeux de donnzs n@nt pas suffit ~ foumir unecarte de denstZ

Zectroniqueinterpraable.
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Les essais de dZermination des phases ont AZ faits avec le programme SHARP (De la
Fortelle and Bricogne 1997) Le taux d@ccupaion du gadolinium Zait faible et son facteur
d@gitation themique B Aait supZieur ~ 200 « . La prZsence de signd anomel prouve la
fixation de gadolinium.

Le site de fixation de 1Qon gadolinium a pu stre dZzerminZ par la carte de diffZrence de
Patterson anomele (fig.l1.5.a) calculZe avec le programme SHELX (Uson and Shddrick,
1999)

Comme avec le signd de diffZence isomorphe un site de gadolinium a AZ observZ par
monom re de protZine. Le gadolinium est donccapable de se fixer sur la protZine PAB0955.
Ce rZsultat Zait donc encourageant pourtester uneco-cristallisation du gadolinium avec notre

protdne,
RZsolution (» ) 50-2.14
Rym (%) 55
ComplZude (%) 992
1/$(1) 3639
Redondance 256
Parametres de maille| a=b=6047
) c=11722
Longueir d@nde(s )|[1.278
Figure.ll.5.a. Carte de diffZrence de Patterson anonal. Figure.ll.5.b. Satistiques
SeationdeHarker w=1/3. cristallographiques  du  cristal
dzivZ  obtenu par co-
cristallisation.

Afin d@ugmenter le taux d@ccupation du gadolinium dans nos cristaux et stabiliser sa
fixation, la co-cristallisation de PAB0955en prZsence de Gd-DTPA-BMA a AZrZaisZe. Les
diffZrentes expZiences effectuzes pa Meike Stelter sur diffZrentes protZines avec des
complexes de gadolinium, ont montrZ que la prZsence du complexe ne changesit pas les
conditions de cristalisation de la protZine. Nous avons obtenu par co-cristallisation des
cristaux dzivZs dans les memes conditions que celle de la protdine naive auxquéeles
s@joutent du Gd-DTPA-BMA ~ 100 mM. Un jeu de donns ~ une seule longuair d@nde
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( =1278 ¢ ) a AZ enregistrZ sur un cristal dZivZ Ce crista diffracte jusqu® 2.14
(fig11.6). Le meme site de fixation de IQon gadolinium a AZ dzerminZ dans les cristaux
dZivZs co-cristallisZs quedans ceux trempzs.

Le pouvor de phasagedz au signd anomel dece jeu dedonnzs, dzerminZpar le programme
SHARP (De la Fortelle and Bricogne 1997) est de 0.827 (signd anomel sur les r&lexions
acentriques). Ce jeu de donns aurait suffit = dZermine les phases puisqu® est de tres
bonnequditZ Toutefois nousdisposions d@n bon jeu de donns ndives et des jeux ~ 3
longueirs d@ndes; nous avons tout de meme combinZ |@nformation de phase de tous les
jeux. Ceci apermis de dZerminer les phases avec plusde prZcision.

Les phases ZAant de tres bonnequditZ” unerZsolution de 2.14 « , nousavons pu dzuter la
congruction d@n premier modsle defason automatique Deux programmes diff Zrents ont A7
utilisZs pour cette congdruction, d@n c¢c™f ARP/WARP (Morris et a., 2002) apres
aplatissement de solvant pa SOLOMON-DM (1994) et d@utre pat le programme
RESOLVE (Terwilliger, 2003) Le modele congruit par ARP/WARP contenat 125 acides
aminZs sur 262, et celui condruit par REOLVE en contenat 157. En combinant ces deux
modsles, nousavonspu obtenir 184 acides aminz congruits, ce qui reprZsente 70% de notre
protZine, dont 64% Aait condruit avec les chanes latZales. Apres qudques cycles
d@ffinement de ce modele avec le progranme REFMAC (Murshudov et a., 1997) les
statistiques ont montrZ quela solution Aait correcte (facteur R = 0.372 et Rfree = 0.389). Le
reste du modsle, soit 78 acides amin a 4Z condruit manudlement.

[1.2.3. Condruction dela structure de PAB0955

Apres qudques cycles d@ffinement avec le programme REFMAC (Murshudovet a., 1997
sur le modele obtenu automatiquement, I@ccord entre nos donns de diffraction et celles
calculZes” patir denotre structure est bon (facteur R de 37.2%, facteur Rfree de 38.9%).

Le reste du modele fut congruit manudlement en utilisant le programme de visudisation O
(Jones et a., 1991) pour condruire et le programme REFMAC pour affiner les diff Zrents
modsles intermZdiaires. Les cartes de dengtZ Zectronique utilisZes pour la condrudion du
modsle sont |es cartes diff Zrences pond£Zes 2mFgps-DFcac € MFops-Fealc.
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Parmi les paties condruites manudlement dans PAB0955, il y avait une grande rZgion
(rZsidus 195 ~ 217) avec une denstZ Zectronique tres disconinue Au vu du peu
d@nformation dans cette rZgion et deladifficultZquej@i eu ™ condruire un modele dans cette
rZgion, il n@st pas Zonnant queles deux programmes automatiques utilisZs n@ient pu nous
donne ddnformation sur cette rZgion.

En fin d@ffinement le modele dela protZine native contenait 248 acides aminZ sur 262 et 61
molZcules d@au (codePDB : 1YR6). Les acides aminZ manquant dansle modele sont les dix
premiers appatenant ~ |Giquete histidine et les quare derniers pour lesquds il n® a pas de
dendtZ Aectronique En fin d@ffinement, la rZgion contenant les acides aminZ 193~ 217
posrde une denstZ Zectronique uniquement autour de la chane prindpde. Le facteur
d@gitation thermiqueB est AevZ, 100+ , le doubk du facteur B moyen dela structure.

La structure contenant |@tome de gadolinium et sa cage est lameme quecelle dela protZine
naive, mise ~ pat la prZsence du Gd-DTPA-BMA qui nous a permis de dZerminer les

phases.

Validation dumodesle
Les facteurs R et Rfree sont deux facteurs qui permettent de contr™dr [@ccord entre les
facteurs de structures observzs et calculZzs.

#

R =
# |Fob4

hkl

|Fob4 " |Fca|ci

Le facteur R diminuenzZcessairement au cours de |®@ffinement car on optimise I@ccord entre
les" Fops' €t " Feac" . Aux rZsolutionsclassiques (2~ 3« ), le nombre d®bservation n@st pas
largement supZieur au nombre de paametres, il est important de contr™gér que le modele
reprZsente une interpraation objective des domzZes cristallographiques. Un autre facteur
moins biaisZ est le facteur Rfree calculZ sur un ensemble de rA&lexionsexclu de la procZdure
d@ffinement. Ces r&lexions choisies de manisre alZatoire, reprZsentent en gzhZa 5~ 10%
desrAlexionstotaes (Brunge, 1993)

Les statistiques sur les grandeurs stZrZochimiques nous indiquent s le modsle est
gZomAriquement acceptable. Les contraintes stZZochimiques lors de |@ffinement sont
pondZZes afin d@btenir des Zcarts moyens infZrieurs ~ 1.5 sur les angles, ~ 0.015¢ sur les
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liaisons inter-atomiques. Pour vZrifier la stZrZochimie de la chane prindpde, on utilise le
diagramme de Ramachandran (Ramakrishnan and Ramachandran, 1965) Ce diagramme

contient I@nsemble des valeurs des angles # et ) autorisZes pourlaliaison peptidique

11.2.3. Le remplacement molZculaire

Une autre technique pour rZsoudre le probleme des phases est d@voir un modsle dont la
structure proche de celle de notre protZine: c@st le remplacement molZculaire. Nous avons
utilisZ le remplacement molZculaire pour rZsoudre les structures de PAB0955 en complexe
avec diff Zrents nudZotides. La structure de notre protZine naive sans nudZotide a servi de
modele pour dZerminer les autres structures.

Le remplacement molZculaire a AZ effectuZ avec le programme AMoRe (Automatic
Molecular Remplacement) dZA/eloppZ pa Jorge Navaza (Navaza, 1994) Le but du
remplacement molZculaire est de placer le modsle danslamaille de sorte ™ obtenir le meilleur
accord entre les facteurs de structure calculZs ™ partir du modele et ceux observZs pour la
protine d@ntZt. Le programme AMoRe teste de fason automatique et systZmatique
diffZrents paametres de rotation puis de trandation du modsle choisi. La recherche de
solution se dZoule en six ZAapes successives, exZcutZes par |les sousprogramme suivants:
SCRTING : trieles modules des facteurs de structures mesurzs,

TABLING : oriente et postionnele modele ~ |®@rigine d@ne maille triclinique optimale et
calcule les facteurs de structure correspondant,

ROTING : cacule la fondion de rotation pour diffZrentes orientations et sAectionne les
meilleures solutions

TRAING : calcule la fondion de trandation pour les orientations sAectionn£s et sAectionne
les meilleures solutions

FITING: affine par la mahodedes moindres carrZs, les solutionsobtenues en considZant le
modele comme un ou pluseurs corpsrigides,

MR2IC : calcule la matrice de rotation et le vecteur de trandation = applique au modele
initial.

Le fichier MR2IC contient Zgdement deux facteurs statistiques permettant d@pprZcier la
qualitZ de la solution de remplacement molZculaire. Un facteur de cordation entre les
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facteurs de structure calculZs (Fcqo) €t les facteurs de structures observzs (Fops), qui doit etrele
plusAevZpossible et le facteur R qui doit «tre le plusfaible possible.

Apres avoir obtenu notre structure de la protZine apo, unefois |@ndyse structurale dzbutze,
nous nous sommes demandZ s tout de meme le remplacement molZculaire aurait pu stre
utilisZ pour rZsoudre notre structure. En se fondant sur Ionologie de sZquence pouttant
faible et la similitudestructurale des GTPases ™ P-loop, comme nousl@vonstestZ avec hRas.
L e remplacement molZculaire avec hRas, par le programme AMoRe, nousa donnZun facteur
de corrdation de 25,8% et un facteur R de 51,4%. Avec la structure la plus proche obtenue
pa le programme DALI, la dZhiobiotine synthase le facteur de corrdation est de 28% et le
facteur R de’51,6%. Dansles deux cas, la corrdation est relativement faible, larecondruction

dumodele quenousaurionsobtenu aurait sansdoute pris beaucoup plusdetemps
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Native GTPS |GTPP™ | GTPi® | GTP®® | GDP MgGDP
Groupe P3,21 P3,21 P3,21 P2,2:2 P3,21 P2, P2,
d@space
Parametres | a=b=603 | &=b=602 | a=b=60.7 | &588 |a=b=608| &a=59.1 a=594
demaille c=1171 | c=1159 | c=1168 b=840 | c=1172 b=849 b=852
(*) c=531 c=60.2 c=605
+=05j +=94 6i
RZsolution 50-2.15 | 50208 | 20240 | 1002.80 | 100240 | 50-2.30 50-1.75
(+) (2.23-2.15) | (215-2.08) | (2.46-2.40) | (2.90-2.80) | (2.45-2.40) | (2.38-2.30) | (1.80-1.75)
Rym (%) 57 6.7 75 9.3 6.7 6.8 9.8
(34.8) (28.4) (40) (45.5) (40.4) (36.1) (37.2)
Complzude 100 876 985 978 99 999 986
(%) (100) (94) (98.2) (93.8) (98.8) (100) (93.5)
<I>/<$(1)> 8.2 6.6 207 1519 1955 52 1247
(2.2) (2.3) @) (4.6) (5.76) (2.2) (5.91)
Ligne de| ID14-eh2 | BM30-A | ID14-ehl | BM30-A | BM30-A | gZherateur | ID14-eh2
lumiere du
(ESRF) laboratoire
Longuer 0.933 0.979 0.934 0.979 0.979 1548 0.934
d®nde(s )
CodePDB 1YR6 1YR7 1YR8 1YR9 Non 1YRA 1YRB
ddosZ
Figurell.6.a. Tableaudes statistiques cristallographiques.
Facteur de 735 575 679 63 694 665
CorrAation
(%)
Facteur R 334 408 395 405 337 358
(%)

Figure.ll.6.b. Tableau des statistiques de remplacement molZculaire.
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11.3.1. La structure dela protZine sans nud Zotide

11.3.1.1. Descriptiondela structure

Les cristaux de la protZine apo avec ou sans Gd-DTPA-BMA appatiennent au groupe
d@space P3,21. Le Vm indiquela prZsence d@n monorrere par unitZ asymzrique Le dimere
biologiqueest formZdans|e cristal grdge ™ lasymzrie cristallographiqued@rdre 2.

La structure de PAB0955 adopie un repliement de type Rossmann, classique pour les
protZines liant et hydrolysant le GTP. Le monomnrre de PAB0955est composZ d@n feuillet
central parallsle condituZde 7 brins-+ pris en Csandwich E par 11 hZices-( (fig.11.7.).

GPN

Gl

G4 G3

G5

Figure.ll.7. Sructure du monontre de PAB0955

Les 5 motifs G sont indiquz de la meme couleur que dansl@ntrodudion, un motif spZifique
de PAB0955 est signalZ en violet nonmZ motif GPN. Le domaine G est en ros, les deux
insertionsl|1 et 12 sontsignalZes en gris clair et foncZ respectivement.
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Dans la sZquence de la protZing, nousavionsidentifiZ un motif de Walker de type A connu
pourlier les groupanents phoghaes des nud Zotides. Ce motif adopie bien uneconformation
en boude dans PAB0955et correspond” "GTAGSGKT™. Leci ur dela protZing, condituant
le domaine G est condituZde 6 brins+ (exception du brin-+3), et de 6 hZices-( ((1, (5 (s,
(7, (set( ) (fig.11.8.).
La structure de
PAB0955
prZsente un
domaine G,
contenant les 5
motifs G, avec
deux insertions
supplZmentaires
(I1et12).

Figure.ll.8. Topologie de PAB0955

La premisre insertion 11 est condituZe du brin-+3, des hAices ( », ( 3, €t ( 4. Elle comprend les
acides aminZ 41~ 80 situZ entre les motifs G2 et G3 du site nudZotidique La seconde
insertion, 12 est condituZe uniquement d®Zices ((o et (10 ), c@st la patie congruite
manud|ement dontla denstZ Aectroniqueest discontinueet | @gitation thermiquedevZe. Elle
se situe entre les motifs G4 et G5 du site nud Zotidique elle contient les acides aminZs 183"
217. De pat son agitation themique ZAevZe, nous avons tout d@bord suppog que cette
seconde insertion Zait flexible d®e sa denstZ Zectronique patielle. En compaant les
structures de PAB0955 en complexe avec des nudZotides obtenues dans d@utres groupes
d@space, notamment en P2;, nousavonsidentifiZ deux conformationspour cette boude (voir
chapitre 111).

Dans la structure de la protZine apo des molZcules d@au sont prZsentes dans la P-loop,
mimant la postion des groupements phogphae. || n@Q a pas de nud Zotide dans cette structure.

-59-















































































































































































































































































































































































































































































































