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Notes explicatives

Le mot complexe dŽsigne la molŽcule composŽe de l'atome lourd (ion Gd3+) et du ligand qui
chŽlate l'atome lourd. Le ligand est la molŽcule qui chŽlate l'atome lourd dans les complexes
et le dŽrivŽ correspond ˆ l'ensemble formŽ par le complexe liŽ ˆ la protŽine.

AbrŽviations

MIR !: Multiple Isomorphous Replacement
SIR!: Single Isomorphous Replacement
MAD !: Multiple-wavelength Anomalous Diffraction
SAD!: Single-wavelength Anomalous Diffraction
MIRAS! : Multiple Isomorphous Replacement with Anomalous Scattering
SIRAS!: Single Isomorphous Replacement with Anomalous Scattering
TF!: transformŽe de Fourier

DO3A!: acide 1,4,7,10-tŽtraaazacyclododecane 1,4,7-triacŽtique
DOTA!: acide 1,4,7,10-tŽtraaazacyclododecane 1,4,7,10-tŽtraacŽtique
DOTA-BOM : acide (phŽnylmŽthoxy)mŽthyl-1,4,7,10-tŽtrazacyclododecane-1,4,7,10-
tŽtraacŽtique
DTPA!: acide di-Žthyl•ne-tri-amine pentaacŽtique
DTPA-BMA! : acide1,3-bis-mŽthylamide di-Žthyl•ne-tri-amine pentaacŽtique
DOTMA !: acide 1,4,7,10-tŽtramŽthyl-1,4,7,10-tŽtraaazacyclododecane 1,4,7,10-tŽtraacŽtique
HPDO3A!: acide 10-(2-hydroxypropyl)- 1,4,7,10-tŽtraaazacyclododecane 1,4,7-triacŽtique
HPSA-DO3A!: acide 10-(2-((hydroxy-1-(hydroxymŽthyl)Žthyl)amino)-1-(hydroxymŽthyl)-2-
oxoŽthyl)- 1,4,7,10-tŽtraaazacyclododecane 1,4,7-triacŽtique

EDTA!: acide Žthyl•ne diamine tŽtraacŽtique
PEG!: polyŽthyl•ne glycol

DŽfinition des indicateurs statistiques calculŽs par les programmes utilisŽs!:

XDS (Kabsch, 1993)

S_norm/S_ano!: le rapport des Žcarts type ! (I) des rŽflexions gŽnŽrales calculŽs pour!:
S_norm!: la loi de Friedel respectŽe et S_ano!: la loi de Friedel brisŽe.
Des valeurs supŽrieures ˆ 1,0 indiquent une fixation du diffuseur anomal.

SCALA (CCP4, Collaborative Computational Project, 1994)

! 

Rfac =

I j " I
j

#
hkl
#

I j
j

#
hkl
#

avec!: I !: valeur moyenne des intensitŽs des rŽflexions Žquivalentes.



Rano =
!I +" # ! I #"

hkl
$

! I +" + ! I #"
hkl
$

avec!: I +  et I ! !: valeurs moyennes, sur l'ensemble des mesures, de chacune des rŽflexions

I +  et I ! .

SHARP (de La Fortelle & Bricogne, 1997; Bricogne et al., 2003)

Le facteur de qualitŽ (FOM) correspond ˆ l'inverse de l'Žtendu de la distribution de probabilitŽ
du facteur de structure complexe. Une valeur ŽlevŽe indique la rŽussite du phasage.
Pour le programme SHARP, le facteur de qualitŽ s'obtient par!(M. Schiltz, EPF-Lausanne,
communication)!:

! 

FOM =
F h( )
F h( )

=
F h( )P F h( )[ ]dXdY""
F h( ) P F h( )[ ]dXdY""

o• 

! 

F h( )  dŽsigne le facteur de structure complexe et 

! 

P F h( )[ ]  sa distribution de probabilitŽ.

SOLOMON (Abrahams, 1997), DM (Cowtan & Main, 1996)

La distribution de probabilitŽ de facteur de structure complexe se rŽsume ˆ la distribution de
probabilitŽ de la phase P !( ) , le module du facteur de structure Žtant constant.
Le facteur de qualitŽ s'Žcrit alors!:

FOM =
P !( )exp i2" !( )d!#

P !( )d!#

DM

! 

Rlibre =
" obs # " calc$
" obs + " calc$

Facteur rŽsiduel dans l'espace direct, calculŽ ˆ partir de rŽgions de protŽine et de solvant qui
ne sont pas incluses dans la modification de densitŽ.

CNS (BrŸnger et al., 1998)

! 

R=
Fcalc hkl( ) " Fobs hkl( )

hkl
#

Fobs hkl( )
hkl
#

RŽsiduel qui permet de suivre l'Žvolution de l'affinement.

Rfree!: m•me expression que R mais calculŽ avec les rŽflexions qui ne sont pas incluses dans le
processus de l'affinement (typiquement 5% des rŽflexions). Il constitue un indicateur non-
biaisŽ de l'avancement de l'affinement.
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I.0. Introduction

Ce travail se situe dans le cadre de la rŽsolution de structures de protŽines par diffraction des
rayons X.
Apr•s la production de protŽine pure et stable, des diffŽrentes Žtapes qui m•nent de la protŽine
ˆ la structure, les Žtapes critiques sont la cristallisation et l'obtention de cristaux dŽrivŽs
permettant de dŽterminer des phases expŽrimentales. C'est ̂ cette derni•re Žtape du processus
que nous nous intŽressons et plus prŽcisŽment ˆ l'obtention de cristaux dŽrivŽs pour les
mŽthodes de phasage utilisant la diffusion anomale.
Le but de mon travail est d'apporter un outil pour obtenir des cristaux dŽrivŽs comme
alternative ̂ dÕautres mŽthodes bien Žtablies, comme l'incorporation de la sŽlŽnomŽthionine
dans les protŽines. En effet, la production et la cristallisation de protŽines sŽlŽniŽes peuvent
•tre difficiles voire impossibles. Dans ce cas, obtenir des cristaux dŽrivŽs s'av•re un processus
souvent long et alŽatoire, nŽcessitant de nombreux essais qui demandent de pouvoir disposer
de cristaux en nombre suffisant pour obtenir un dŽrivŽ adŽquat.
LÕoutil utilisŽ ici est une classe de complexes de lanthanides qui prŽsentent un fort potentiel
de fixation dans les cristaux de protŽines, ce qui permet de produire des dŽrivŽs avec un fort
pouvoir de phasage. Les complexes se distinguent par leurs propriŽtŽs physiques de diffusion
des rayons X et par leurs propriŽtŽs chimiques qui dŽterminent leur comportement vis-ˆ-vis
des protŽines. Ë certaines longueurs d'onde particuli•res du rayonnement X, ils prŽsentent en
effet une forte diffusion anomale caractŽristique des lanthanides. MalgrŽ leur faible affinitŽ
pour les macromolŽcules biologiques, ils sÕav•rent un outil puissant pour insŽrer et fixer des
diffuseurs anomaux dans les cristaux de protŽines, lorsquÕon les utilise ̂  forte concentration,
tout en Žtant d'utilisation facile.

Une premi•re Žtape du travail consiste en une Žtude cristallographique systŽmatique de
lÕinteraction des diffŽrents complexes avec diffŽrentes protŽines. L'Žtude va de l'obtention des
cristaux dŽrivŽs au phasage. Les rŽsultats de l'Žtude permettent de prŽciser le potentiel des
complexes pour obtenir des cristaux dŽrivŽs, de vŽrifier que leur utilisation est adaptŽe ˆ tout
type de protŽines, et de dŽterminer les conditions d'utilisation idŽales des complexes pour
obtenir des cristaux dŽrivŽs.
Dans un deuxi•me temps, l'affinement de la structure des complexes liŽs ˆ diffŽrentes
protŽines a pour but d'identifier et de comprendre leur mode de fixation. Ceci devrait
permettre d'optimiser l'utilisation des complexes et dÕaider ˆ choisir le complexe susceptible
de se fixer en fonction des conditions de cristallisation ou des propriŽtŽs connues de la
protŽine. Un tel choix permettrait de limiter le nombre de cristaux ̂  tester pour obtenir un
dŽrivŽ appropriŽ.

Un deuxi•me aspect du travail est la recherche d'une mŽthode physico-chimique, alternative ̂
la cristallographie, qui permettrait de caractŽriser l'interaction des complexes avec des
protŽines, en solution ou dans le cristal. Une telle mŽthode Žviterait de tester la fixation du
complexe par cristallographie, processus relativement long et nŽcessitant du temps de
faisceau, et pourrait permettre d'identifier, parmi les diffŽrents complexes, celui qui se fixe le
mieux pour prŽparer de mani•re ciblŽe un cristal dŽrivŽ pour l'expŽrience de diffraction.
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I.1. La dŽtermination de la structure de macromolŽcules par
diffraction des rayons X

I.1.1. Le probl•me des phases en cristallographie des protŽines

RŽsoudre la structure dÕune macromolŽcule par diffraction des rayons X consiste, du point de
vue du cristallographe,!ˆ obtenir une image de la densitŽ Žlectronique de la macromolŽcule,
image dans laquelle il pourra construire un mod•le de la macromolŽcule dÕintŽr•t ̂ lÕŽchelle
atomique.
ExpŽrimentalement, on expose le cristal de la molŽcule ̂ Žtudier ̂ un rayonnement dont la
longueur d'onde est du m•me ordre de grandeur que les dŽtails structuraux ̂ dŽterminer, de
l'ordre de l'•ngstršm (•). Le rayonnement est diffractŽ dans des directions bien prŽcises, les
rŽflexions, qui sont repŽrŽes ˆ lÕaide de 3 nombres entiers, les indices de Miller hkl( ) . La
mesure de l'intensitŽ I hkl( ) de chacune de ces rŽflexions permet de dŽterminer l'amplitude de
lÕonde diffractŽe dans la direction correspondante, puisque l'intensitŽ est proportionnelle au
carrŽ de lÕamplitude. Or, pour reconstruire la densitŽ Žlectronique ̂ partir de ces mesures, il
faut conna”tre non seulement lÕamplitude de lÕensemble des ondes diffractŽes, mais aussi leur
dŽphasage par rapport au rayonnement incident. Cela revient ̂  conna”tre, en module et en
phase, lÕamplitude complexe de chacune des ondes diffractŽes. Cette amplitude complexe,
transformŽe de Fourier de la densitŽ Žlectronique, est appelŽe facteur de structure, 

! 

F hkl( ) ,
pour la rŽflexion considŽrŽe. Le module de chacun des facteurs de structure, Žtant dŽterminŽ
expŽrimentalement, le probl•me central de la cristallographie est dÕobtenir la phase de chacun
de ces facteurs de structure. Parmi les mŽthodes permettant dÕobtenir ces phases, nous nous
intŽresserons plus particuli•rement aux mŽthodes de phasage de novo qui ne se servent que
des donnŽes obtenues expŽrimentalement, sans utiliser dÕinformation supplŽmentaire
extŽrieure sur la structure ˆ Žtudier.

I.1.2. La mŽthode du remplacement molŽculaire

Le remplacement molŽculaire (Rossmann, 1972!; Machin, 1985!; Navaza, 1994) ne fait pas
partie des mŽthodes de phasage de novo, car l'information de phase recherchŽe est obtenue ̂
partir d'une structure dŽjˆ connue que lÕon suppose proche de la structure recherchŽe. Comme
le nombre de  structures connues ne cesse dÕaugmenter, il est de plus en plus vraisemblable de
pouvoir trouver une structure homologue ˆ la structure recherchŽe.
Le choix de la structure de rŽfŽrence est guidŽ par la constatation suivante!: l'homologie de
sŽquence entre deux protŽines implique tr•s frŽquemment une similaritŽ structurale. La
structure choisie peut modŽliser tout ou partie de la structure dÕintŽr•t. On recherche
l'orientation et la position dans la maille de la structure connue pour lesquelles les intensitŽs
calculŽes ̂ partir du mod•le sont en bon accord avec les intensitŽs observŽes, tout en Žvitant
le chevauchement de molŽcules symŽtriques. Des phases de dŽpart appliquŽes aux donnŽes
expŽrimentales sont alors calculŽes pour les structures qui donnent les meilleurs accords.
La mŽthode ne nŽcessite que des donnŽes de diffraction enregistrŽes avec le cristal natif, ce
qui constitue un avantage net par rapport aux mŽthodes de phasage expŽrimental dŽcrites par
la suite. Cependant, malgrŽ le nombre tr•s ŽlevŽ de structures rŽsolues par remplacement
molŽculaire et alors que lÕon dispose dÕun mod•le raisonnable de structure connue, la
mŽthode peut •tre mise en dŽfaut. LÕun des probl•mes consiste en ce que la solution peut •tre
biaisŽe par le mod•le de dŽpart et quÕune solution initiale apparemment correcte ne se laisse
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pas ultŽrieurement affiner. Comme dans le cas o• lÕon ne dispose pas dÕun mod•le de
structure connue, on a alors recours aux mŽthodes de phasage de novo dŽcrites par la suite.

I.1.3. Les mŽthodes directes

On regroupe sous le terme de Ç!mŽthodes directes!È un ensemble de mŽthodes qui sÕattachent
ˆ rŽsoudre le probl•me des phases en utilisant des relations entre phases qui dŽcoulent des
valeurs observŽes pour les intensitŽs.
Ces relations mettent en Ïuvre les facteurs de structure normalisŽs, 

! 

E hkl( ), nombres
complexes obtenus en divisant les facteurs de structure 

! 

F hkl( )  par la racine carrŽe de
lÕintensitŽ moyenne qui serait obtenue ̂ une rŽsolution donnŽe si les atomes Žtaient distribuŽs
au hasard dans la maille. Les relations de phases les plus fortes sont obtenues entre rŽflexions
avec des valeurs ŽlevŽes du module du facteur de structure normalisŽ, 

! 

E hkl( )  (Sayre, 1952!;
Karle & Hauptman, 1956!; Bricogne 1988).
La valeur maximale thŽorique que peut prendre 

! 

E hkl( )  est proportionnelle ̂ la racine carrŽe
du nombre dÕatomes dans la maille. Cette valeur serait obtenue si les contributions au facteur
de structure des atomes de la maille Žtaient toutes en phase pour la rŽflexion hkl( )  considŽrŽe.
La probabilitŽ dÕun tel ŽvŽnement dŽcro”t tr•s rapidement avec le nombre dÕatomes dans la
maille. De m•me, les relations entre phases sÕaffaiblissent lorsque le nombre dÕatomes dans la
maille augmente.
CÕest pourquoi, alors que les mŽthodes directes sont quasi universellement utilisŽes pour
rŽsoudre la structure de petites molŽcules constituŽes de quelques centaines dÕatomes au
maximum, leur utilisation pour dŽterminer la structure de macromolŽcules biologiques ne
comprenant pas dÕatome lourd reste encore limitŽe ̂  des structures constituŽes de quelque
mille atomes et pour lesquelles on dispose de donnŽes de diffraction ̂  tr•s haute rŽsolution

(

! 

drŽso=
"

2sin#max

!<!1,2!•) (Us—n & Sheldrick, 1999).

Dans le domaine de la dŽtermination de structures de macromolŽcules biologiques, les
mŽthodes directes sont cependant tr•s utilisŽes pour rechercher la position dÕatomes lourds
qui constituent une sous-structure servant de rŽfŽrence pour rŽsoudre la structure de la
macromolŽcule dÕintŽr•t par les mŽthodes de dŽtermination expŽrimentale des phases
Ð!mŽthodes de substitution isomorphe et mŽthodes utilisant la diffraction anomale!- dŽcrites
ci-dessous.

I.1.4. Les mŽthodes de substitution isomorphe

Les mŽthodes de phasage par remplacement isomorphe consistent ̂ comparer les donnŽes de
diffraction I hkl( ) d'un cristal de la protŽine native aux donnŽes de cristaux dans lesquels des
atomes lourds sont fixŽs ̂  la molŽcule de la protŽine. Ces atomes lourds doivent possŽder un
nombre d'Žlectrons nettement plus ŽlevŽ que ceux des atomes constituant la molŽcule
biologique pour que les intensitŽs des pics de diffraction du cristal dŽrivŽ diff•rent
significativement des intensitŽs de diffraction du cristal natif.
Une condition essentielle pour la rŽussite de ces mŽthodes est l'isomorphisme des structures
cristallines de la protŽine native et de la protŽine dŽrivŽe. La fixation des atomes lourds sur la
molŽcule ne doit pas modifier sa structure, son orientation et sa position dans le cristal!; les
param•tres la maille cristalline doivent rester identiques. La densitŽ Žlectronique 

! 

" PH  du
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cristal dŽrivŽ peut alors •tre considŽrŽe comme la somme de la densitŽ Žlectronique 

! 

" P  de la
macromolŽcule seule, identique ̂ celle du cristal natif, et de la densitŽ Žlectronique 

! 

" H  de la
sous-structure des atomes lourds. La transformŽe de Fourier de la densitŽ Žlectronique
transf•re cette propriŽtŽ sur les facteurs de structure. L'isomorphisme se traduit donc par
l'ŽgalitŽ!:

! 

" PH = " P + " H
TF# $ # FPH = FP + FH

o• FPH , FP  et FH  reprŽsentent les facteurs de structure respectifs du cristal dŽrivŽ, du cristal
natif et de la sous-structure des atomes lourds.
Pour dŽterminer la phase des facteurs de structure, on dŽtermine tout dÕabord la sous-structure
des atomes lourds ̂ partir des diffŽrences entre les intensitŽs des rŽflexions du cristal dŽrivŽ et
des rŽflexions correspondantes du cristal natif. Les mŽthodes utilisŽes ̂  cet effet sont
exposŽes dans l'annexe 1.
Une fois la sous-structure des atomes lourds dŽterminŽe, on peut calculer FH , en module et en
phase. Le facteur de structure recherchŽ, FP , est donnŽ par la relation!

! 

FP = FPH " FH  o• les
modules 

! 

FP  et

! 

FPH  sont connus expŽrimentalement. Le membre de gauche de lÕŽquation
indique que, dans le plan complexe, le point dÕaffixe FP  se trouve sur un cercle de rayon 

! 

FP

centrŽ ̂ lÕorigine, alors que le membre de droite indique quÕil se trouve sur un cercle de rayon

! 

FPH  centrŽ au point dÕaffixe 

! 

" FH . Le point dÕaffixe FP  se trouve donc ̂  lÕintersection de ces
deux cercles.
La mŽthode, dŽnommŽe mŽthode SIR (Single Isomorphous Replacement), qui utilise le cristal
natif et un seul cristal dŽrivŽ, m•ne ˆ deux solutions pour chaque phase rŽsultante.
On voit que pour dŽterminer la phase des facteurs de structure sans ambigu•tŽ, il faut au moins
deux cristaux dŽrivŽs isomorphes diffŽrents!: cÕest la mŽthode MIR (Multiple Isomorphous
Replacement), qui a ŽtŽ la premi•re mŽthode de phasage utilisŽe pour rŽsoudre la structure de
macromolŽcules (Green et al., 1954). Elle est toujours largement employŽe.
Les mŽthodes SIRAS/MIRAS (Single/Multiple Isomorphous Replacement with Anomalous
Scattering) tiennent compte des diffŽrences anomales des donnŽes de diffraction comme
source d'information de phase supplŽmentaire.

I.1.5. Les mŽthodes utilisant la diffraction anomale

Les mŽthodes utilisant la diffraction anomale se servent du fait que le facteur de diffusion
atomique d'un atome donnŽ varie fortement, en module et en phase, dans la rŽgion d'un seuil
d'absorption de cet atome!: c'est le phŽnom•ne de diffusion anomale. Le facteur de diffusion
atomique du diffuseur anomal est alors reprŽsentŽ par un nombre complexe.
Ces mŽthodes s'affranchissent du probl•me du non-isomorphisme en utilisant les donnŽes de
diffraction d'un cristal dŽrivŽ unique. C'est la structure de ce cristal dŽrivŽ qui est dŽterminŽe
et il nÕest pas nŽcessaire dÕenregistrer les donnŽes de diffraction d'un cristal de protŽine
native.
La mŽthode MAD (Multiple-wavelength Anomalous Diffraction) utilise des donnŽes de
diffraction enregistrŽes ˆ plusieurs longueurs d'onde, dans la rŽgion du seuil d'absorption du
diffuseur anomal. Son utilisation est devenue possible gr‰ce ˆ l'emploi du rayonnement
synchrotron en tant que rayonnement ̂ longueur d'onde ajustable. Elle est aujourd'hui la
mŽthode de phasage de novo la plus utilisŽe (Hendrickson, 1999).
Pour la mŽthode SAD (Single-wavelength Anomalous Diffraction), les donnŽes ne sont
enregistrŽes qu'ˆ une seule longueur d'onde choisie dans une rŽgion o• le facteur de diffusion
atomique prŽsente une partie imaginaire ŽlevŽe. Comme pour la mŽthode SIR, la solution de
phase dans le cas de la mŽthode SAD est ambigu‘, mais, contrairement ̂ la mŽthode SIR, les
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deux solutions ne sont pas Žquiprobables et l'ambigu•tŽ de phase peut •tre partiellement levŽe
avant m•me lÕutilisation de mŽthodes dÕamŽlioration ultŽrieure des phases comme les
mŽthodes mettant en Ïuvre la modification de densitŽ et la symŽtrie non-cristallographique.

I.1.6. Comparaison des mŽthodes de phasage expŽrimental

Les mŽthodes de remplacement isomorphe prŽsentent l'avantage sur les mŽthodes utilisant la
diffraction anomale que la diffŽrence isomorphe des intensitŽs de diffraction sur lesquelles
repose le phasage est gŽnŽralement bien plus grande que les diffŽrences anomales sur
lesquelles reposent les mŽthodes MAD et SAD. De plus, elle nÕoblige pas dÕavoir recours ̂
une source de rayonnement X ˆ longueur d'onde variable.
L'inconvŽnient majeur de la mŽthode est que la condition nŽcessaire d'isomorphisme entre les
diffŽrents cristaux utilisŽs n'est, le plus souvent, qu'imparfaitement remplie, ce qui entra”ne
que les diffŽrences entre les intensitŽs de diffraction ne peuvent pas •tre interprŽtŽes en termes
de pure substitution isomorphe, ce qui, finalement, peut emp•cher le phasage. Par ailleurs, la
mŽthode MIR nŽcessite des donnŽes de diffraction enregistrŽes avec au moins deux cristaux
dŽrivŽs, cristaux qui sont le plus souvent difficiles ˆ obtenir.
Les mŽthodes utilisant la diffusion anomale permettent de sÕaffranchir du probl•me du non-
isomorphisme, puisque les donnŽes de diffraction peuvent, en principe, •tre enregistrŽes avec
un seul cristal. Par contre, elles demandent des mesures des intensitŽs de diffraction tr•s
prŽcises en raison de la faiblesse relative des diffŽrences anomales.
La mŽthode MAD ne peut •tre utilisŽe qu'avec des donnŽes enregistrŽes avec du rayonnement
de longueur d'onde ajustable. Par rapport ̂ la mŽthode SAD elle prŽsente l'avantage de donner
des phases de bien meilleure qualitŽ, puisquÕelle l•ve expŽrimentalement l'ambigu•tŽ de la
solution.
La mŽthode SAD, quant ̂  elle, prŽsente l'avantage de ne nŽcessiter que des donnŽes de
diffraction enregistrŽes ˆ une seule longueur d'onde!; si lÕatome lourd sÕy pr•te, ces donnŽes
peuvent, par exemple, •tre enregistrŽes avec un gŽnŽrateur de rayons X de laboratoire. La
mŽthode permet le phasage avec des donnŽes anomales enregistrŽes hors dÕun seuil
d'absorption du diffuseur anomal considŽrŽ, dans des conditions o• la partie imaginaire du
facteur de diffusion atomique est non nŽgligeable, sans cependant •tre maximale. Ceci est
particuli•rement intŽressant pour des ŽlŽments dont les seuils d'absorption se trouvent dans
des domaines de longueur d'onde difficilement accessibles pour des expŽriences de diffraction
(S, Ca, Xe, U...). Par ailleurs, puisque la mŽthode SAD ne nŽcessite qu'un jeu unique de
donnŽes, la durŽe d'exposition du cristal aux rayons X est rŽduite, diminuant ainsi les risques
de dommage dus ̂  l'irradiation. On sait en effet que ce probl•me est devenu particuli•rement
important avec lÕutilisation des cristaux de taille de plus en plus petite, utilisation rendue
possible avec les sources de rayonnement synchrotron de troisi•me gŽnŽration, tr•s intense.
Outre la rŽduction du pouvoir de diffraction du cristal qui se traduit par la perte des rŽflexions
ˆ haute rŽsolution, les dommages d'irradiation sont une source de non-isomorphisme au sein
m•me d'enregistrements de donnŽes sur un seul cristal, effet qui, sÕil nÕest pas bien pris en
compte, peut emp•cher le phasage. En ce qui concerne la prŽcision des donnŽes, la mŽthode
SAD nŽcessite une prŽcision d'autant plus ŽlevŽe que les diffŽrences anomales dues ̂ des
ŽlŽments excitŽs loin dÕun seuil dÕabsorption peuvent •tre relativement faibles.
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I.2. La diffusion anomale

I.2.1. PrŽsentation du phŽnom•ne

Dans le mod•le de diffusion des rayons X par des Žlectrons libres, le rayonnement diffusŽ est
dŽphasŽ de 180¡ par rapport au rayonnement incident!: le facteur de diffusion pour un Žlectron
est rŽel.
Dans un atome, les Žlectrons des couches internes (K et L) sont liŽs fortement au noyau, et ces
Žlectrons ne peuvent plus •tre considŽrŽs comme libres.
Avec le mod•le de l'oscillateur harmonique amorti, de frŽquence de rŽsonance ! o

correspondant ˆ l'une des frŽquences d'absorption de l'atome, le facteur de diffusion f  pour
un Žlectron s'Žcrit!:

f = ! 2 (! 2 " i#! o! " ! o
2)

o• !  est la pulsation du rayonnement incident et !  le facteur d'attŽnuation.
La comparaison du mod•le (figure 1.2.1) aux valeurs expŽrimentales (figure 1.2.2), montre
que, bien quÕapproximatif, le mod•le reprŽsente bien certains caractŽristiques des variations
des facteurs de diffusion au seuil d'absorption.
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Figure 1.2.1!: Variation avec lÕŽnergie dÕexcitation des parties rŽelles et imaginaires 

! 

" f  et 

! 

" " f  du facteur de
diffusion avec le mod•le de lÕoscillateur harmonique amorti.

De mani•re gŽnŽrale, le facteur de diffusion atomique f  est un nombre complexe qui dŽpend
de la longueur d'onde du rayonnement incident. On l'Žcrit!:

f = f o + ! f (" ) + i ! ! f (" ) (avec f o , ! f  et ! ! f  rŽels).
Lorsqu'il y a absorption, le rayonnement incident est absorbŽ par les Žlectrons des couches
infŽrieures qui sont excitŽs vers des Žtats d'Žnergie plus ŽlevŽe. Il en rŽsulte un changement de
phase entre le rayonnement incident et le rayonnement diffractŽ. La composante imaginaire
du facteur de diffusion, ! ! f , est reliŽe au coefficient linŽaire d'absorption µ  par le thŽor•me
optique (Mie, 1908), qui peut sÕŽcrire!:
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! 

" " f =
1

2r0#
M
NA

µ
$

,

o• NA est le nombre d'Avogadro, 

! 

r0 le rayon classique de l'Žlectron, 

! 

"  la longueur dÕonde du
rayonnement, µ !  le coefficient d'attŽnuation massique et M  la masse atomique de l'ŽlŽment
considŽrŽ.
Cette relation permet dÕobtenir les variations de ! ! f  avec lÕŽnergie du rayonnement ˆ partir
des variations du coefficient dÕabsorption, obtenues expŽrimentalement, par exemple, ̂ partir
dÕun spectre d'absorption (figure 1.2.2).
Les variations de ! ! f  avec lÕŽnergie Žtant connues on obtient 

! 

" f  ˆ partir de la relation de
dispersion de Kramers-Kronig (de Kronig, 1926!; Kramers, 1927)!:

! f (E) =
2
"

! E ! ! f ( ! E )d ! E 
E2 # ! E 2

0

$

% .

Les valeurs calculŽes par la mŽcanique quantique pour ! f  et ! ! f  ne sont correctes qu'en
dehors des seuils d'absorption. Au voisinage de ces seuils, elles doivent •tre dŽterminŽes de
mani•re expŽrimentale.

Figure 1.2.2!: Spectre d'absorption, enregistrŽ en mode fluorescence ˆ l'ESRF sur une solution contenant un
complexe de gadolinium au seuil LIII  du Gd (gauche) et les facteurs de diffusion anomaux 

! 

" f  et 

! 

" " f  du
gadolinium en fonction de l'Žnergie du rayonnement incident obtenus ˆ partir de ce spectre (droite).

Dans le cas du seuil LIII  des lanthanides, les Žlectrons de la couche L sont excitŽs vers un Žtat
dans la rŽgion d'Žnergie continue (continuum). Comme on peut le voir sur la figure 1.2.2, le
coefficient d'absorption des lanthanides prŽsente un pic important dans ce seuil d'absorption,
tout comme 

! 

" f  et ! ! f . Ce pic est appelŽ "!raie blanche!". Les raies blanches sont dues ̂ une
densitŽ ŽlevŽe d'Žtats finaux de la transition. En r•gle gŽnŽrale, l'allure de la raie blanche est
fortement influencŽe par l'environnement molŽculaire de l'atome considŽrŽ (Brown et al.,
1997). Cette influence est cependant peu importante pour le seuil LIII  des lanthanides. Les
variations de ! ! f  avec lÕŽnergie du rayonnement X incident sont obtenues ̂ partir du spectre
d'absorption de l'ŽlŽment considŽrŽ enregistrŽ en mode fluorescence autour du seuil
d'absorption (figure 1.2.2). Ce spectre d'excitation de fluorescence est Žquivalent ̂ un spectre
d'absorption, car la fluorescence est directement proportionnelle ̂ l'absorption!: les Žlectrons
de l'ŽlŽment considŽrŽ, excitŽs par l'absorption du rayonnement incident laissent des lacunes
dans les couches infŽrieures qui sont remplies par des Žlectrons de couches de plus haute
Žnergie, qui Žmettent alors du rayonnement de fluorescence. Les facteurs de diffusion
anomaux ! f  et ! ! f  sont obtenus ̂ partir du spectre d'absorption ̂ l'aide du programme
CHOOCH (Evans & Pettifer, 2001). Le rŽsultat est reprŽsentŽ dans la partie droite de la
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figure!1.2.2. On peut remarquer que le maximum de ! ! f  est dŽcalŽ d'environ 4!eV par rapport
au minimum de ! f .
Dans le cas des lanthanides, du fait que la position et l'allure de la raie blanche sont peu
sensibles ̂ l'environnement local de l'ion de lanthanide, il suffit de dŽterminer les valeurs de

! f  et ! ! f  en fonction de lÕŽnergie du rayonnement incident pour l'ŽlŽment d'intŽr•t
indŽpendamment de lÕŽtat de complexation de l'ion. Cette dŽtermination peut donc se faire
soit avec une solution contenant l'ŽlŽment considŽrŽ soit avec le cristal dŽrivŽ contenant
l'atome lourd.

I.2.2. La brisure de la loi de Friedel

La loi de Friedel, qui exprime que, dans les conditions normales, les rŽflexions dÕindices de
Miller (hkl)  et h k l ( )  sont dÕintensitŽs Žgales, ne sÕapplique plus lorsque la diffusion

anomale est prise en compte.
Pour des molŽcules ne contenant que des atomes pour lesquels la contribution anomale est
faible, on peut nŽgliger la partie imaginaire du facteur de diffusion atomique. Dans ces
conditions, le facteur de diffusion 

! 

f j  de lÕatome j et son complexe conjuguŽ 

! 

f j
*  sont Žgaux

(

! 

f j
* = f j ).

On consid•re les rŽflexions 

! 

hkl( ) " h et 

! 

h k l ( ) " #h. On a!:

! 

F h( ) = F +( ) = f j exp i2" h#r j( )
j

$ ,

! 

F " h( ) = F "( ) = f j exp " i2#h$r j( )
j

%  et

! 

F* " h( ) = F* "( ) = f j
* exp i2#h$r j( )

j

% , o• 

! 

F* " h( )  dŽsigne le complexe conjuguŽ de 

! 

F " h( ).

Si, pour tous les atomes, fj
* = fj , on voit que F* !( ) = F +( ). Il en rŽsulte

! 

I +( ) = F +( ) "F* +( ) = F* #( ) "F #( ) = I #( )!: les intensitŽs des rŽflexions (hkl)  et h k l ( )  (paire

de Friedel) sont Žgales!; elles obŽissent ˆ la loi de Friedel.
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Si fj  est complexe, F* !( )  n'est plus Žgal ̂ F +( ), et, dans le cas gŽnŽral, I +( ) n'est plus Žgale
ˆ I !( )!: la loi de Friedel est rompue (figure 1.2.3).

Figure 1.2.3!: Diagramme dŽmontrant la brisure de la loi de Friedel, o• "P" est la contribution des atomes qui
diffractent normalement et "H" la contribution des atomes qui diffractent anomalement.

avec 

! 

FH = f j
0 + " f j (#)[ ] exp i2$h%r j( )

j

&  et 

! 

" " F H = i " " f (#)exp i2$h%r j( )
j

&

On appelle "diffŽrence anomale" la quantitŽ DANO = F +( ) ! F !( ) . Pour des rŽflexions ̂
phase contrainte (centric reflections), la diffŽrence anomale est nulle.
L'intensitŽ des effets anomaux ̂ une longueur d'onde donnŽe peut •tre estimŽe ̂ l'aide du

rapport de Bijvoet 

! 

DANO F , o• 

! 

F =
1
2

F +( ) + F "( )( )  est la valeur moyenne de

l'amplitude de la paire de Friedel et o• la notation 

! 

x  reprŽsente la racine carrŽe de la valeur

quadratique moyenne de la grandeur 

! 

x!: 

! 

x " x2 .
Lorsque lÕeffet anomal est dž pour lÕessentiel ˆ un seul type de diffuseur, le rapport de Bijvoet
est proportionnel ̂ la partie imaginaire, ! ! f , du facteur de diffusion de cet atome. Pour obtenir
des diffŽrences anomales importantes, il faut choisir une longueur d'onde de mani•re ̂  obtenir
la valeur de ! ! f  la plus ŽlevŽe possible.

I.2.3. Les diffŽrences dispersives

Le phasage par la mŽthode MAD repose sur les diffŽrences entre paires de Friedel mŽsurŽes ˆ
une seule longueur d'onde et les diffŽrences entre paires de facteurs de structure mesurŽs ̂
deux longueurs d'ondes diffŽrentes dues aux variations de la partie rŽelle et de la partie
imaginaire du facteur de diffusion atomique avec la longueur d'onde.
Les diffŽrences dispersives des facteurs de structure mesurŽs ˆ diffŽrentes longueurs d'onde
dŽcoulent de la variation de la partie rŽelle du facteur de diffusion atomique avec la longueur

d'onde : 

! 

Ddis

F
=

" i F # " j F

F
$

" i % f #" j % f 

Zeff

N H

2NP

 (o• les 

! 

" i F  sont moyennŽs sur les rŽflexions +
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et -). Afin d'obtenir des rapports dispersifs les plus ŽlevŽs possible, pour une expŽrience MAD
on est amenŽ ̂ enregistrer des donnŽes au minimum de 

! 

" f  en plus de celles enregistrŽes au
maximum de ! ! f  (pour rendre maximales les diffŽrences anomales). GŽnŽralement, un
troisi•me jeu de donnŽes est enregistrŽ ˆ une longueur d'onde loin du seuil d'absorption.

I.3. DŽtermination de la position des atomes lourds et phasage

La dŽtermination des sites de fixation des diffuseurs anomaux peut se faire soit par mŽthode
directe soit par mŽthode de Patterson. Le principe de lÕutilisation de la fonction de Patterson
anomale pour dŽterminer la position des diffuseurs anomaux est donnŽe dans l'annexe I.

I.3.1 Phasage avec la mŽthode SAD

Dans le cadre de la mŽthode SAD, le calcul de la phase des facteurs de structure ̂ partir des
positions des diffuseurs anomaux connues et des donnŽes de diffraction ( F +( )  et F !( ) ) se
fait de la mani•re suivante!: connaissant les positions r j  des atomes lourds dans la maille et
connaissant le facteur de diffusion atomique f = f ¡ + ! f + i ! ! f , on calcule les contributions
des atomes lourds au facteur de structure

! 

FH = f j
0 + " f j( )exp i2#h$r j( )

j
%  et

! 

" " F H = i " " f j exp i2#h$r j( )
j

%

Comme la contribution des atomes diffusant normalement peut sÕŽcrire!:

! 

FP = f j exp i2" h#r j( )
j

$ = FP exp i%P( )

o• la somme est Žtendue aux seuls atomes diffusant normalement, on a!:

! 

F +( ) = FP + FH + " " F H  et

! 

F* "( ) = FP + FH " # # F H
o• 

! 

F* "( )  reprŽsente le complexe conjuguŽ de 

! 

F "( )
On en dŽduit!:

! 

FP = F +( ) " FH + # # F H( ) = F* "( ) " FH " # # F H( )
DÕo• la mŽthode graphique pour trouver la phase de 

! 

FP, dŽcrite par le diagramme de Harker
de la figure 1.3.1!:
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Figure 1.3.1!: Diagramme de Harker, illustrant la dŽtermination des phases dans le cas de la diffusion anomale.

Les cercles des rayons F +( )  et F !( )  et de centres respectifs 

! 

" C , dÕaffixe 

! 

" FH + # # F H( ) et 

! 

" D ,
dÕaffixe 

! 

" FH " # # F H( )  sont tracŽs. Les deux points d'intersection M et H qui en rŽsultent
indiquent les deux solutions possibles, OH et OM, pour 

! 

FP ce qui correspond ̂ deux phases

! 

" P possibles.

Dans le cas de la mŽthode MAD, l'ambigu•tŽ dans la solution de phase est levŽe en utilisant
des donnŽes enregistrŽes ˆ des longueurs d'onde diffŽrentes, pour lesquelles les contributions
FH  et ! ! F H  sont suffisamment diffŽrentes!: les quatre ̂ six cercles ainsi obtenus ne se recoupent
quÕen un point unique (aux erreurs expŽrimentales pr•s).

Nous avons utilisŽ le programme SHARP (de La Fortelle & Bricogne, 1997; Bricogne et al.,
2003) pour obtenir l'information de phase ̂ partir des donnŽes expŽrimentales. Ce programme
calcule, pour chaque rŽflexion, la distribution de probabilitŽ dans le plan complexe du facteur
de structure. Pour le calcul des cartes de densitŽ Žlectronique, on en dŽduit l'information
nŽcessaire pour calculer les coefficients de Fourier "optimaux" (Blow & Crick, 1959). Pour
inclure les phases expŽrimentales dans l'affinement par CNS (BrŸnger et al., 1998), on
exprime l'information de phase sous forme de coefficients de Hendrickson & Lattman
(Hendrickson & Lattman, 1970).

I.3.2. ProcŽdures d'amŽlioration de phase

Avant de calculer la carte de densitŽ Žlectronique expŽrimentale, les phases initiales obtenues
apr•s le phasage sont amŽliorŽes par des procŽdures complŽmentaires mettant en Ïuvre
principalement des modifications de densitŽ Žlectronique dans l'espace direct. Ceci est
particuli•rement important pour le phasage par les mŽthodes SAD ou SIR o• l'information de
phase initiale est fortement bimodale. Les modifications de densitŽ dans l'espace direct
permettent de lever l'ambigu•tŽ en faisant ressortir la phase correspondant ̂ la densitŽ
modifiŽe. L'enveloppe de la protŽine, limitant la zone de solvant, est dŽterminŽe ˆ partir des
phases ̂ basse rŽsolution, en tenant compte la proportion de solvant dans la maille. Le
nivellement de solvant consiste ̂ fixer ˆ une valeur constante, positive, la densitŽ Žlectronique
correspondant au solvant. La correspondance d'histogramme consiste ̂ ajuster la distribution
des valeurs de la densitŽ Žlectronique observŽe ˆ la distribution des valeurs qui est attendue
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pour la densitŽ Žlectronique ̂ une rŽsolution donnŽe. Enfin, la densitŽ Žlectronique peut •tre
grandement amŽliorŽe en tenant compte d'Žventuelles symŽtries non-cristallographiques. Ë
partir de la densitŽ modifiŽe, on calcule de nouvelles phases que lÕon combine avec les phases
expŽrimentales.

I.3.3 Le signal anomal

Pour la rŽussite d'un phasage reposant sur les diffŽrences anomales, il est primordial que le
signal anomal soit supŽrieur ˆ l'incertitude des mesures.
L'intensitŽ des effets anomaux ̂ une longueur d'onde donnŽe peut •tre estimŽe ̂ l'aide du
rapport de Bijvoet calculŽ ̂ partir des amplitudes des rŽflexions hkl( )  et h k l ( ) (Hendrickson

& Ogata, 1997; Dauter et al., 2002)!:

(I)

! 

" F ±

÷ F 
=

F +( ) # F #( )
÷ F 

=
1

f 0 $( )eff

2 qj
2 % % f j

2&
NP

avec 

! 

÷ F =
F +( ) + F "( )

2
 soit

(II)

! 

" F ±

÷ F 
=

1
Zeff

2 qj
2 # # f j

2$
NP

% 

& 
' 
' 

( 

) 
* 
* 

1
2

pour ! = 0 et

(III)

! 

" F±

÷ F 
=

# # f j
f 0 $( )eff

2N j

NP

pour un seul type de diffuseurs
anomaux avec des sites de
fixation pleinement occupŽs.

avec!:

! 

f 0 "( )eff !: Valeur moyenne du facteur de diffusion atomique de la protŽine native en fonction de l'angle de

Bragg ! ,

! 

N j !: Nombre de diffuseurs anomaux par molŽcule de protŽine,

! 

NP!: Nombre d'atomes dans la protŽine,

! 

qj !: Occupation du site de fixation j par le diffuseur anomal,

! 

Zeff !: Valeur moyenne du facteur de diffusion atomique de la protŽine native pour 

! 

" = 0. 

! 

Zeff " 6,6e#

I.3.3.a. L'importance du taux d'occupation des sites et du diffuseur anomal choisi

Selon (II), afin d'obtenir un signal anomal maximal, il est important que les sites de fixation
des diffuseurs anomaux soient fortement occupŽs, et que le diffuseur anomal et la longueur
d'onde soient choisis de mani•re ̂  obtenir la valeur de ! ! f  la plus ŽlevŽe possible. Ceci est
d'autant plus important que la structure ˆ rŽsoudre est de grande taille.

I.3.3.b. L'importance de la rŽsolution des donnŽes

La rŽsolution des donnŽes de diffraction, donnŽe par l'angle de Bragg maximal des taches de

diffraction 

! 

drŽso=
"

2sin#max

, est imposŽe par la qualitŽ cristalline ou, Žventuellement, par la

gŽomŽtrie de l'expŽrience.
ƒtant donnŽ que des diffŽrentes contributions au facteur de diffusion atomique

! 

f " ,#( ) = f 0 "( ) + $ f #( ) + i $ $ f #( ) seule 

! 

f 0 "( ) dŽcro”t fortement avec l'angle de diffraction, le
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signal anomal devrait •tre, selon la relation (III), relativement plus ŽlevŽ ̂  plus haute
rŽsolution. Cet effet est cependant limitŽ par l'agitation thermique de lÕensemble des atomes
et, en particulier, des diffuseurs anomaux, qui fait quÕˆ haute rŽsolution les rŽflexions sont
beaucoup moins intenses et que leur intensitŽ est mesurŽe avec une prŽcision moindre que
celle des rŽflexions ˆ basse rŽsolution.
CÕest pourquoi, pour l'identification des sites de fixation des atomes lourds, les meilleurs
rŽsultats sont souvent obtenus en limitant la rŽsolution des donnŽes utilisŽes ̂ une rŽsolution
plus basse que la rŽsolution maximale des donnŽes (Dauter & Nagem, 2002). Ceci est
particuli•rement vrai lorsque lÕon utilise les mŽthodes directes qui utilisent des facteurs de
structure normalisŽs, plus sensibles aux erreurs ˆ haute rŽsolution.

DÕun autre c™tŽ, une haute rŽsolution des donnŽes est tr•s importante pour interprŽter la carte
de densitŽ Žlectronique expŽrimentale et pour la construction du mod•le.

I.3.3.c. L'importance de la redondance des donnŽes

Le signal anomal Žtant faible par rapport aux intensitŽs de diffraction, il est primordial, pour
rŽussir le phasage, que le signal anomal soit significatif devant l'inexactitude des mesures. Au
m•me titre qu'il faut maximiser le signal anomal, il faut donc maximiser l'exactitude des

mesures, exactitude qui peut se mesurer par le rapport signal sur bruit, 

! 

I
"

, des mesures. Le

rapport signal sur bruit dŽpend, bien sžr, de la qualitŽ cristalline, mais il dŽpend aussi des
conditions d'enregistrement!: un temps de pose ŽlevŽ, et donc un nombre ŽlevŽ de coups N par

rŽflexion, amŽliore la prŽcision statistique des donnŽes avec 

! 

I
"

 approximativement

proportionnel ˆ 

! 

N .
Une redondance ŽlevŽe des donnŽes (c'est ̂  dire la mesure indŽpendante, rŽpŽtŽe, de
l'intensitŽ de rŽflexions dont l'Žquivalence est imposŽe par symŽtrie cristalline) permet
d'amŽliorer non seulement la prŽcision statistique des mesures, mais amŽliore surtout leur
exactitude, en Žliminant les erreurs systŽmatiques dues aux artefacts de l'expŽrience (Dauter
& Nagem, 2002). C'est pourquoi, pour un phasage utilisant le signal anomal, il est essentiel
d'enregistrer des donnŽes de diffraction avec une redondance ŽlevŽe.

I.4. Obtention de cristaux dŽrivŽs pour le phasage par des
mŽthodes de remplacement isomorphe et par des mŽthodes de
diffusion anomale

I.4.1. Choix de l'atome lourd et de la longueur d'onde du rayonnement X
incident

I.4.1.a. Crit•res de diffusion

Selon la mŽthode de phasage employŽe, diffŽrents crit•res s'imposent pour le choix de l'atome
lourd et de la longueur d'onde du rayonnement incident.
Pour le remplacement isomorphe, l'atome avec le numŽro atomique Z le plus ŽlevŽ maximise
les diffŽrences isomorphes, et ceci indŽpendamment de la longueur d'onde.
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Pour des mŽthodes utilisant la diffusion anomale, on choisit l'atome, avec une valeur ŽlevŽe
de f" ˆ la longueur d'onde disponible. Pour la mŽthode MAD, ceci nŽcessite donc que l'un des
seuils d'absorption du diffuseur anomal soit accessible ̂ l'expŽrience, pour que la variation
des facteurs anomaux fÕ et f" soit importante. Pour la mŽthode SAD, dans le cas o• on dispose
d'une source de rayons X de longueur d'onde ajustable qui permette dÕatteindre le seuil
d'absorption du diffuseur anomal, on se placera dans le seuil, au maximum de f". Si le seuil
d'absorption du diffuseur anomal est inaccessible, et dans la mesure o• la valeur de f" est
suffisante, il est cependant possible de travailler hors seuil, avec la mŽthode SAD, en utilisant
une source de rayons!X ̂ longueur d'onde fixe. Dans le cas o• on utiliserait des diffuseurs
anomaux intrins•ques des cristaux natifs (mŽtalloprotŽines, phasage au soufre) on essaie de
choisir la longueur d'onde qui permet dÕobtenir la valeur de f" la plus ŽlevŽe possible.

I.4.1.b. Crit•res chimiques

Outre ses propriŽtŽs physiques de diffusion des rayons X, il est important que l'atome lourd
choisi se laisse facilement insŽrer dans le cristal de protŽine. Il faut donc trouver un composŽ
incluant lÕatome lourd et qui se lie avec une occupation ŽlevŽe dans des sites spŽcifiques de la
macromolŽcule biologique, sans dŽtruire l'ordre cristallin de l'Žchantillon. Dans le cas des
mŽthodes de remplacement isomorphe, il faut en outre que le cristal dŽrivŽ soit isomorphe au
cristal natif. L'avantage des diffuseurs anomaux intrins•ques est Žvident!: aucun effort
supplŽmentaire n'est nŽcessaire pour la prŽparation du dŽrivŽ et les sites des diffuseurs
anomaux sont, le plus souvent, fortement occupŽs.

I.4.2. AccessibilitŽ du seuil, grandes longueurs d'onde

Sur la plupart des lignes de lumi•re dŽdiŽes ̂ la mŽthode MAD les longueurs d'onde des
rayons X accessibles se situent entre 0,7!• et 2,0 •. Pour certains ŽlŽments d'intŽr•t, les seuils
d'absorption se trouvent dans le domaine des rayons X mous!:

-!les seuils K du phosphore P (" !=!5,78!•), du soufre S (" !=!5,02!•), du chlore Cl
(" !=!4,40!•) et du calcium Ca (" !=!3,07!•),

-!le seuil LI du xŽnon Xe (" !=!2,27!•),
-!le seuil MV de l'uranium U (" !=!3,49!•).

Le probl•me majeur lorsquÕon utilise de grandes longueurs d'onde est l'absorption. En effet, le
terme dominant du coefficient linŽaire d'absorption est proportionnel ̂ " 3 (Victoreen, 1949).
Ainsi pour des longueurs d'onde supŽrieures ˆ 2,0!•, le rayonnement est tr•s fortement
absorbŽ par lÕŽchantillon, mais aussi par l'air!: l'intensitŽ diffractŽe est fortement attŽnuŽe, ce
qui dŽgrade la qualitŽ des mesures et nŽcessite des corrections d'absorption. Le rayonnement
absorbŽ par l'Žchantillon induit en outre des dŽg‰ts d'irradiation qui font Žvoluer les intensitŽs
diffractŽes avec le temps. Un autre inconvŽnient des grandes longueurs d'ondes est, quÕˆ
rŽsolution Žgale, les angles de Bragg sont plus grands!: la rŽsolution maximale imposŽe par
les bords du dŽtecteur est alors souvent infŽrieure ̂ la limite de diffraction du cristal. Ainsi, en
se pla•ant au seuil d'absorption LIII  du Gd (" !=!1,711!•) sur la ligne BM30A de l'ESRF, avec
un dŽtecteur de 165!mm de diam•tre placŽ ̂ la distance minimale de 110!m de lÕŽchantillon,
la rŽsolution maximale atteinte n'est que de 2,7!•.
Pour atteindre les seuils K d'ŽlŽments lourds, les rayons X tr•s durs peuvent •tre utilisŽs
(Schiltz et al., 1997). Cependant, un des inconvŽnients des rayons X tr•s durs est la faible
efficacitŽ quantique de dŽtection des dŽtecteurs usuels ̂ ces Žnergies. Un autre inconvŽnient
est lÕimportance que prend, ̂  des Žnergies supŽrieures ˆ 30!keV, la diffusion Compton par
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rapport ̂  la diffusion Žlastique des rayons X, ce qui augmente le bruit de fond de mani•re
significative.

I.4.3. Seuils d'absorption et raies blanches

La figure 1.4.1 montre l'Žvolution de la longueur d'onde des seuils d'absorption K, L et M en
fonction du numŽro atomique Z des ŽlŽments du tableau pŽriodique. On voit que les seuils K
des ŽlŽments lŽgers situŽs entre le mangan•se Mn (Z!=!25) et lÕyttrium Y (Z!=!39) sont
facilement accessibles (" !=!1,89-0,73!•). Les seuils LIII  des ŽlŽments situŽs entre le samarium
Sm (Z!=!62) et l'uranium U (Z!=!92) sont Žgalement facilement accessibles (" !=!1,85 -0,72!•).

Figure 1.4.1!: Seuils d'absorption K, L, et M pour les ŽlŽments stables du tableau pŽriodique.

La partie imaginaire f" du facteur de diffusion atomique est de lÕordre de 4!e- pour la plupart
des seuils K et de lÕordre de 10 e- pour les seuils LIII  (MŸller & Heinemann, 2005), ̂
l'exception de quelques ŽlŽments prŽsentant une raie blanche dans leur seuil. CÕest le cas pour
les seuils K du Mn (f"!~!10!e-), du Se (f" entre!6!e- et 10!e-, selon lÕŽtat dÕoxydation) et les
seuils LIII  des lanthanides avec des valeurs de f" pouvant atteindre 30!e-. Pour des expŽriences
hors seuil, il est plus judicieux de travailler ̂  une longueur d'onde infŽrieure ̂ celle du seuil,
puisque f" ne dŽcro”t que lentement pour " !<!" seuil. Ainsi pour le rayonnement K# du cuivre,
on obtient des valeurs de f" de 2 e- ˆ 4!e- pour les ŽlŽments situŽs entre le vanadium, V, et le
cobalt, Co, des valeurs de f" variant entre 9,6 e- et 13,3 e- pour les lanthanides qui vont du
lanthane, La, au dysprosium, Dy, et une valeur de f"!=!16 e- pour l'uranium, U.
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I.4.4. Revue de mŽthodes habituelles pour obtenir des dŽrivŽs pour le
phasage par des mŽthodes de remplacement isomorphe ou de diffusion
anomale

I.4.4.a. Utilisation de protŽines sŽlŽniŽes ou d'acides nuclŽiques bromŽs

La mŽthode de phasage de novo la plus utilisŽe avec le rayonnement synchrotron est la
mŽthode MAD appliquŽe ̂ des cristaux de protŽines sŽlŽniŽes (Hendrickson et al., 1990!;
Dauter & Nagem, 2002). La mŽthode consiste ̂ exprimer la protŽine d'intŽr•t en incorporant
de la sŽlŽnomŽthionine au lieu des mŽthionines, lÕatome de soufre de cet acide aminŽ Žtant
remplacŽ par un atome de sŽlŽnium. Les avantages de la mŽthode sont l'occupation compl•te
des sites de sŽlŽnium et le signal anomal relativement ŽlevŽ, allant de 6!e- ˆ 10!e- selon lÕŽtat
dÕoxydation du sŽlŽnium, au seuil K du Se. Ce seuil, dont la longueur d'onde est " !=!0,98!•,
est tr•s facilement accessible avec les lignes de lumi•re habituelles, pour lesquelles, par
ailleurs, lÕintensitŽ a, le plus souvent, ŽtŽ optimisŽe ̂ cette longueur dÕonde. L'inconvŽnient
majeur de cette mŽthode est la mise en pratique relativement laborieuse. Il faut exprimer la
protŽine en milieu sŽlŽniŽ, ce qui conduit souvent ̂ de faibles taux d'expression. La protŽine
sŽlŽniŽe cristallise souvent avec des conditions modifiŽes par rapport ̂  la protŽine native.
Certaines protŽines eucaryotes ne peuvent pas •tre exprimŽes dans des syst•mes bactŽriens et
d'autres syst•mes d'expression incorporent gŽnŽralement mal la sŽlŽnomŽthionine. Enfin,
certaines protŽines ne contiennent pas de mŽthionines.
Au m•me titre que l'utilisation des sŽlŽnomŽthionines pour rŽsoudre la structure de protŽines,
on utilise des nuclŽotides bromŽs ou iodŽs pour rŽsoudre la structure d'acides nuclŽiques ou de
leurs complexes avec des protŽines.

I.4.4.b. La diffusion anomale des atomes intrins•ques

Une mŽthode consiste ̂ se servir des diffuseurs anomaux naturellement prŽsents dans les
protŽines, tels les mŽtaux de transition dans les mŽtalloprotŽines, ou le soufre prŽsent dans
toutes les protŽines qui contiennent des mŽthionines ou des cystŽines. Ceci prŽsente l'avantage
de sites fortement, sinon totalement, occupŽs et ne nŽcessite pas de prŽparation de dŽrivŽ.

MŽtalloprotŽines

Plus de 20% des protŽines contiennent intrins•quement des mŽtaux comme le Cu, le Fe, le
Mn, le Ni et le Zn (Leslie et al., 2004). Les seuils d'absorption K d'un grand nombre de ces
mŽtaux sont situŽs entre 0,7 et 2,0!• avec des valeurs de f" de lÕordre de 4!e-. Ainsi, ces
protŽines se pr•tent ̂  des expŽriences MAD ou SAD au seuil K, en utilisant le rayonnement
synchrotron. Certains des ŽlŽments prŽsentent une diffusion anomale non nŽgligeable pour le
rayonnement K#  du Cu et se pr•tent donc ̂  des expŽriences SAD avec une source de
laboratoire. Avec une source de rayons X de longueur d'onde variable, un spectre de
fluorescence d'Žmission enregistrŽ avec une Žnergie dÕexcitation supŽrieure ̂ lÕŽnergie des
seuils dÕabsorption des ŽlŽments couramment prŽsents, permet de dŽtecter et d'identifier
d'Žventuels mŽtaux prŽsents dans la protŽine d'intŽr•t.

MŽthode SAD utilisŽe avec le signal anomal du soufre

Toutes les protŽines contenant des cystŽines ou des mŽthionines contiennent du soufre. Ces
deux acides aminŽs reprŽsentent en moyenne 4% des acides aminŽs. Par la mŽthode SAD, on
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peut utiliser la diffusion anomale hors seuil (le seuil K du soufre Žtant ̂ 5,02 •). C'est en
1981 que la premi•re structure a ŽtŽ rŽsolue avec le signal anomal du soufre (Hendrickson &
Teeter, 1981). Depuis 1999, de nombreuses structures ont ŽtŽ rŽsolues par la mŽthode SAD en
se servant uniquement du signal anomal du soufre (Ramagopal et al., 2003b). Toutefois, cette
mŽthode ne s'applique, pour le moment, qu'ˆ des cristaux qui diffractent tr•s bien. En effet la
diffusion anomale du soufre ̂  des longueurs d'onde habituelles est tr•s faible (pour
" Cu!=!1,5!• et " Cr!=!2,3!• les valeurs respectives de f" sont 0,56!e- et 1,14!e-). Comme f"
augmente avec la longueur d'onde utilisŽe, il faut trouver un compromis entre une valeur plus
ŽlevŽe de f" et les probl•mes liŽs ̂  l'utilisation de rayons X mous. Une longueur d'onde
optimale avec une ligne de lumi•re non-optimisŽe pour les grandes longueurs d'onde serait de
" !~1,8!• (Leslie et al., 2004). Ces conditions conduisent ̂ des rapports de Bijvoet tr•s faibles,
autour de 1% (Leslie et al., 2004). Utiliser ce faible signal anomal nŽcessite des donnŽes d'une
tr•s grande exactitude, les donnŽes doivent donc •tre enregistrŽes avec une redondance tr•s
ŽlevŽe. Ceci demande des cristaux qui diffractent bien et qui rŽsistent aux dŽg‰ts d'irradiation.
Le dŽveloppement de la mŽthode va de pair avec le dŽveloppement aupr•s des sources de
rayonnement synchrotron de lignes de lumi•re adaptŽes ˆ l'utilisation de grandes longueurs
d'onde, associŽ au dŽveloppement des traitements de donnŽes appropriŽs.

MŽthode SAD utilisŽe avec le signal anomal du phosphore

Les acides nuclŽiques contiennent une quantitŽ constante de phosphore (1 atome de P par
base). Au m•me titre que le phasage au soufre sÕapplique aux protŽines, le signal anomal du
phosphore peut servir pour rŽsoudre la structure d'acides nuclŽiques ou de leurs complexes
avec des protŽines. Ceci conduit ̂  un rapport de Bijvoet de 2% pour un polynuclŽotide avec le
rayonnement K# du cuivre (Dauter, 2002).

I.4.4.c. Introduction d'atomes lourds par trempage ou cocristallisation

Pour obtenir des dŽrivŽs pour les mŽthodes MAD ou MIR, on utilise classiquement les sels
des ŽlŽments lourds Pt, Au, Hg, U ou Pb, tels les sels suivants ("magic seven")!: K2PtCl4,
KAu(CN)2,  K2HgI4, UO2(C2H3O2)2, HgCl2,  K3UO2F5 ou le sulfate para-
chloromercurybenzo•que (PCMBS) (Garman & Murray, 2003). Le seuil LIII  de chacun de ces
ŽlŽments est tr•s accessible avec une valeur de f" dÕenviron 10!e-, sauf pour le platine qui
prŽsente une raie blanche dans ce seuil avec une valeur de f" supŽrieure ˆ 20!e-. Si on utilise
une source de rayons X de laboratoire avec une anode de cuivre les valeurs de f" sont
comprises entre 7!e- et 16!e-, cette derni•re valeur Žtant obtenue avec lÕuranium. Les diffuseurs
lourds sont introduits classiquement dans les cristaux par des trempages relativement longs
(de quelques heures ̂ plusieurs jours) des cristaux natifs dans des solutions peu concentrŽes
du sel (0,1-10mM). L'inconvŽnient principal de la mŽthode est le mode de fixation souvent
alŽatoire des diffŽrents composŽs, ce qui rend nŽcessaires des nombreux essais rŽpŽtŽs avec
diffŽrents composŽs pour obtenir des cristaux dŽrivŽs. Cependant, la connaissance de la
sŽquence de la protŽine peut aider ̂  orienter le choix des sels dÕatomes lourds ̂  tester. Ainsi
les composŽs du mercure se lient de prŽfŽrence ̂ des cystŽines libres ou ˆ l'azote des
histidines et les composŽs du platine aux cystŽines, aux histidines ou aux mŽthionines
(Garman & Murray, 2003). Cependant, l'utilisation de ces sels dÕatomes lourds n'est pas
toujours aisŽe. Les sels sont gŽnŽralement tr•s faiblement solubles et instables dans des
solutions aqueuses. Ils sont incompatibles avec de nombreuses conditions chimiques de
cristallisation. Ils sont souvent mal tolŽrŽs par les cristaux de protŽine. Ils sont hautement
toxiques. Depuis peu, des trempages beaucoup plus courts (10min-2h) sont pratiquŽs avec ces
m•mes composŽs ˆ des concentrations plus ŽlevŽes (>!10mM), ce qui semble donner des
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dŽrivŽs de meilleure qualitŽ cristalline, avec un meilleur isomorphisme, quÕavec des
trempages longs (Dauter, 2002). Des trempages courts sont Žgalement pratiquŽs avec des ions
qui ne forment pas de liaison spŽcifique avec la protŽine, comme des ions mŽtalliques non
complexŽs, Ru ou Cs, ou des halogŽnures. Ainsi, des trempages rapides (10-30s) dans des
solutions d'iodure ou dÕiode dans lÕiodure I2/KI peuvent produire des dŽrivŽs incorporant les
ions I-, I3

- ou I5
- (Evans & Bricogne, 2002). Les solutions d'iodures peuvent Žventuellement

•tre introduites dans la solution cryoprotectrice. Les dŽrivŽs d'iodures sont utiles pour des
expŽriences SAD ou SIRAS (la valeur de f" est de 7!e- pour lÕiode avec le rayonnement K# du
cuivre). De m•me, des dŽrivŽs de bromures peuvent servir pour des expŽriences MAD (seuil
K!: "  =!0,92!•). Les halogŽnures se fixent dans des sites multiples, occupŽs avec des taux
variables, qui sont situŽs ̂ la surface protŽique, dans les rŽgions de solvant ordonnŽ, sur des
sites hydrophobes ou par liaison H avec des groupes polaires ou des molŽcules d'eau (Evans
& Bricogne, 2002). Les ions de lanthanides sont tr•s utilisŽs pour des protŽines ̂ Ca. En effet,
leurs sph•res de coordination et leur environnement sont tr•s similaires et les ions de
lanthanide remplacent facilement le calcium dans ses sites de fixation ˆ la protŽine. Dans un
tel cas, on peut tirer profit de la diffusion anomale tr•s ŽlevŽe des lanthanides soit dans leur
seuil dÕabsorption LIII , en utilisant le rayonnement synchrotron, soit, pour nombre dÕentre eux,
avec une source de laboratoire (Kahn et al., 1985).

I.4.4.d. Utilisation des gaz nobles xŽnon et krypton

On peut obtenir des cristaux dŽrivŽs pour le phasage par les mŽthodes SIRAS ou MIRAS, en
introduisant des gaz nobles, xŽnon ou krypton, dans des cristaux natifs (Schiltz et al., 2003).
Pour cela, on soumet les cristaux ̂ une atmosph•re du gaz sous pression (1-100!bar) dans une
cellule dŽdiŽe. Ces gaz Žtant relativement bien soluble dans l'eau, ils diffusent rapidement
dans les canaux de solvant du cristal. La liaison des atomes de Xe ou de Kr met en jeu des
forces faibles dans des cavitŽs hydrophobes, des sites enzymatiques ou des cavitŽs
intermolŽculaires. Les avantages de cette mŽthode dÕobtention de cristaux dŽrivŽs sont,
l'isomorphisme ŽlevŽ des cristaux dŽrivŽs rŽsultant des liaisons ̂  faible affinitŽ, le nombre
ŽlevŽ de sites potentiels de fixation et leur complŽmentaritŽ par rapport aux sites de fixation
de sels classiques, de nature plut™t polaire. Enfin on peut faire varier le nombre et l'occupation
des sites en faisant varier la pression du gaz. La probabilitŽ de fixation suffisante est ŽlevŽe,
>!30-40% (Schiltz et al., 2003), et, lorsquÕil nÕy a pas de fixation, des sites potentiels peuvent
•tre introduits par des opŽrations de mutagen•se dirigŽe simple. La rŽversibilitŽ de la fixation
permet d'obtenir diffŽrents dŽrivŽs ̂ partir d'un cristal unique. L'enregistrement des donnŽes
peut se faire et ̂  tempŽrature cryogŽnique et ̂  tempŽrature ambiante. La diffusion anomale du
Xe est relativement ŽlevŽe pour des expŽriences au laboratoire (f"CuK#!=!7,4!e-).

I.4.5. DŽg‰ts d'irradiation

Avec l'utilisation de sources de rayonnement synchrotron de 3e gŽnŽration qui fournissent des
faisceaux tr•s intenses et permettent d'utiliser des cristaux de plus en plus petits, les dŽg‰ts
dus ˆ l'irradiation redeviennent fortement problŽmatiques, surtout pour des donnŽes ̂
redondance ŽlevŽe, et ce malgrŽ la congŽlation des Žchantillons (Garman & Nave, 2002!;
Nave & Garman, 2005). Le phŽnom•ne des dŽg‰ts d'irradiation peut •tre abordŽ de diffŽrentes
mani•res. Classiquement, lorsque la taille du cristal sÕy pr•te, on essaie de les Žviter en
dŽpla•ant le cristal dans le faisceau pour irradier un nouveau volume ̂  chaque dŽplacement
du cristal. De nouvelles approches proposent de tenir compte des dŽg‰ts d'irradiation lors du
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traitement des donnŽes et ainsi de rŽduire leurs consŽquences nŽgatives, voire dÕen tirer profit
comme source d'information de phase.
Les effets du rayonnement ionisant peuvent •tre divisŽs en deux classes, les effets gŽnŽraux,
affectant globalement le cristal et les effets spŽcifiques, localisŽs. Les premiers provoquent la
perte d'ordre ̂ longue distance qui entra”ne la rŽduction du pouvoir de diffraction du cristal.
Ils sont accompagnŽs de l'augmentation du volume de la maille, de l'augmentation de la
mosa•citŽ et du facteur d'agitation thermique, et de la perte des rŽflexions ̂ haute rŽsolution.
Les effets localisŽs sont gŽnŽralement spŽcifiques ̂ certains sites, tels que, le clivage des
ponts disulfure ou la perte de dŽfinition de groupements carboxyles. Les effets localisŽs
concernent aussi particuli•rement les sites d'atomes lourds ou anomaux du fait de leur
absorption ŽlevŽe ($  f"). Les deux classes de dŽg‰ts conduisent ̂ une perte d'isomorphisme
au cours de l'enregistrement, ce qui peut emp•cher la rŽussite du phasage. Ce sont en premier
lieu les dŽg‰ts localisŽs sur certains sites qui surviennent (Weik et al., 2000!; Burmeister,
2000!; Ravelli & McSweeney, 2000) avant que le rŽseau cristallin ne soit affectŽ par les effets
ˆ longue distance.!Ce sont les effets localisŽs qui, lorsqu'ils affectent les sites d'atomes lourds
sur lesquels repose le phasage lui-m•me, ont une influence fatale sur la rŽussite du phasage.
De tels cas ont ŽtŽ observŽs pour des dŽrivŽs contenant des nuclŽotides bromŽs, o• la
dŽbromation, assez rapide au cours de l'irradiation, a emp•chŽ la rŽussite du phasage (Ennifar
et al., 2002!; Schiltz et al., 2004). Pour tenir compte des non-isomorphismes induits par les
dŽg‰ts d'irradiation et s'en servir comme information de phase supplŽmentaire il existe
plusieurs approches.
Ravelli et al. (2003) proposent une mŽthode de phasage reposant sur les dŽg‰ts d'irradiation
(RIP!: Radiation-damage Induced Phasing). Elle consiste ̂ enregistrer deux jeux de donnŽes
sur un cristal, dont un jeu complet et redondant avec le cristal non-endommagŽ et un
deuxi•me jeu, apr•s exposition du cristal ̂  une dose ŽlevŽe de rayonnement X servant ̂ crŽer
des dŽg‰ts d'irradiation localisŽs. Pour le phasage, les donnŽes sont traitŽes de mani•re
pseudo-SIR(AS). Ceci nŽcessite l'identification et l'affinement de nombreux changements
structuraux spŽcifiques, modŽlisŽs par une baisse d'occupation et une augmentation du facteur
dÕagitation thermique, B, des groupements d'atomes concernŽs. Pour des cristaux o• les
dŽg‰ts d'irradiation surviennent rapidement et apparaissent dŽjˆ dans le premier jeu, il est
recommandŽ de diviser les donnŽes en plusieurs jeux et de les traiter tous comme des dŽrivŽs
isomorphes indŽpendants.
Schiltz et al. (2004) proposent une modŽlisation continue de la progression des dŽg‰ts
d'irradiation en utilisant le programme SHARP avec un dŽclin exponentiel de l'occupation
q(d) des sites concernŽs en fonction de la dose d re•ue!: 

! 

q d( ) = q0 exp" #dd( ) (Ennifar et al.,
2002). Pour cette mŽthode, les mesures d'intensitŽ Žquivalentes par symŽtrie ne sont pas
combinŽes pour obtenir une valeur moyenne. Ë chaque observation est attribuŽe une valeur de
dose re•ue et, au lieu d'affiner un seul param•tre pour l'occupation de chaque site, deux
param•tres sont affinŽs, q0 et %d. Il est envisageable d'implŽmenter des modŽlisations plus
complexes des dŽg‰ts d'irradiation sous forme de fonctions paramŽtrisŽes dans SHARP.
Le dŽveloppement de procŽdures de phasage spŽcifiques et du traitement informatique
correspondant pourra permettre dÕutiliser les dŽg‰ts d'irradiation comme source principale
d'information de phase ou comme source complŽmentaire associŽe ̂ d'autres mŽthodes
comme le phasage avec des dŽrivŽs bromŽs ou le phasage au soufre (Weiss et al., 2004) ou,
du moins, de limiter les effets nŽgatifs des dŽg‰ts d'irradiation sur le phasage.
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I.4.6. Comparaison des mŽthodes d'obtention de dŽrivŽs anomaux

Les deux tableaux suivants rŽsument quelques valeurs de grandeurs caractŽristiques, afin de
permettre de comparer les mŽthodes pour obtenir des dŽrivŽs anomaux.
Le premier tableau donne les rapports de Bijvoet thŽoriques attendues pour des conditions
d'expŽrience types (type de dŽrivŽ anomal, longueur d'onde). Plus ce rapport est ŽlevŽ, plus il
sera facile d'obtenir les phases ˆ partir des donnŽes de diffraction correspondantes. De plus, le
tableau donne une estimation qualitative de la facilitŽ de la prŽparation des dŽrivŽs anomaux,
facteur important pour l'expŽrimentateur. Les rapports de Bijvoet sont calculŽs selon la
formule suivante!:
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q j  Žgale de tous les sites et
les valeurs suivantes!: 
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Zeff = 6,6, 
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NP = 7,9* Naa, 
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NH : nombre de diffuseurs anomaux pour
100 acides aminŽs, 
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Naa:!nombre d'acides aminŽs.

ƒlŽment

! 

NH

! 

q j " ![•] f" [e-]

! 

" F±

F
%[ ]

FacilitŽ de
prŽparation des
dŽrivŽs

Se 1 1 0,98 8 6,1 Ð Ð
Se 3 1 0,98 8 10,5 Ð Ð
Br / 1 0,92 3,8 / Ð Ð

S 4 1 1,54 0,56 0,85 ++
S 4 1 Cr!: 2,29 1,14 1,7 ++
P / 1 1,54 0,43 2 ++

Mn 1 1 1,54 2,8 2,1 ++
Mn 1 1 seuil!: 1,89 9,7 7,3 ++
Fe 1 1 seuil!: 1,74 4,5 3,4 ++

K2HgI4 1 1 seuil!: 1,0 10,1 7,7 Ð
K2HgI4 1 1 1,54 7,7 5,9 Ð
K2PtCl4 1 0,5 seuil!: 1,1 10,2 3,9 Ð
UO2(C2H3O2)2 2 0,25 1,54 16 4,3 Ð

Xe 3 0,3 1,54 7,4 2,9 Ð

Gd3+ 1 1 1,711 28 21,3 Ð
Gd-complexe 2 0,5 1,711 28 15,0 0
Gd-complexe 2 0,5 1,54 12 6,4 0

Tableau 1.4.1!: Rapports de Bijvoet thŽoriques pour diffŽrents types de dŽrivŽs anomaux ˆ diffŽrentes longueurs
d'onde. Pour la facilitŽ de prŽparation!: ++!: atomes intrins•ques, pas de prŽparation; 0!: prŽparation relativement
simple; -!: prŽparation dŽlicate ou nŽcessitant un Žquipement particulier; - -!: prŽparation laborieuse du dŽrivŽ.
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Le deuxi•me tableau rŽsume les valeurs de f" des diffuseurs anomaux habituellement utilisŽs
pour les longueurs d'onde du seuil d'absorption de l'ŽlŽment considŽrŽ et les longueurs d'onde
du rayonnement K# du Cu et du Cr.

Z ƒlŽment Seuil " seuil[•] f" seuil[e
-] f"CuK#  [e

-]
(" =1,54•)

f"CrK# [e
-]

(" =2,29•)
15 P K 5,78 4,1 0,43
16 S K 5,02 4,1 0,56 1,14
17 Cl K 4,39 4,1 0,70 1,5
20 Ca K 3,07 4,1 1,3 2,7
25 Mn K 1,90 9,7 2,8
26 Fe K 1,74 4,5 3,2
27 Co K 1,61 3,9 3,6
28 Ni K 1,49 4,3 0,51
29 Cu K 1,38 4,2 0,59
30 Zn K 1,28 4,3 0,68
34 Se K 0,98 6-10 1,1
35 Br K 0,92 3,8 1,3
36 Kr K 0,87 1,6-2,7 1,4
54 Xe LI 2,27 13,5 7,4 11
64 Gd LIII 1,71 28 12,0
78 Pt LIII 1,07 10,2 6,9
79 Au LIII 1,04 10,2 7,3
80 Hg LIII 1,01 10,1 7,7
82 Pb LIII 0,95 10,1 8,5
92 U LIII 0,72 10,3 16 28
92 U MV 3,49 120 28

Tableau 1.4.2!: Longueurs d'onde des seuils d'absorption et valeurs de f" de certains ŽlŽments (MŸller &
Heinemann, 2005). Les valeurs de f" pour les ŽlŽments prŽsentant une raie blanche dans leur seuil d'absorption

dŽpendent gŽnŽralement de l'environnement du diffuseur anomal, lanthanides exceptŽs. Les valeurs pour
l'uranium proviennent de Chesne (2002).
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I.5. Utilisation de complexes de lanthanides pour obtenir des
dŽrivŽs

Une autre approche pour introduire des atomes lourds dans les cristaux de protŽine consiste ̂
utiliser des complexes chŽlatant lÕŽlŽment choisi. Cette approche a pour but de sŽparer les
propriŽtŽs physiques de lÕatome lourd, ici ses propriŽtŽs de diffusion des rayons X, des
propriŽtŽs chimiques du complexe qui imposent son comportement dans le cristal. Les
premi•res sont essentiellement dŽterminŽes par l'atome lourd choisi, alors que les deuxi•mes
sont imposŽes par le ligand qui chŽlate l'atome lourd et qui conf•re les propriŽtŽs chimiques
voulues au complexe. Si la constante dÕassociation du complexe formŽ par le ligand et
lÕatome lourd est ŽlevŽe, cette approche peut permettre de fixer des atomes lourds en utilisant
les liaisons du ligand avec la molŽcule de protŽine. On peut ainsi concevoir une grande variŽtŽ
de ligands. La taille du complexe rŽsultant devra cependant rester limitŽe au regard de la taille
habituelle des canaux de solvant dans les cristaux de protŽine. Le complexe rŽsultant devra
•tre compatible avec les conditions physico-chimiques utilisŽes pour cristalliser les protŽines,
et suffisamment stable dans ces conditions.
Par exemple, il est possible de concevoir des ligands fonctionnalisŽs pour former des liaisons
covalentes avec certains rŽsidus protŽiques, tels des complexes thiol-rŽactifs se liant aux
cystŽines libres (Purdy et al., 2002). Il s'est avŽrŽ qu'une telle rŽaction conduit le plus souvent
soit ˆ une forte baisse de la solubilitŽ de la protŽine soit ˆ des fortes modifications des
conditions de cristallisation.
Il est Žgalement possible de concevoir des complexes dont les propriŽtŽs physico-chimiques
permettent de dŽtecter facilement la fixation du complexe dans le cristal!: ainsi la coloration
de cristaux dŽrivŽs obtenus avec des complexes colorŽs permet dÕestimer la fixation du
complexe dans le cristal (Chesne, 2002).
Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes servis d'une classe particuli•re de complexes
pour des Žtudes systŽmatiques sur un grand nombre de dŽrivŽs. Le fort pouvoir de phasage de
ces complexes dans plusieurs cas avait ŽtŽ dŽmontrŽ antŽrieurement (Girard et al., 2003a;
Girard et al., 2003b; Girard et al., 2002).
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I.5.1. PrŽsentation des complexes de gadolinium utilisŽs

Tous les complexes prŽsentŽs ont ŽtŽ utilisŽs pour prŽparer des dŽrivŽs anomaux dans le but
d'Žtudier leur propriŽtŽ de fixation dans les cristaux de protŽines.

Figure 1.4.1.!: Formules dŽveloppŽes des ligands des complexes utilisŽs.

La figure 1.4.1. montre les ligands des complexes utilisŽs. Tous ces ligands chŽlatent un ion
de Gd3+ mais peuvent tout aussi bien chŽlater les autres ions, Ln3+, des lanthanides. Les
ligands sont dŽrivŽs du macrocycle tŽtra-azacyclododŽcane (Cyclen) sauf le ligand linŽaire
DTPA (acide di-Žthyl•ne-tri-amine penta-acŽtique) et son dŽrivŽ DTPA-BMA. Les ligands du
c™tŽ gauche de la figure 1.4.1 forment des complexes Žlectriquement neutres, ceux de droite
forment des complexes chargŽs nŽgativement, 1- pour le Gd-DOTA, le Gd-DOTMA et le Gd-
DOTA-BOM et 2- pour le Gd-DTPA. La charge totale du complexe se dŽduit de sa forme
dŽprotonŽe. Les valeurs de pKa des complexes Žtant situŽes autour de 2 (Bianchi et al., 2000)
aucune protonation notable n'a lieu dans les conditions physico-chimiques de cristallisation
habituelles.
Les complexes sont fortement solubles dans lÕeau, leur solubilitŽ Žtant dÕenviron 1!M, sauf
pour le Gd-HPSA-DO3A dont la solubilitŽ est dÕenviron 0,3!M, et le Gd-DOTA-BOM qui est
soluble ˆ environ 0,6!M.
Avec des constantes de stabilitŽ thermodynamiques des diffŽrents complexes tr•s ŽlevŽes
entre logK!~!22 (Gd-DO3A) et logK!~!28 [Gd-DOTA]- (ˆ titre de comparaison, pour le
complexe [Gd-EDTA]-, logK!=!17,35) (Bianchi et al., 2000), les complexes sont tr•s stables et
ne sont pas dissociŽs dans les conditions habituelles de cristallisation. Seuls des milieux tr•s
acides (pH!"!2) provoquent une dissociation dŽcelable du complexe.
Les complexes ainsi formŽs prŽsentent une tr•s faible affinitŽ pour les molŽcules biologiques.
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Ils sont non toxiques.
Du fait des propriŽtŽs paramagnŽtiques du gadolinium et en raison de leurs propriŽtŽs
chimiques, ces complexes de gadolinium sont tr•s utilisŽs en imagerie mŽdicale.

I.5.2. Chimie de coordination de Gd(III)

L'Žtat dÕoxydation le plus stable des lanthanides est lÕŽtat Ln(III) et lÕŽtat ionique
correspondant est lÕion Ln3+. Pour lÕion Gd3+, l'environnement de coordination le plus typique
est l'enneacoordination (neuf atomes dans la premi•re sph•re de coordination). Lorsque les
ligands indiquŽs sur la figure 1.4.1. complexent les ions Ln3+ des lanthanides, leurs bras se
referment autour de l'ion pour former une cage (figure 1.4.2.), ce qui conf•re la stabilitŽ tr•s
ŽlevŽe aux complexes. Pour donner un ordre de grandeur de la taille des complexes, la
distance entre les deux atomes les plus ŽloignŽs du complexe varie entre ~8,5!• (Gd-DO3A)
et ~10!• (Gd-DOTMA, Gd-DTPA-BMA).

Figure 1.4.2.!: a) Le complexe Gd-DOTMA avec comme neuvi•me ligand une molŽcule d'eau. b) Le complexe
Gd-DTPA, le neuvi•me ligand Žtant, dans le cas du dŽrivŽ correspondant ˆ la figure, un oxyg•ne carboxylique
d'un rŽsidu protŽique qui n'est pas montrŽ. Les lignes pointillŽes montrent les liaisons de complexation dont la

longueur varie entre 2,3 et 2,8 •.

Dans les complexes utilisŽs, la premi•re sph•re de coordination de l'ion de Gd3+ est occupŽe,
dÕune part, par les quatre atomes dÕazote du macrocycle, ou les trois atomes dÕazote des
"pseudo-macrocycle" pour les ligands linŽaires, et dÕautre part, par les atomes dÕoxyg•ne des
bras des ligands et qui sont les plus proches de lÕion (figure 1.4.2.). Ainsi, pour aucun des
complexes la premi•re sph•re de coordination nÕest enti•rement remplie par les atomes du
ligand. En effet, l'ion de Gd3+ est entourŽ de 8 atomes chŽlatant du ligand sauf dans le cas du
Gd-DO3A o• seuls 7 atomes provenant du ligand assurent la coordination. Pour tous les
complexes, il manque donc 1 atome (2 atomes pour Gd-DO3A) pour complŽter la premi•re
sph•re de coordination, ce dont il faut tenir compte lors de l'interprŽtation du mode de fixation
des complexes avec des protŽines. Les atomes de coordination manquants peuvent •tre
fournis, soit par des molŽcules d'eau, soit par des atomes de rŽsidus protŽiques, soit encore par
un atome dÕoxyg•ne appartenant ˆ un bras d'une deuxi•me molŽcule de complexe situŽ ̂
proximitŽ.
Les complexes de gadolinium des ligands HPDO3A, DO3A, DOTMA, HPSA-DO3A et
DOTA-BOM nous ont ŽtŽ fournis en forme de poudre par Bracco Imaging spa, Milan, Italie.
Pour les complexes Gd-DTPA, Gd-DTPA-BMA et Gd-DOTA nous nous sommes servi des
solutions aqueuses des complexes commercialement disponibles (MAGNEVISTª, Schering,
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Allemagne, OMNISCANª, Nycomed Inc., Norv•ge et DOTAREMª, Guerbet, France
respectivement) qui sont fournis ˆ une concentration de 0,5!M.

Obtention des complexes de gadolinium

Pour le moment, l'acc•s aux complexes est difficile.
Les trois complexes dont nous utilisons les solutions mŽdicales (Gd-DTPA, Gd-DTPA-BMA
et Gd-DOTA) ne s'obtiennent, en France, qu'avec une ordonnance.
Les ligands DOTA et DOTMA sont commercialisŽs par la compagnie Macrocyclics
(Magnetic Resonance Solutions Inc., USA), le ligand DTPA par Sigma-Aldrich. Ë partir des
ligands, il faut synthŽtiser le complexe en ajoutant le sel de lanthanide.
Le complexe Gd-HPDO3A peut •tre obtenu en contactant Pier Lucio Anelli de l'entreprise
Bracco Imaging. La sociŽtŽ fournit des Žchantillons gratuits du complexe aux groupes de
recherche intŽressŽs.
Les complexes Gd-DO3A, Gd-DOTA-BOM et Gd-HPSA-DO3A, fabriquŽs par la sociŽtŽ
Bracco Imaging, ne sont pas accessibles sur le marchŽ.

I.5.3. La diffusion anomale des lanthanides

Les lanthanides (Z=57-71) prŽsentent tous une tr•s forte diffusion anomale de f"~!30e- due ̂
une forte rŽsonance (raie blanche) dans leur seuil d'absorption LIII , comme le montre la
figure!1.2.2. Les seuils sont situŽs ̂  des longueurs d'onde infŽrieures ̂  2!• pour les
lanthanides allant du Nd au Lu (tableau 1.4.1.). Avec le rayonnement CuK#, les lanthanides
allant du La au Gd ont des valeurs ŽlevŽes de f".

ƒlŽment
Z

La
57

Ce
58

Pr
59

Nd
60

Pm
61

Sm
62

Eu
63

seuil LIII  [•] 2,26 2,16 2,08 1,99 1,92 1,84 1,78
f"CuK# [e

-] 9,6 10,3 11,0 11,7 12,4 13,3 11,0

ƒlŽment
Z

Gd
64

Tb
65

Dy
66

Ho
67

Er
68

Tm
69

Yb
70

Lu
71

seuil LIII  [•] 1,71 1,65 1,58 1,54 1,48 1,43 1,39 1,34
f"CuK# [e

-] 12,0 8 8 4 4 5 5 5
Tableau 1.4.1!: Longueurs d'onde des seuils d'absorption LIII  (Rieck, 1985) et partie imaginaire f" du facteur de

diffusion atomique ˆ la longueur d'onde " CuKa= 1,54!• (Ibers et al., 1985) pour les diffŽrents lanthanides.

Le gadolinium prŽsente l'avantage de combiner un signal anomal ŽlevŽ (f"!=!12,0!e-) avec le
rayonnement K#  du Cu et un seuil LIII  ˆ la longueur dÕonde de 1,711!•, relativement
accessible.

I.5.4. Obtention de cristaux dŽrivŽs ˆ l'aide de complexes de gadolinium.

I.5.4.a. Insertion du complexe de gadolinium dans les cristaux

Les propriŽtŽs des complexes prŽcŽdemment dŽcrites font quÕils sont tr•s simples ̂ utiliser
pour introduire les atomes lourds dans des cristaux de protŽine soit par cocristallisation soit
par trempage. En effet, leur stabilitŽ, leur compatibilitŽ avec la plupart de conditions physico-
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chimiques de cristallisation (pH, agent prŽcipitant, tampon), leur solubilitŽ ŽlevŽe et leur
absence de toxicitŽ les rendent aisŽment utilisables. Sauf rares exceptions, ils modifient peu
les conditions de cristallisation des cristaux dŽrivŽs par rapport ˆ celles des cristaux natifs.
La particularitŽ de ces complexes est leur faible affinitŽ pour les molŽcules biologiques avec
lesquelles ils Žtablissent des liaisons non-covalentes. Pour obtenir une fixation suffisante il
faut utiliser des concentrations ŽlevŽes de complexe, de l'ordre de 100!mM.

On peut, sur un exemple, estimer l'ordre de grandeur de l'affinitŽ d'un des complexes pour un
site favorable ̂ sa fixation sur une protŽine. Le dŽrivŽ de la protŽine glucose isomŽrase avec
le complexe Gd-DO3A employŽ avec une concentration 

! 

Cc =100mM, prŽsente un site de
fixation avec un taux dÕoccupation 

! 

q = 0,56.
Les cristaux dŽrivŽs appartiennent au groupe d'espace I222, avec 8 molŽcules par maille, dont
le volume est!:

! 

Vmaille = 93" 99" 103" 10#30m3.
La concentration de la protŽine dans le cristal est!:

! 

Cp =
8

Vmaille " NA

=14mM, o• NA!est le nombre dÕAvogadro.

On obtient donc une constante de dissociation!:

! 

Kd =
(1" q) # Cp[ ] # Cc " q# Cp[ ]

q# Cp[ ]
=

0,44( ) 100mM" 0,56#14mM( )
0,56

= 72mM

Cette constante de dissociation, relativement ŽlevŽe, montre bien la faible affinitŽ du
complexe pour la protŽine.

I.5.4.b. Cocristallisation

La cocristallisation limite les manipulations du cristal. Elle permet au complexe de se fixer au
fur et ̂  mesure de la croissance des cristaux, Žvitant la dŽtŽrioration des cristaux qui peut se
produire lors du trempage avec le m•me complexe, en particulier pour les cristaux avec une
faible proportion de solvant.
Les conditions d'obtention des cristaux dŽrivŽs correspondent aux conditions avec lesquelles
sont obtenus les cristaux natifs avec un ajout dÕenviron 100!mM de complexe dans la goutte
de cristallisation. L'ajout du complexe peut provoquer de lŽgers changements de solubilitŽ,
aussi est-il recommandŽ de faire varier la concentration de lÕagent prŽcipitant. En cas de forte
solubilisation de la protŽine (ce qui est possible pour l'ajout des complexes Gd-DOTA-BOM
et Gd-HPDO3A) il est conseillŽ de baisser la concentration du complexe ˆ 50mM.
Dans des cas exceptionnels, l'ajout du complexe dans la goutte de cristallisation a emp•chŽ
toute cristallisation et provoquŽ la prŽcipitation de la protŽine!: ceci a ŽtŽ le cas pour deux
dŽrivŽs de la protŽine glucose isomŽrase obtenus avec Gd-DO3A et avec Gd-DTPA. Mais
pour cette protŽine, seuls deux des complexes se sont fixŽs notablement dans le cristal et ce
sont ces deux m•mes complexes qui ont une forte influence sur la solubilitŽ de la protŽine. On
peut supposer qu'un tel changement des conditions de cristallisation peut indiquer une fixation
notable du complexe. Dans ce cas, il y a des fortes chances d'obtenir des bons dŽrivŽs avec
ces m•mes complexes par trempage des cristaux natifs.

I.5.4.c. Trempage

Si on dispose de cristaux natifs de la protŽine et qu'on ne dispose de protŽine quÕen petite
quantitŽ, le moyen le plus commode pour obtenir des cristaux dŽrivŽs consiste ̂ tremper les
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cristaux natifs. Pour cela on prŽpare une solution de trempage correspondant ˆ la liqueur m•re
avec un ajout dÕenviron 100!mM de complexe et un ajout de protŽine de lÕordre de 2mg/mL.
Si on ne peut pas ajouter de protŽine dans la goutte de trempage, il convient d'augmenter la
quantitŽ de prŽcipitant dans la goutte de trempage afin d'Žviter la dissolution du cristal. La
durŽe de trempage typique est relativement courte, variant de quelques dizaines de minutes ̂
quelques heures. Dans quelques cas, il a suffi dÕun trempage de quelques dizaines de secondes
pour obtenir une fixation suffisante du complexe. Les complexes sont gŽnŽralement bien
tolŽrŽs par les cristaux, ce qui peut •tre dž ˆ leur faible affinitŽ pour les protŽines et ̂  leur
ŽlectroneutralitŽ. Si les cristaux ne supportent pas le trempage, il convient de baisser la
concentration de complexe ou de raccourcir la durŽe de trempage.
Dans le cas du lysozyme de blanc d'Ïuf de poule dont les cristaux ont une proportion de
solvant particuli•rement faible, infŽrieure ̂  30%, les cristaux natifs ne supportent pas le
trempage avec le complexe qui se fixe le mieux!: les cristaux dŽrivŽs ont dž •tre prŽparŽs par
cocristallisation (Girard, 2001).
Pour des cristaux particuli•rement sensibles aux manipulations, on peut procŽder au trempage
en ajoutant directement de la solution de complexe ̂ la goutte m•re du cristal!: la solubilitŽ
ŽlevŽe des complexes permet dÕajouter des volumes faibles de solution, ce qui limite la
dilution de la goutte.

I.5.4.d. Cryoprotection des cristaux dŽrivŽs

La cryoprotection se fait par trempage dans la solution cryoprotectrice habituelle. Elle ne
prŽsente pas de difficultŽs particuli•res, sauf cas exceptionnels comme l'a ŽtŽ celui des
cristaux dŽrivŽs dÕurate oxydase avec Gd-DO3A, qui diffractent mal apr•s congŽlation.
Il est prŽfŽrable de ne pas ajouter de complexe ̂ la solution cryoprotectrice afin de rŽduire le
plus possible la quantitŽ de complexe prŽsente dans la solution qui entoure le cristal. Ceci
permet de diminuer le bruit de fond dž ̂  la fluorescence de l'atome lourd lors de l'acquisition
des donnŽes, en particulier lorsquÕelle est rŽalisŽe dans le seuil dÕabsorption de l'ŽlŽment. Le
trempage dans la solution cryoprotectrice doit alors •tre court, de l'ordre d'une dizaine de
secondes, pour Žviter que les molŽcules de complexe quittent les sites de fixation.

I.5.4.e. Comparaison des rŽsultats obtenus avec les cristaux dŽrivŽs obtenus ̂  la fois par
cocristallisation et par trempage

Pour les protŽines dont les cristaux dŽrivŽs ont pu •tre prŽparŽs aussi bien par trempage que
par cocristallisation (urate oxydase, thaumatine, protŽine X), aucune diffŽrence de fixation du
complexe utilisŽ n'a ŽtŽ constatŽe pour les cristaux dŽrivŽs prŽparŽs avec les deux modes, les
m•mes sites ont ŽtŽ trouvŽs, avec le m•me taux dÕoccupation.

I.5.5. DŽg‰ts d'irradiation II

Murray et al. (2004) estiment que des concentrations d'atomes lourds aussi ŽlevŽes que
100!mM dans le solvant du cristal conduisent ̂ une forte absorption du rayonnement par le
cristal dŽrivŽ, pour des rayonnements dont l'Žnergie est supŽrieure ou Žgale ̂ l'Žnergie du seuil
dÕabsorption du diffuseur anomal. Cette absorption serait alors susceptible de produire tr•s
rapidement des dŽg‰ts d'irradiation importants. Nos donnŽes de diffraction ont ŽtŽ obtenues en
utilisant le rayonnement synchrotron provenant le plus souvent d'un aimant de courbure (avec
la ligne BM30A ˆ lÕESRF) ou avec le rayonnement dÕun gŽnŽrateur ˆ anode tournante de
cuivre du laboratoire. Dans ces conditions, nous n'avons jamais rencontrŽ de probl•mes
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particuliers de dŽg‰ts d'irradiation. Nous avons toujours enregistrŽ des donnŽes hautement
redondantes, avec une rotation du cristal de 180¡. Avec le rayonnement synchrotron, nous
avons gŽnŽralement enregistrŽ deux jeux de donnŽes hautement redondants en nÕutilisant
quÕun seul cristal, un jeu avec le rayonnement correspondant au maximum de f" et un jeu ̂
courte longueur d'onde, afin d'obtenir des donnŽes ˆ haute rŽsolution. Pour ces deux jeux de
donnŽes de diffraction, nous nÕavons pas observŽ de dŽgradation notable de la qualitŽ de
diffraction.
Lorsque nous avons enregistrŽ des donnŽes sur des dŽrivŽs contenant les complexes de
gadolinium sur la ligne ID29 (ESRF) nous avons pu constater, pour certains dŽrivŽs, des
effets dus aux dŽg‰ts d'irradiation, se manifestant par la perte des rŽflexions ̂  haute
rŽsolution, lors des enregistrements au maximum de f" au seuil dÕabsorption LIII  du
gadolinium. Nous n'avons pas procŽdŽ ̂ des mesures comparatives avec des cristaux natifs
pour voir si cet effet Žtait uniquement dž ̂  la prŽsence des atomes lourds dans les canaux de
solvant.
Nous avons Žgalement travaillŽ avec des cristaux dŽrivŽs de la protŽine urate oxydase,
obtenus avec une concentration de complexe de 300!mM. Pour chaque cristal dŽrivŽ nous
avons enregistrŽ deux jeux de donnŽes avec une rotation de 180¡. L'acquisition des donnŽes a
eu lieu sur BM30A et sur ID29 sans qu'on ait dŽtectŽ de dŽg‰ts d'irradiation notables.
En effet, ne considŽrer pour le calcul de l'effet nocif que la dose thŽoriquement absorbŽe
(Murray et al., 2004) par les atomes lourds, nŽglige que la majeure partie des molŽcules se
trouve dans le solvant et que l'atome lourd est entourŽ d'une cage qui pourrait protŽger la
protŽine des effets de lÕabsorption du rayonnement au niveau de lÕatome de lanthanide.

I.5.6. Conclusions

Si la faible affinitŽ des complexes pour les protŽines fait que nous devons travailler ̂  des
concentrations ŽlevŽes de complexe, elle a en retour, pour consŽquence, la bonne tolŽrance
des complexes lors des trempages ou cocristallisation et fait que les cristaux dŽrivŽs sont bien
isomorphes des cristaux natifs.
Le signal anomal d'un dŽrivŽ typique obtenu avec ces complexes est ŽlevŽ. Pour une protŽine
de taille moyenne, comportant 300 acides aminŽs, avec deux sites de fixation du complexe et
une occupation qj!=!0,5 par site, on peut estimer lÕordre de grandeur du signal anomal moyen
obtenu avec un cristal dŽrivŽ de cette protŽine. Ë cet effet, on calcule le rapport de Bijvoet

moyen attendu ̂ lÕaide de la relation!: 

! 

" F±

F
%[ ] = 0,76 NH qj # # f j  donnŽe au paragraphe I.4.6.

La valeur de N H est alors 2/3. Avec le rayonnement K#  du cuivre, on obtient
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= 3,7% et avec le rayonnement synchrotron, dans le seuil dÕabsorption LIII  de
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souligne lÕimportance du signal anomal attendu.
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ƒtude cristallographique
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II.0. Introduction

Nous avons entrepris une Žtude cristallographique systŽmatique et comparative de cristaux
dŽrivŽs de diffŽrentes protŽines prŽparŽs avec toute la sŽrie de complexes afin de dŽterminer
quel est leur potentiel pour obtenir des dŽrivŽs ̂ fort pouvoir de phasage. Cette Žtude devrait
permettre de vŽrifier si ces complexes s'utilisent aisŽment avec tous types de protŽines, et de
dŽterminer leurs conditions d'utilisation optimales. Elle comprend l'obtention des cristaux des
protŽines, la prŽparation des cristaux dŽrivŽs, l'acquisition et la rŽduction des donnŽes de
diffraction, la dŽtermination d'Žventuels sites de fixation et le calcul des phases.
Dans un deuxi•me temps, pour des dŽrivŽs avec des sites de fixation suffisamment occupŽs,
l'affinement de la structure du complexe liŽ ˆ la protŽine devrait permettre d'identifier et
comprendre le mode de fixation du complexe.
L'analyse des rŽsultats d'une telle Žtude a pour but d'Žtablir d'Žventuelles corrŽlations entre les
conditions physico-chimiques de cristallisation (agent prŽcipitant, pH) ou des caractŽristiques
de la protŽine (pI, sŽquence, motifs structuraux particuliers) et la fixation des diffŽrents
complexes ̂ la protŽine. Pour une protŽine de structure inconnue, cette information pourrait
•tre utilisŽe pour choisir parmi les diffŽrents complexes celui qui serait susceptible de se fixer
ˆ la protŽine et pour adapter les conditions de son utilisation en fonction des diffŽrents
param•tres connus.
L'Žtude systŽmatique a ŽtŽ menŽe avec six protŽines diffŽrentes dont la structure et les
conditions de cristallisation sont connues. En outre, des Žtudes menŽes dans le cadre de
projets en collaboration avec d'autres groupes de cristallographie biologique ont permis de
rŽsoudre de novo la structure de quatre nouvelles protŽines gr‰ce ˆ l'utilisation de ces
complexes.

II.1. Cristallisation des protŽines

II.1.1. Choix des protŽines tests

Pour choisir les protŽines avec lesquelles, outre celles fournies par des collaborateurs, on
pourrait tester l'utilisation des complexes pour obtenir des dŽrivŽs lourds, nous avons tenu
compte des crit•res suivants (McPherson, 2001)!:

-!disposer d'une quantitŽ suffisante de protŽine pure,
-!des conditions de cristallisation connues, permettant d'obtenir de cristaux diffractant ̂

relativement haute rŽsolution,
-!une proportion de solvant ŽlevŽe dans les cristaux,
-!une symŽtrie cristalline dÕordre ŽlevŽ,
-!si possible, des protŽines cristallisant dans diffŽrentes conditions.

Des tests rŽalisŽs avec une protŽine qui cristallise dans diffŽrentes conditions devraient
permettre de dŽterminer l'influence des conditions physico-chimiques de cristallisation
comme l'agent prŽcipitant utilisŽ, le pH ou encore l'influence de la forme cristalline sur la
fixation des complexes.
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Le tableau 2.1.1 montre la liste des protŽines systŽmatiquement testŽes avec la plupart des
complexes.

ProtŽine Nombre
d'acides
aminŽs

Urate oxydase d'Aspergillus flavus 295
Lysozyme de blanc d'Ïuf de poule 129
Thaumatine de Thaumatococcus daniellii 207
Glucose isomŽrase (GI) de Streptomyces rubiginosus 388
YGGV d'Escherichia coli 221
ProtŽine X

Tableau 2.1.1.!: Liste des protŽines test utilisŽes.

Bien que des conditions de cristallisation diffŽrentes aient ŽtŽ Žtablies pour trois protŽines
ŽtudiŽes, thaumatine (Ko et al., 1994; Charron et al., 2004), urate oxydase (communication de
F. BonnetŽ & D. Vivar•s, UniversitŽ Paris 6-Paris 7) et glucose isomŽrase (Ramagopal et al.,
2003) nous n'avons rŽussi ̂ obtenir des cristaux dans diffŽrentes conditions de cristallisation
qu'avec la glucose isomŽrase.

II.1.2. Cristallisation des protŽines

Toutes les protŽines ont ŽtŽ cristallisŽes par la mŽthode de la goutte suspendue.
Les cristaux dŽrivŽs ont ŽtŽs obtenus par trempage des cristaux natifs ou par cocristallisation.
Comme, dans le cas o• les cristaux dŽrivŽs pouvaient •tre obtenus avec les deux mŽthodes,
nous n'avons constatŽ aucune diffŽrence de fixation des complexes pour les dŽrivŽs
cocristallisŽs ou trempŽs, les cristaux dŽrivŽs ont ŽtŽ prŽparŽs, de prŽfŽrence, par
cocristallisation, limitant ainsi la manipulation des cristaux.

Obtention des dŽrivŽs par cocristallisation

Sauf mention contraire, la concentration du complexe est de 100!mM dans la goutte de
cristallisation ayant atteint son volume final. Le volume initial de solution, prŽlevŽe dans le
rŽservoir, est VR. On y ajoute un volume, VP, de la solution protŽique et un volume, VC, de la
solution de complexe, calculŽ pour obtenir la concentration de complexe, C, attendue dans la
goutte finale. La composition initiale de la goutte de cristallisation peut •tre, par exemple!:
VR!=!2,5!µL, VP!=!5µL et VC!=! 0,25µL de solution de complexe ̂ la concentration C0!=!1!M.
Le volume attendu de la goutte ̂ lÕŽquilibre est VR, et la concentration de complexe attendue
dans la goutte finale est C!=!VC!/!VR!! !C0!=!100!mM.
En observant la taille finale des gouttes au moment de rŽcupŽrer les cristaux, on s'aper•oit
cependant que le volume final de la goutte est le plus souvent largement supŽrieur ̂ VR, soit
parce que l'Žquilibre n'est pas encore atteint, soit parce que l'ajout du complexe et de la
protŽine dans la goutte influence l'Žquilibre. Ceci signifie que la concentration de complexe
finale est gŽnŽralement infŽrieure ˆ la concentration attendue.

Le complexe est introduit dans la goutte en ajoutant un petit volume de solution de complexe
ˆ la goutte formŽe par la solution de rŽservoir et solution protŽique ou, dans le cas des
protŽines lyophilisŽes, en dissolvant la protŽine dans une solution contenant le complexe.
Cette derni•re mŽthode est avantageuse si on veut travailler avec des concentrations de
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complexe ŽlevŽes ou, avec des complexes pour lesquels la concentration de la solution stock
est relativement faible, pour ne pas trop augmenter le volume de la goutte de cristallisation.

Obtention des dŽrivŽs par trempage

Sauf mention contraire, tous les trempages ont ŽtŽ faits en transfŽrant le cristal natif ˆ l'aide
d'une boucle dans la solution de trempage. La solution de trempage est de la liqueur-m•re
supplŽmentŽe par 100 mM de complexe et entre 1 et 5 mg/mL de protŽine. La durŽe de
trempage typique varie entre 10 min et 1!h, temps pendant lequel le cristal est observŽ, afin
d'arr•ter le trempage en cas de dŽgradation visible.

CongŽlation du cristal

Apr•s la durŽe de trempage souhaitŽe ou au moment o• les cristaux cocristallisŽs ont atteint la
taille souhaitŽe, le cristal dŽrivŽ est congelŽ. Sauf mention contraire, le cristal est transfŽrŽ
dans la solution cryprotectrice ̂ l'aide d'une boucle. Cette solution est composŽe de la liqueur-
m•re supplŽmentŽe de l'agent cryoprotecteur adaptŽ, ̂ la concentration nŽcessaire. Elle ne
contient pas de complexe. Le cristal est bri•vement trempŽ dans la solution cryoprotectrice. Il
est alors congelŽ, soit sous un flux d'azote gazeux ̂ 100K sur la t•te goniomŽtrique du
diffractom•tre, soit dans de l'azote liquide pour une utilisation ultŽrieure.
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II.1.3. Conditions de cristallisation des diffŽrentes protŽines

Urate oxydase d'Aspergillus flavus (295 acides aminŽs)
La protŽine nous est fournie par la sociŽtŽ Sanofi SynthŽlabo. La solution fournie est ̂  une
concentration de protŽine, CP, de 11,28!mg/mL contenant 0,28!mg/mL de 8-azaxanthine, un
inhibiteur de la protŽine, et 1,04!mg/mL d'EDTA. Elle est utilisŽe sans purification
supplŽmentaire. La protŽine aliquotŽe et congelŽe Žtant instable apr•s dŽcongŽlation, les
cristaux ne peuvent •tre prŽparŽs qu'avec la solution de protŽine fra”chement dŽcongelŽe.

La protŽine cristallise dans les conditions suivantes (conditions adaptŽes et modifiŽes d'apr•s
Vivar•s & BonnetŽ (2002) et BonnetŽ et al. (2001))!:

6-15% PEG 3350
75!mM tampon tris pH 8,5
CP!=!11,28!mg/mL
Composition des gouttes!: VP!=!4!µL, VR!=!2!µL ou VR!=!4!µL, VR!=!2,5!µL
La prŽparation et le stockage des bo”tes de cristallisation se font ˆ T!=!8¡C

Figure 2.1.1!: Cristaux d'urate oxydase. Taille des cristaux!: ~200-500!µm.

Agent cryoprotecteur!: 25-30% PEG400

Les cristaux dŽrivŽs sont obtenus par cocristallisation avec 100!mM de complexe. L'ajout de
certains complexes dans la goutte de cristallisation engendre une lŽg•re modification de la
solubilitŽ de la protŽine. Il est cependant suffisant de faire varier la concentration de l'agent
prŽcipitant pour obtenir les cristaux, ̂  l'exception du complexe Gd-DO3A qui, ˆ la
concentration de 100!mM, emp•che la formation de cristaux et pour lequel les cristaux dŽrivŽs
ont ŽtŽ obtenus avec une concentration de Gd-DO3A de 50!mM. Les cristaux dŽrivŽs obtenus
avec ce m•me complexe supportent assez mal le trempage dans la solution cryoprotectrice
habituelle.



33

Lysozyme de blanc d'Ïuf de poule (129 acides aminŽs)
La protŽine lyophilisŽe provient de Boehringer, lot n¡ 85438222-14 et elle est utilisŽe sans
purification supplŽmentaire.

La protŽine cristallise dans les conditions suivantes (Girard et al., 2002)!:

0,8-1,2 M NaCl
50!mM tampon acŽtate de sodium pH 4,5
CP!=!40!mg/mL
Composition des gouttes!: VP!=!3!µL, VR!=!3!µL
T!=!20¡C

Figure 2.1.2!: Cristaux de lysozyme. Taille des cristaux!: ~300-800!µm.

Agent cryoprotecteur!: 25-30% PEG400

Les cristaux dŽrivŽs sont obtenus par cocristallisation avec 100!mM de complexe. L'ajout de
complexe dans les gouttes de cristallisation peut provoquer une lŽg•re modification de la
solubilitŽ de la protŽine. Le composŽ Gd-DOTA-BOM semble assez fortement augmenter la
solubilitŽ de la protŽine et pour obtenir des cristaux il est nŽcessaire d'augmenter la
concentration de NaCl, auquel cas on obtient des cristaux peu nombreux et tr•s gros.

Thaumatine de Thaumatococcus daniellii (207 acides aminŽs)
La protŽine lyophilisŽe provient de Sigma (Cat. n¡!: T-7638, lot n¡!: 108F0299). Elle est
utilisŽe sans purification supplŽmentaire.

La protŽine cristallise dans les conditions suivantes (conditions adaptŽes d'apr•s Ko et al.
(1994) et Charron et al., (2004))!:

0,6-0,9!M tartrate double de Na-K
0!-!5% Žthyl•ne glycol
100!mM tampon ADA pH 6,6
CP!=!50!mg/mL
Composition des gouttes!: VP!=!6!µL, VR!=!4!µL
T!=!20¡C
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La concentration de protŽine indiquŽe CP correspond ̂ la quantitŽ de poudre lyophilisŽe
dissoute et non pas ˆ une concentration mesurŽe par densitŽ optique.

Figure 2.1.3!: Cristaux de thaumatine. Taille des cristaux!: ~200-800!µm.

Agent cryoprotecteur!: 25% Žthyl•ne glycol

Les cristaux dŽrivŽs sont obtenus par cocristallisation avec 100!mM de complexe. Seul l'ajout
de 100!mM de complexe Gd-DOTA-BOM emp•che la cristallisation, les cristaux dŽrivŽs de
ce complexe sont obtenus ˆ une concentration de complexe de 50!mM.

J'ai essayŽ d'obtenir des cristaux de thaumatine avec d'autres conditions de cristallisation
supposŽes mener ̂  diffŽrentes formes cristallines (Ko et al., 1994; Charron et al., 2004).
Aucun de mes essais de cristallisation n'a permis d'obtenir des cristaux.

Glucose isomŽrase (GI) de Streptomyces rubiginosus (388 acides aminŽs)
La protŽine est commercialisŽe par la sociŽtŽ Hampton research (n¡ de commande!: HR7-
102). Elle est fournie sous forme de suspension de microcristaux, la suspension contenant
6!mM Tris HCl pH!7,0
120!mg/mL sulfate d'ammonium (0,91!M)
1!mM sulfate de magnŽsium

PrŽparation de la solution protŽique (selon www.hamptonresearch.com/support/guides/7100G.pdf)
Afin d'enlever le sulfate d'ammonium de la solution commerciale et ainsi dissoudre les
microcristaux, la protŽine est dialysŽe contre un tampon contenant 6!mM Tris pH 7,0 et 1!mM
MgSO4. Apr•s dissolution compl•te des microcristaux, la solution protŽique est filtrŽe avec
des filtres de 0,2!µm. La concentration de la protŽine est dŽterminŽe par densitŽ optique ̂
~!30!mg/mL. La protŽine est ensuite aliquotŽe et congelŽe.

La protŽine forme un homotŽtram•re de 173 kDa et cristallise avec un monom•re par unitŽ
asymŽtrique dans les conditions suivantes (conditions adaptŽes d'apr•s Ramagopal et al.,
(2003))!:
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9-14% MPD
50!mM MgCl2
50!mM tampon tris pH7
CP ~ 30!mg/mL
Composition des gouttes!: VP!=!4!µL, VR!=!2!µL
T!=!20¡C

Figure 2.1.4!: Cristaux de GI obtenus en prŽsence de MPD. Taille des cristaux!: ~300!µm.

Agent cryoprotecteur!: 30% MPD

L'obtention des cristaux par cocristallisation a ŽtŽ possible pour la plupart des complexes.
Cependant, l'ajout des complexes Gd-DTPA et Gd-DO3A dans les gouttes de cristallisation
provoque la prŽcipitation de la protŽine et emp•che toute formation de cristaux. Il se trouve
que ce sont ces deux m•mes complexes, et seulement ces complexes, qui se lient fortement ̂
la protŽine.
Les dŽrivŽs de ces deux complexes ont donc ŽtŽ obtenus par trempage avec des concentrations
de complexe de 100!mM et une durŽe de trempage de 1 heure.

Cristallisation de la protŽine GI avec des conditions de cristallisation alternatives
(adaptŽes d'apr•s www.hamptonresearch.com/support/guides/7100G.pdf)!:
Les cristaux de glucose isomŽrase, classiquement obtenus avec du MPD comme agent
prŽcipitant, peuvent aussi •tre obtenus avec dÕautres agents prŽcipitants comme le PEG 3350
ou le sulfate dÕammonium. Les conditions de cristallisation sont indiquŽes ci-apr•s.

"condition PEG"!:

6-8% PEG 3350
40!mM MgCl2
50!mM tampon tris pH!7,0
CP ~ 30!mg/mL
T!=!20¡C

"condition sel"!:

1,1-1,6!M (NH4)2SO4

50!mM MgCl2
50!mM tampon tris pH!7,0
CP ~ 30!mg/mL
T!=!20¡C

Pour les cristaux obtenus avec les conditions alternatives, les dŽrivŽs ont ŽtŽ obtenus par
trempage avec des concentrations de complexe de 100!mM et une durŽe de trempage de
1!heure. Bien que je n'aie pas procŽdŽ ̂ des tests de cocristallisation, j'ai pu voir que dans la
"condition PEG", et contrairement aux conditions en MPD, la protŽine cristallise en prŽsence
du complexe Gd-DO3A!: il y a eu formation de cristaux dans la goutte de trempage.
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Pour trouver des conditions de cryoprotection adaptŽes aux cristaux obtenus avec les
conditions de cristallisation alternatives, j'ai procŽdŽ ̂ de nombreux tests de diffŽrents agents
cryoprotecteurs. Les meilleures conditions trouvŽes sont les suivantes!:
Agent cryoprotecteur pour la "condition PEG"!: 30% de glycŽrol
Agent cryoprotecteur pour la "condition sel"!: 40% de malonate de sodium
La cryoprotection et la congŽlation des cristaux obtenues dans les deux conditions alternatives
sont cependant dŽlicates, les cristaux n'Žtant pas stables dans les conditions cryoprotectrices
respectives trouvŽes. La cryoprotection des cristaux obtenus en prŽsence de sulfate
d'ammonium n'est possible que pour les cristaux de petite taille. Cette petite taille a fait que
nous n'avons pas pu acquŽrir des donnŽes sur le gŽnŽrateur de laboratoire, la diffraction des
cristaux y Žtant trop faible.

YGGV d'Escherichia coli (221 acides aminŽs)
Les cristaux natifs d'YGGV m'ont ŽtŽ fournis par Chantal Abergel (IGS, Marseille)
Conditions de cristallisation!:

33,3% - 38% (NH4)2SO4

0,1!M tampon Bicine pH!9,0
5% glycŽrol
T!=!20¡C

Figure 2.1.5!: Cristaux de YGGV. Taille des cristaux!: ~200!µm.

Cryoprotection!: la solution m•re est cryoprotectrice

Obtention des dŽrivŽs par trempage!: le complexe a ŽtŽ ajoutŽ ̂  la goutte m•re ˆ des
concentrations de 50 - 100!mM.
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Conditions de cristallisation des protŽines ŽtudiŽes en collaboration
Les sujets dŽcrits ci-dessous correspondent ˆ des collaborations avec d'autres Žquipes de
cristallographie biologique. Les cristaux dŽrivŽs ont ŽtŽ prŽparŽs par nos collaborateurs.

Collaboration avec Rafael Molina Monterrubio et Juan Hermoso, CSIC, Madrid

ProtŽine X
Obtention des dŽrivŽs Cocristallisation avec 100!mM ou 50!mM de tous les complexes

sauf Gd-HPSA-DO3A ou trempage dans 100!mM de complexe
pendant quelques dizaines de secondes

La structure de la protŽine n'Žtant pas encore publiŽe, les conditions de cristallisation et son
identitŽ sont pour le moment confidentielles.

Phosphorylcholine esterase Pce de Streptococcus pneumoniae (547 rŽsidus/ua) (Lagartera
et al., 2005)
Conditions de
cristallisation

17 % PEG 10000
0,1 M acŽtate d'ammonium
0,1 M tampon bis tris pH!=!5,5

Composition des gouttesVP!=!4!µL, VR!=!4!µL
+ 1!µL de 1,5!mM!N-dodecylphosphorylcholine

T 20¡C
Obtention des dŽrivŽs Trempage avec 100!mM de Gd-HPDO3A pendant quelques

dizaines de secondes

Collaboration avec Sandra Jeudy et Chantal Abergel, IGS, Marseille

YeaZ d'Escherichia coli (4!*!251 rŽsidus/ua) (Jeudy et al., 2005)
Conditions de
cristallisation

4-8%!(w/v)!PEG8000
0,2!M NaCl
10-20% glycŽrol
0,1!M tampon acŽtate de sodium, pH!4,7-5,5

Cp 17!mg/mL
Composition des gouttesVP!=!1!µL, VR!=!0,5!µL
T 20¡C
Obtention des dŽrivŽs Trempage avec 100!mM de Gd-DOTMA pendant 6!h

Collaboration avec StŽphanie Gras et Dominique Housset, LCCP, IBS, Grenoble

PACE12 native!: PABO0955 de Pyrococcus abyssi (262 rŽsidus/ua) (Gras et al., 2005)
Conditions de
cristallisation

15%(w/v) PEG 4000
3%(v/v) dioxane
0,1!M tampon dihydrate de citrate trisodique pH 5,6
20!mM DTT

Cp 7,8!mg/mL
Composition des gouttesVP!=!1!µL, VR!=!1!µL
T 18¡C
Obtention des dŽrivŽs Cocristallisation avec 100!mM de Gd-DTPA-BMA
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ProtŽines ŽtudiŽes par Eric Girard, SOLEIL, Paris (Girard, 2001)

Zn-" -lactamase de classe B de Pseudomonas aeruginosa (230 rŽsidus/ua)
C o n d i t i o n s  d e
cristallisation

30% PEG8000
100!mM tampon cacodylate de sodium pH 6,5
200!mM acŽtate de sodium

T 20¡C
Obtention des dŽrivŽs Trempage avec 100!mM de complexes et des durŽes de trempage

de Gd-DTPA-BMA!: # t!=!7!h, Gd-DO3A!: # t!=!17!h et Gd-
DOTMA!: #t!=!5!h

Catalase de Proteus mirabilis (484 rŽsidus/ua)
C o n d i t i o n s  d e
cristallisation

2,3-2,7 M sulfate d'ammonium
100!mM tampon tris malŽate pH 6,5

Cp 50!mg/mL
T 6¡C
Obtention des dŽrivŽs Trempage avec 100!mM de Gd-HPDO3A pendant moins de 10

min

OTCase 3630 chimŽrique (12*335 rŽsidus/ua)
C o n d i t i o n s  d e
cristallisation

2,2 M sulfate d'ammonium
100!mM tampon imidazole pH 7,8
1!mM DTT

Cp 12,5!mg/mL
T 20¡C
Obtention des dŽrivŽs Cocristallisation avec 100!mM Gd-HPDO3A

II.1.4. Obtention de cristaux dŽrivŽs ̂  une concentration de complexe de
300!mM

On s'attend ̂ ce que l'occupation des sites augmente avec la concentration de complexe
utilisŽe (Girard, 2001, Girard et al., 2002). Pour l'affinement de la structure des complexes
liŽs aux diffŽrentes protŽines, j'ai donc prŽparŽ des dŽrivŽs avec une concentration de
complexe de 300!mM, ce qui devrait mener ̂  des taux d'occupation des sites de fixation
ŽlevŽs. J'ai prŽparŽ des dŽrivŽs ̂ haute concentration de complexe pour les complexes qui
s'Žtaient assez fortement fixŽs lors de la prŽparation avec 100!mM pour les protŽines
lysozyme, urate oxydase et thaumatine. Les cristaux dŽrivŽs ont ŽtŽ prŽparŽs par
cocristallisation avec une concentration de complexe de 300!mM (sauf pour le cas du dŽrivŽ
de lysozyme et de Gd-DOTA-BOM pour lequel la prŽsence de complexe ̂  haute
concentration emp•che la cristallisation et pour lequel j'ai cocristallisŽ la protŽine en prŽsence
de 50!mM de Gd-DOTA-BOM). Vu la faible diminution de taille des gouttes de cristallisation
au cours du temps, la concentration finale de complexe dans les gouttes Žtait certainement
infŽrieure ̂ 150!mM. C'est pourquoi, dans un deuxi•me temps, j'ai trempŽ les cristaux obtenus
par cocristallisation comme dŽcrit ci-dessus dans des solutions de trempage contenant
300!mM du complexe correspondant pendant 45 min.
La prŽparation par cocristallisation ou par trempage des dŽrivŽs ̂ une concentration de
complexe aussi ŽlevŽe demande des efforts supplŽmentaires et est moins aisŽe que l'obtention
de dŽrivŽs avec 100!mM de complexe!: la concentration ŽlevŽe du complexe risque de
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modifier la solubilitŽ de la protŽine, le trempage risque d'•tre moins bien supportŽ et la
prŽparation des solutions de cocristallisation et de trempage, sans trop les diluer, est plus
difficile. Afin d'Žviter ces probl•mes, il reste recommandŽ de prŽparer les dŽrivŽs utilisŽs pour
le phasage avec des concentrations de complexe entre 50 et 100!mM, ce qui m•ne souvent ̂
des taux d'occupation anomaux suffisamment ŽlevŽs pour un bon phasage.

Figure 2.1.6!: Cristaux de lysozyme obtenus en prŽsence de 300!mM de diffŽrents complexes. Ë gauche!: Gd-
HPDO3A, au milieu!: Gd-DOTA, ˆ droite!: Gd-DO3A. On remarque l'influence de la prŽsence des diffŽrents

complexes sur la morphologie des cristaux. L'ajout du complexe m•ne ˆ des cristaux "arrondis" pour le
complexe Gd-DOTA et un aplatissement des cristaux pour le complexe Gd-DO3A. La taille des cristaux est de

150 ˆ 300 µm.

II.2. Acquisition et traitement des donnŽes de diffraction

II.2.1. Acquisition des donnŽes de diffraction

Pour la plupart des cristaux dŽrivŽs, des donnŽes de diffraction ont d'abord ŽtŽ enregistrŽes
avec le rayonnement K$ du cuivre des gŽnŽrateurs du laboratoire. Ces donnŽes prŽsentent
l'avantage de combiner une rŽsolution assez ŽlevŽe, allant jusqu'ˆ 1,64 •, lorsque la qualitŽ de
diffraction le permet, et une diffusion anomale ŽlevŽe du Gd avec un valeur de f" de 12!e-. Ces
donnŽes, d•s lors qu'elles sont enregistrŽes avec une redondance ŽlevŽe, permettent d'estimer
le taux de fixation des diffuseurs anomaux dans le cristal dŽrivŽ, ̂  partir de facteurs
statistiques de l'intŽgration des donnŽes et des cartes de Patterson anomales, et, le cas ŽchŽant,
de dŽterminer les sites de fixation et de phaser les donnŽes par la mŽthode SAD.
Les dŽrivŽs ne prŽsentant pas de fixation de complexe notable et dont le phasage SAD a
ŽchouŽ ne sont pas traitŽs en dŽtail par la suite.
Pour les dŽrivŽs o• les complexes se fixent de mani•re significative, des donnŽes
supplŽmentaires ont ŽtŽ enregistrŽes en utilisant du rayonnement synchrotron.
Gr‰ce ˆ son faisceau intense et gŽomŽtriquement bien dŽfini, le rayonnement synchrotron
permet d'obtenir des donnŽes ̂ une rŽsolution maximale, ce qui est important pour
l'affinement subsŽquent du mode de fixation. Nous avons enregistrŽ des donnŽes MAD pour
la majoritŽ des dŽrivŽs. En effet, nous voulions tester l'influence de l'information de phase
expŽrimentale sur l'affinement de la structure du complexe liŽ ̂  la protŽine. Cette information
de phase est prise en compte au cours de l'affinement sous forme des coefficients de
Hendrickson et Lattman (Hendrickson & Lattman, 1970) qui dŽcrivent la distribution de
probabilitŽ de phase avant modification de densitŽ. Pour le phasage SAD, cette distribution de
probabilitŽ de phases est bimodale et apporte moins d'information ̂  l'affinement que le
phasage avec la mŽthode MAD qui m•ne ̂  une distribution de probabilitŽ de phases sans cette
ambigu•tŽ. Les expŽriences de diffraction ont le plus souvent eu lieu sur la ligne de lumi•re
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BM30A (FIP) de l'ESRF ou exceptionnellement sur la ligne de lumi•re ID29. Les rŽsultats
prŽsentŽs par la suite sont le plus souvent issus de donnŽes enregistrŽes avec du rayonnement
synchrotron.

II.2.2. StratŽgie de l'acquisition des donnŽes

Les donnŽes ont ŽtŽ enregistrŽes avec une redondance ŽlevŽe pour obtenir des diffŽrences
anomales estimŽes avec une bonne prŽcision, car c'est sur elles que repose l'identification des
sites de fixation et le phasage. En vue de l'intŽgration des donnŽes avec le programme XDS
(Kabsch, 1993) (voir II.2.4. "traitement des donnŽes de diffraction") les donnŽes sont
enregistrŽes en faisant tourner le cristal par pas angulaire de 0,5¡. Sur la ligne BM30A, les
contraintes techniques font qu'ˆ la longueur d'onde du seuil de gadolinium (1,71!•) la
rŽsolution maximale des donnŽes n'est que des 2,7!•. Le phasage par SAD avec des donnŽes
enregistrŽes sur BM30A prŽsente donc l'inconvŽnient de ne pouvoir combiner des donnŽes ˆ
haute rŽsolution et un signal anomal ŽlevŽ. Comme, pour l'affinement des dŽrivŽs, la haute
rŽsolution des donnŽes apporte de l'information prŽcieuse, nous nous sommes placŽ ̂ des
longueurs d'onde courtes, au seuil K du Se (%= 0,98!•) ou du Br (%= 0,92!•), par exemple
(sur BM30A la rŽsolution maximale des donnŽes ˆ ces longueurs d'onde est de 1,54!• et de
1,45!• respectivement). Le coefficient de diffusion anomale du Gd ̂  ces longueurs d'onde est
f"!=!6!e-. Pour le phasage par la mŽthode MAD, nous avons enregistrŽ, en outre, des donnŽes
au maximum de f" du seuil d'absorption LIII  du gadolinium. Pour dŽterminer la longueur
d'onde exacte du pic d'absorption nous avons enregistrŽ un spectre de fluorescence autour du
seuil d'absorption en utilisant une goutte de solution de complexe ou un cristal dŽrivŽ
contenant du complexe de Gd. Les variations des facteurs f" et f' ont ŽtŽ dŽduites du spectre
de fluorescence ̂ l'aide du programme CHOOCH (Evans & Pettifer, 2001). Nous avons
changŽ de protocole pour des cristaux ne diffractant qu'ˆ relativement basse rŽsolution et pour
des donnŽes enregistrŽes sur la ligne de lumi•re ID29 o• la rŽsolution maximale des donnŽes
ˆ longue longueur d'onde est plus ŽlevŽe que sur BM30A, et nous avons enregistrŽ des
donnŽes SAD au maximum de f" mais aussi des donnŽes MAD avec trois longueurs d'onde
proche du seuil d'absorption. Sur les lignes de lumi•re utilisant un ŽlŽment d'insertion (ID)
nous avons fortement attŽnuŽ le faisceau, pour Žviter les dŽg‰ts d'irradiation tout en
enregistrant des donnŽes avec une redondance ŽlevŽe.

II.2.3. Utilisation du robot de montage de cristaux sur BM30A

Depuis 2004, pour les expŽriences sur la ligne BM30A, nous avons systŽmatiquement utilisŽ
le robot de montage automatique des cristaux congelŽs (Ohana et al., 2004). Les avantages
sont la facilitŽ et la sžretŽ du montage des Žchantillons et de leur rŽcupŽration, rŽsultant en un
gain de temps d'expŽrience, car il n'est plus nŽcessaire de rentrer dans la cabane d'expŽrience
pour changer l'Žchantillon. De cette mani•re, il est aisŽ de tester la qualitŽ de diffraction de
tous les cristaux congelŽs avec quelques clichŽs de diffraction et d'en retenir le meilleur. Un
gain de temps considŽrable supplŽmentaire vient du changement de stratŽgie d'acquisition de
donnŽes qui dŽcoule de l'utilisation du robot. Lorsqu'on on prŽvoit des acquisitions de
donnŽes avec diffŽrents dŽrivŽs et que l'on doit enregistrer des donnŽes ˆ une courte longueur
d'onde et au seuil d'absorption du Gd, plut™t que de garder un Žchantillon montŽ et de changer
plusieurs fois la longueur d'onde on va, puisqu'on peut changer facilement d'Žchantillon,
enregistrer d'abord des donnŽes avec tous les dŽrivŽs ̂ la m•me longueur d'onde avant de
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passer ̂ une autre longueur d'onde. On minimise ainsi les changements de longueur d'onde,
qui sont assez longs et souvent source de pannes, pouvant conduire ˆ la perte du faisceau.

II.2.4. Traitement des donnŽes de diffraction

Les intensitŽs diffractŽes sont intŽgrŽes avec le programme XDS (Kabsch, 1993)*. Ce
programme permet une intŽgration particuli•rement prŽcise, car le profil des taches de
diffraction est dŽduit des donnŽes expŽrimentales et ce, avec d'autant plus de prŽcision, que le
dŽcoupage angulaire de la rotation du cristal est fin. C'est pourquoi nous travaillons avec des
pas angulaires de 0,5¡. Pour obtenir une intŽgration des donnŽes optimales nous avons
appliquŽ un protocole d'intŽgration des donnŽes qui proc•de en deux passes!: affinement des
param•tres cristallins et expŽrimentaux et dŽtermination du profil des taches ̂ partir du jeu de
donnŽes entier, avant d'intŽgrer ̂ nouveau les intensitŽs en prenant comme valeurs de dŽpart
les param•tres affinŽs auparavant.
Les intensitŽs intŽgrŽes sont mises ̂ l'Žchelle avec le programme SCALA de la suite CCP4
(Collaborative Computational Project, 1994).
(* Ë l'exception des donnŽes du dŽrivŽ urate oxydase + Gd-DO3A qui ont ŽtŽ traitŽes avec DENZO
(Otwinowski & Minor, 1997))

II.2.5. Conditions d'enregistrement et statistiques d'intŽgration de donnŽes
pour les diffŽrents dŽrivŽs

Un rŽsumŽ des conditions d'enregistrement et des statistiques d'intŽgration pour les diffŽrents
dŽrivŽs, classŽs selon les diffŽrentes protŽines, est donnŽ dans les tableaux suivants. Les
procŽdures de phasage et les affinements dŽcrits par la suite reposent sur ces donnŽes.

Les indicateurs statistiques sont calculŽs par SCALA (CCP4)!:
I/&!: Rapport signal sur bruit
Les indicateurs Rfac et Rano sont dŽfinis dans la partie abrŽviations du dŽbut du document
L'indicateur <I/&> est calculŽ par TRUNCATE (CCP4). Il correspond ̂ la valeur de I/&
moyennŽe sur les rŽflexions Žquivalentes et prend en compte la redondance des donnŽes. Pour
<I/&>, la largeur de la derni•re tranche de rŽsolution est de 0,01 •.



42

Lysozyme Gd-DOTA-BOM
300!mM

Gd-DO3A
300!mM

Gd-HPDO3A
300!mM

Gd-DOTA
300!mM

Groupe
d'espace

P43212 P43212 P43212 P43212

Param•tres de
maille [•]

a!=!b!=!77,8;
c!=!37,4

a!=!b!=!77,3!;
c!=!37,3

a!=!b!=!77,1!;
c!=!38,3

a!=!b!=!77,2!;
c!=!38,4

% [•] 0,98 0,98 0,98 0,98 1,54
Source de RX FIP FIP FIP FIP labo.
RŽsolution [•] 1,53

(1,53-1,62)
1,54
(1,54-1,62)

1,53
(1,53-1,62)

1,54
(1,54-1,62)

1,64
(1,64-1,73)

I/& 5,4 (1,1) 6,6 (2,1) 6,3 (5,9) 8,3 (3,6) 6,7 (3,5)
<I/&> 25,8 (3,0) 31,0 (3,8) 37,7 (8,0) 50,9 (7,1) 40,1 (12,3)
Redondance 12,4 (6,4) 12,5 (6,8) 12,7 (6,4) 12,7 (6,6) 11,9 (9,2)
Rfac 0,068 (0,387) 0,061 (0,26) 0,057 (0,079) 0,040

(0,15)
0,055
(0,086)

Rano 0,034 (0,138) 0,039 (0,13) 0,050 (0,076) 0,035
(0,098)

0,062
(0,096)

Domaine
angulaire

180¡ 180¡ 180¡ 180¡ 180¡

Urate oxydase Gd-DOTMA
300!mM

Gd-DTPA-BMA
300!mM

Gd-DO3A
100!mM (denzo)

Groupe d'espace I222 I222 I222
Param• t res  de
maille [•]

a !=!79,1 b!=!95,0
c!=!104,2

a!=!79,6 b!=!95,0
c!=!104,3

a!=!80,4 b!=!95,5
c!=!104,6

% [•] 0,98 1,711 0,92 1,711 0,98
Source de RX ID29 ID29 FIP FIP FIP
RŽsolution [•] 1,34

(1,34-1,41)
2,16
(2,16-2,28)

1,45
(1,45-1,53)

2,70
(2,70-2,84)

1,45
(1,45-1,53)

I/& 9,1 (2,2) 7,4 (1,8) 9,1 (4,2) 13,9 (11,6) 10,7 (2,9)
<I/&> 24,3 (2,8) 21,8 (2,2) 30,6 (5,9) 35,0 (15,0) 31,2 (2,1)
Redondance 6,6 (4,0) 6,5 (4,0) 6,8 (3,8) 6,2 (3,6) 6,2 (4,2)
Rfac 0,051

(0,32)
0,090
(0,37)

0,040
(0,13)

0,037
(0,051)

0,039 (0,19)

Rano 0,037
(0,23)

0,098
(0,24)

0,044
(0,097)

0,110
(0,148)

0,023 (0,13)

Domaine angulaire 180¡ 180¡ 180¡ 180¡ 180¡ par pas de 1¡
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Thaumatine Gd-DOTA 300!mM Gd-DOTA-BOM 300!mM
Groupe d'espaceP41212 P41212
Param•tres de
maille [•]

a!=!b!=!58,0 c!=!150,8 a!=!b!=!57,8 c!=!150,5

% [•] 0,92 1,711 0,92 1,711
Source de RX FIP FIP FIP FIP
RŽsolution [•] 1,45

(1,45-1,53)
2,69
(2,69-2,83)

1,45
(1,45-1,53)

2,69
(2,69-2,84)

I/& 6,7 (1,8) 17,4 (10,0) 6,8 (2,6) 8,1 (6,3)
<I/&> 33,4 (4,0) 37,3 (18,6) 32,9 (3,8) 32,3 (9,1)
Redondance 12,6 (6,7) 5,4 (3,2) 13,0 (7,0) 12,2 (6,8)
Rfac 0,056 (0,24) 0,030 (0,056) 0,053 (0,24) 0,066 (0,096)
Rano 0,019 (0,079) 0,054 (0,066) 0,029 (0,11) 0,096 (0,013)
Domaine
angulaire

180¡ 80¡ 180¡ 180¡

Thaumatine Gd-DTPA-BMA
300!mM

Gd-DTPA
300!mM

Gd-HPDO3A
100!mM

Groupe d'espace P41212 P41212 P41212
Param•tres de maille
[•]

a!=!b!=!57,9 c!=!150,4 a!=!b!=!57,9 c!=!150,1 a!=!b!=!57,9
c!=!150,5

% [•] 0,92 1,711 0,92 1,711 1,54
Source de RX FIP FIP FIP FIP labo.
RŽsolution [•] 1,45

(1,45-1,53)
2,66
(2,66-2,81)

1,45
(1,45-1,53)

2,67
(2,67-2,82)

1,55
(1,55-1,63)

I/& 9,0 (3,5) 11,4 (9,6) 10,3 (5,9) 14,8 (11,3) 9,2 (8,1)
<I/&> 44,9 (7,8) 45,2 (18,0) 49,7 (11,0) 57,9 (21,3) 57,9 (18,6)
Redondance 13,0 (7,2) 12,0 (6,3) 12,8 (6,9) 11,6 (6,0) 16,3 (13,9)
Rfac 0,040

(0,15)
0,043
(0,063)

0,037
(0,097)

0,032
(0,052)

0,039 (0,092)

Rano 0,021
(0,053)

0,058
(0,072)

0,025
(0,042)

0,049
(0,062)

0,024 (0,037)

Domaine angulaire 180¡ 180¡ 180¡ 180¡ 217¡
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ProtŽine X Gd-HPDO3A
100!mM

Gd-DOTA-BOM
100!mM

Gd-DTPA
100!mM

Groupe d'espace P21212 P21212 P21212
Param•tres de maille
[•]

a!=!48,4 b!=!113,4
c!=!75,1

a!=!49,1 b!=!114,7
c!=!75,9

a!=!48,4 b!=!113,5
c!=!75,4

% [•] 1,711 1,711 1,07 1,711
Source de RX ID29 ID29 ID29 ID23-1
RŽsolution [•] 2,17

(2,17-2,29)
2,17
(2,17-2,29)

1,40
(1,40-1,47)

2,03
(2,03-2,14)

I/& 11,5 (6,5) 10,7 (4,6) 7,3 (1,1) 4,3 (2,4)
<I/&> 28,4 (8,3) 25,4 (3,8) 20,1 (1,3) 14,8 (3,2)
Redondance 6,3 (4,5) 5,7 (2,8) 6,6 (4,7) 6,9 (5,9)
Rfac 0,043 (0,11) 0,048

(0,11)
0,057
(0,67)

0,098 (0,26)

Rano 0,102 (0,14) 0,065
(0,12)

0,039
(0,45)

0,109 (0,16)

Domaine angulaire 180¡ 180¡ 180¡ 180¡

ProtŽine X Gd-DOTMA
100!mM

Gd-DTPA-BMA
100!mM

Gd-DO3A
100!mM

Groupe d'espace P21212 P21212 P21212
Param•tres de maille
[•]

a!=!49,2 b!=!115,1
c!=!75,9

a!=!48,7 b!=!114,0
c!=!76,3

a!=!49,3 b!=!115,7
c!=!76,7

% [•] 1,711 1,711 1,711
Source de RX ID29 ID23-1 ID29
RŽsolution [•] 2,17

(2,17-2,29)
2,98
(2,98-3,14)

2,17
(2,17-2,29)

I/& 10,9 (4,7) 7,2 (2,6) 7,2 (2,2)
<I/&> 25,7 (6,2) 19,8 (3,7) 20,5 (2,6)
Redondance 6,4 (4,4) 6,5 (5,1) 3,7 (2,7)
Rfac 0,053 (0,15) 0,081 (0,24) 0,068 (0,27)
Rano 0,051 (0,102) 0,051 (0,087) 0,0109 (0,20)
Domaine angulaire 180¡ 180¡ 100¡
Nb sites 1 3 6
H a u t e u r  s i t e s
Fourier_ano [&]

59 22!; 21!; 11 46!; 39!; 29!; 17!; 16!;
15
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Glucose isomŽrase Gd-DO3A 100!mM Gd-DTPA 100!mM
Groupe d'espace I222 I222
Param•tres de maille [•] a!=!93,0 b!=!98,3 c!=!102,6 a!=!93,0 b!=!98,2 c!=!102,6
% [•] 0,92 1,711 0,92 1,711
Source de RX FIP FIP FIP FIP
RŽsolution [•] 1,44 (1,44-

1,52)
2,69
(2,69-2,83)

1,45
(1,45-1,53)

2,68
(2,68-2,83)

I/& 10,3 (1,4) 17,1 (6,5) 8,3 (1,5) 15,4 (8,1)
<I/&> 35,6 (4,9) 39,2 (8,3) 33,4 (3,8) 41,8 (10,8)
Redondance 6,8 (3,5) 6,5 (3,5) 6,9 (4,2) 6,6 (4,1)
Rfac 0,036 (0,29) 0,034 (0,088) 0,043 (0,29) 0,034 (0,072)
Rano 0,027 (0,13) 0,082 (0,102) 0,024 (0,112) 0,039 (0,060)
Domaine angulaire 180¡ 180¡ 180¡ 180¡

Glucose isomŽrase Gd-DOTA-BOM
100!mM

Gd-DOTMA
100!mM

Gd-DTPA-BMA
100!mM

Groupe d'espace I222 I222 I222
Param•tres de maille
[•]

a!=!92,7 b!=!98,3
c!=!102,3

a!=!92,7 b!=!98,0
c!=!102,6

a!=!92,7 b!=!97,9
c!=!102,6

% [•] 0,92 1,711 0,92 1,711 1,54
Source de RX FIP FIP FIP FIP labo.
RŽsolution [•] 1,43

(1,43-1,51)
2,68
(2,68-2,82)

1,44 (1,44-
1,51)

2,68
(2,68-2,82

1,75
(1,75-1,84)

I/& 13,0 (1,1) 21,0 (8,0) 9,2 (1,4) 12,2 (5,6) 7,8 (4,0)
<I/&> 30,1 (5,4) 44,3 (10,2) 23,8 (3,7) 25,2 (6,0) 20,1 (7,2)
Redondance 4,7 (2,6) 6,6 (3,7) 6,8 (3,5) 5,3 (3,0) 7,3 (6,1)
Rfac 0,031

(0,33)
0,030
(0,078)

0,050
(0,31)

0,047
(0,11)

0,059 (0,16)

Rano 0,024
(0,20)

0,033
(0,056)

0,023
(0,18)

0,038
(0,092)

0,022 (0,082)

Domaine angulaire 180¡ 180¡ 180¡ 145¡ 204¡

YGGV Gd-DO3A 100!mM
Groupe d'espace P43212
Param•tres de maille [•] a!=!b!=!78,7

c!=!77,2
% [•] pic

1,711
infl1
1,712

infl2
1,711

Source de RX FIP FIP FIP
RŽsolution [•] 2,68

(2,68-2,82)
2,68
(2,68-2,83)

2,68
(2,68-2,82)

I/& 8,9 (1,4) 10,4 (1,6) 10,4 (1,6)
<I/&> 26,2 (12,6) 19,5 (10,8) 19,3 (10,6)
Redondance 12,2 (5,3) 6,2 (3,4) 6,2 (3,3)
Rfac 0,066 (0,47) 0,050 (0,31) 0,051 (0,29)
Rano 0,106 (0,24) 0,063 (0,28) 0,065 (0,23)
Domaine angulaire 180¡ 90¡ 90¡
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YGGV Gd-DOTA-BOM 100!mM Gd-DOTMA100!mM
Groupe d'espace P43212 P43212
Param•tres de maille [•] a!=!b!=!79,7 c!=!78,23 a!=!b!=!79,7 c!=!78,3
% [•] pic

1,712
infl1
1,712

infl2
1,711

pic
1,712

infl1
1,712

Source de RX FIP FIP FIP FIP FIP
RŽsolution [•] 2,68

(2,68-2,82)
2,68
(2,68-2,82)

2,68
(2,68-2,82)

2,69
(2,69-2,84)

2,70
(2,70-2,84)

I/& 7,7 (1,7) 11,2 (3,4) 11,1 (3,2) 8,1 (5,5) 9,7 (7,1)
<I/&> 21,1 (10,2) 28,5 (13,6) 27,2 (13,5) 23,6 (8,2) 23,1 (9,5)
Redondance 8,1 (3,7) 6,2 (3,2) 6,2 (3,2) 8,3 (4,7) 5,8 (3,3)
Rfac 0,061

(0,24)
0,037
(0,14)

0,039
(0,15)

0,061 (0,12) 0,053
(0,086)

Rano 0,073
(0,16)

0,040
(0,11)

0,047
(0,13)

0,079 (0,12) 0,042
(0,062)

Domaine angulaire 120¡ 90¡ 90¡ 120¡ 82,5¡

YEAZ Gd-DOTMA 100!mM
Groupe d'espace P212121

Param•tres de maille [•] a!=!76,3!b!=!97,6!c!=!141,9
% [•] 1,711 0,98
Source de RX FIP FIP
RŽsolution [•] 2,70 2,28
I/& 13,6 (6,9) 9,3 (1,7)
Redondance 4,7 (1,3) 5,0 (2,6)
Rfac 0,034

(0,096)
0,054 (0,23)

Rano 0,043
(0,094)

0,028 (0,13)

II.3. Obtention des phases expŽrimentales

II.3.1. Estimation de la fixation et dŽtermination des sites de fixation

On peut estimer l'Žventuelle fixation des diffuseurs anomaux dans un cristal dŽrivŽ d•s les
premi•res Žtapes d'intŽgration et de mise ̂  l'Žchelle des donnŽes de diffraction, ̂  partir des
intensitŽs intŽgrŽes et des mises ̂ l'Žchelle de donnŽes d'un jeu essentiellement complet. Nous
avons utilisŽ les programmes XDS et SCALA qui calculent des indicateurs permettant
d'estimer si le signal anomal est significatif devant l'imprŽcision des mesures (&norm/&ano et
Rano, voir la partie abrŽviations). L'inspection de la carte de Patterson anomale (Patterson,
1935) (voir Annexe I) permet d'estimer le nombre des sites de fixation et leur taux
d'occupation. Au cours de l'acquisition des donnŽes ces indicateurs aideront ̂  juger du
pouvoir de phasage du dŽrivŽ et ˆ dŽcider de la suite des enregistrements.
Pour des donnŽes avec un signal anomal suffisant, des programmes basŽs sur les mŽthodes
directes ou les mŽthodes de Patterson permettent de dŽterminer les sites de fixation. Nous
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avons utilisŽ les programmes SHELXD (Schneider & Sheldrick, 2002; Sheldrick, 1998) et
SnB (Weeks & Miller, 1999)).
En vue de l'affinement subsŽquent pour des protŽines de structure connue nous avons calculŽ
les coordonnŽes des diffuseurs anomaux par synth•se de Fourier anomale afin que les sites
soient placŽs dans la maille avec la m•me origine que le mod•le de la protŽine utilisŽ pour
l'affinement. Ë cet effet, le mod•le initial de protŽine est replacŽ dans la maille ̂  partir des
donnŽes expŽrimentales en effectuant un affinement de corps rigide, le mod•le rŽsultant
servant de mod•le pour calculer les phases de la synth•se de Fourier.

II.3.2. DŽtermination des phases

En utilisant la position des diffuseurs anomaux maintenant connue, les phases sont calculŽes
par la mŽthode MAD ou SAD ˆ l'aide du programme SHARP (de La Fortelle & Bricogne,
1997; Bricogne et al., 2003). Le programme utilise la mŽthode du maximum de
vraisemblance (maximum likelihood) appliquŽe ̂ la distribution de probabilitŽ des facteurs de
structure. Celle-ci est exprimŽe comme fonction implicite des param•tres qui sont affinŽs. Les
param•tres des atomes lourds qui sont affinŽs sont leurs coordonnŽes, leur facteur d'agitation
thermique (isotrope dans un premier temps, anisotrope pour des sites fortement occupŽs dans
un deuxi•me temps) et leur occupation. Nous choisissons de ne pas affiner les parties rŽelles
et imaginaires du facteur de diffusion atomique, mais nous introduisons les valeurs
expŽrimentales dŽduites du spectre de fluorescence ou les valeurs tabulŽes pour les longueurs
d'onde hors seuil. D'autres param•tres globaux affinŽs sont des facteurs d'Žchelle et le dŽfaut
dÕisomorphisme (l.o.i.!: lack of isomorphism), param•tre qui tient compte des erreurs de
modŽlisation, en particulier celle provenant du mod•le d'atomes lourds.
Le programme SHARP permet l'analyse de cartes rŽsiduelles obtenues apr•s phasage afin de
dŽtecter d'Žventuels sites anomaux supplŽmentaires et de mettre en Žvidence l'anisotropie des
sites affinŽs. Il donne une estimation de la fiabilitŽ des valeurs de f' et f" utilisŽes.
Les phases calculŽes par SHARP sont amŽliorŽes par nivellement de solvant et
correspondance d'histogramme avec les programmes SOLOMON (Abrahams, 1997) et DM
(Cowtan & Main, 1996) accessibles directement depuis l'interface de SHARP. La valeur de la
proportion de solvant utilisŽe est estimŽe par le programme TRUNCATE (CCP4).

II.3.3. ProcŽdŽ de phasage des donnŽes obtenues sur BM30A

Typiquement, nous avons entrepris le phasage avec deux jeux de donnŽes du m•me dŽrivŽ!:
un jeu ̂  haute rŽsolution (~1,5 •) avec un signal anomal relativement faible (f"!~!6!e-) et un
jeu ̂  basse rŽsolution (~2,7 •) enregistrŽ au maximum de f" (f"!~!28!e-). Nous n'avons pas
mis ˆ l'Žchelle les deux jeux avant leur utilisation par le programme SHARP, qui effectue
cette mise ̂  l'Žchelle. Avec de telles donnŽes, pourvu qu'elles proviennent d'un dŽrivŽ
adŽquat, on obtient gŽnŽralement des bonnes phases expŽrimentales jusqu'ˆ 2,7 • de
rŽsolution. Pour la haute rŽsolution, o• le phasage (SAD) repose sur des diffŽrences anomales
relativement faibles, les valeurs des facteurs de qualitŽ (FOM, voir abrŽviations pour la
dŽfinition) sont relativement basses, indiquant l'imprŽcision des phases ̂ cette rŽsolution.
L'Žtape de modification de densitŽ permet l'extension des phases expŽrimentales ˆ haute
rŽsolution. Apr•s nivellement de solvant, les valeurs de FOM sont ŽlevŽes dans toutes les
gammes de rŽsolution, tŽmoignant de la bonne qualitŽ des phases. Le tableau 2.3.1 montre les
valeurs du facteur de qualitŽ en fonction de la rŽsolution pour le dŽrivŽ de la thaumatine avec
le Gd-DOTA-BOM, pour lequel le phasage a ŽtŽ effectuŽ selon les conditions dŽcrites ci-
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dessus. On remarque la variation brusque autour de 2,7 • du facteur de qualitŽ avant
aplatissement de solvant pour les rŽflexions gŽnŽrales et ̂  phase contrainte. Les valeurs tr•s
ŽlevŽes du facteur de qualitŽ apr•s aplatissement de solvant, pour toute la gamme de
rŽsolution, tŽmoignent de l'efficacitŽ du nivellement de solvant et de l'extension des phases.

Dmin Dmax FOMacen FOMcen
40.87 6.41 0.86906 0.60719
6.41 4.56 0.82563 0.52655
4.56 3.73 0.78766 0.50793
3.73 3.23 0.78263 0.46814
3.23 2.89 0.79107 0.46924
2.89 2.64 0.71328 0.39773
2.64 2.45 0.54838 0.14333
2.45 2.29 0.52836 0.13979
2.29 2.16 0.50771 0.12580
2.16 2.05 0.48754 0.13804
2.05 1.95 0.46776 0.13695
1.95 1.87 0.45226 0.13653
1.87 1.80 0.43228 0.14412
1.80 1.73 0.40998 0.14089
1.73 1.67 0.37179 0.14667
1.67 1.62 0.34329 0.14235
1.62 1.57 0.31792 0.15528
1.57 1.53 0.29974 0.14728
1.53 1.49 0.24998 0.13686
1.49 1.45 0.18886 0.12027
OVERALL 0.44604 0.24266

RMIN RMAX MEAN
FOM
(obs.)

MEAN
FOM
(calc)

MEAN
FOM
(comb)

MEAN
DPHI
|obs-cal|

MEAN
DPHI
|obs-com|

MEAN
DPHI
|cal-com|

100.00 6.99 0.772 0.000 0.757 63.6 32.8 58.1
6.99 5.30 0.748 0.777 0.888 48.0 39.6 24.5
5.30 4.44 0.729 0.883 0.921 41.6 37.1 13.2
4.44 3.90 0.724 0.888 0.931 42.2 38.6 12.6
3.90 3.51 0.734 0.862 0.927 44.3 35.9 15.8
3.51 3.23 0.727 0.871 0.923 43.9 36.7 15.6
3.23 3.00 0.740 0.867 0.924 41.5 35.5 15.5
3.00 2.81 0.756 0.863 0.920 41.0 33.4 16.3
2.81 2.66 0.652 0.870 0.910 49.4 43.6 13.4
2.66 2.53 0.489 0.886 0.909 56.2 52.6 8.3
2.53 2.41 0.483 0.892 0.909 53.4 50.6 7.1
2.41 2.31 0.472 0.893 0.909 56.2 53.2 6.9
2.31 2.23 0.459 0.899 0.913 56.4 53.3 6.5
2.23 2.15 0.453 0.905 0.919 56.7 53.8 5.9
2.15 2.08 0.443 0.907 0.916 55.1 52.9 5.3
2.08 2.01 0.428 0.897 0.908 55.5 52.8 5.4
2.01 1.95 0.427 0.903 0.911 59.4 57.1 4.9
1.95 1.90 0.414 0.889 0.897 58.0 55.6 5.5
1.90 1.85 0.396 0.880 0.891 57.9 55.6 5.4
1.85 1.80 0.394 0.883 0.893 58.7 56.5 5.0
1.80 1.76 0.393 0.882 0.888 59.0 57.3 4.9
1.76 1.72 0.365 0.882 0.887 59.9 57.8 4.8
1.72 1.68 0.335 0.849 0.854 60.6 58.8 5.7
1.68 1.65 0.335 0.861 0.866 63.3 61.8 5.3
1.65 1.61 0.309 0.859 0.863 65.5 64.4 4.6
1.61 1.58 0.304 0.847 0.851 64.1 62.9 4.7
1.58 1.55 0.290 0.840 0.842 68.1 66.6 4.6
1.55 1.53 0.279 0.829 0.831 67.3 66.2 5.2
1.53 1.50 0.246 0.753 0.758 70.8 69.3 8.4

Tableau 2.3.1!: Facteurs de qualitŽ pour le phasage du dŽrivŽ de la thaumatine avec Gd-DOTA-BOM en fonction
de la rŽsolution. Ë gauche!: Les valeurs des facteurs de qualitŽ des rŽflexions gŽnŽrales (FOMacen) et des
rŽflexions ˆ phase contrainte (FOMcen) du phasage par le programme SHARP. On remarque la brusque

variation autour d'une rŽsolution de 2,7 • et des valeurs de FOM relativement basses pour la haute rŽsolution. Ë
droite!: Tableau des facteurs de qualitŽ apr•s amŽlioration (et extension) des phases avec le programme DM. On
remarque le saut autour de 2,7 • pour le facteur de qualitŽ moyen avant nivellement de solvant, alors quÕapr•s

DM les facteurs de qualitŽ sont tr•s ŽlevŽs pour la haute et la basse rŽsolution.

II.3.4. ƒvaluation du succ•s du phasage

Le facteur de qualitŽ donne une premi•re indication de la qualitŽ du phasage, mais un crit•re
plus dŽcisif est l'interprŽtabilitŽ de la carte de densitŽ Žlectronique expŽrimentale (Ramagopal
et al., 2003). La qualitŽ de la carte est dŽterminŽe par inspection visuelle ou en essayant de
construire automatiquement le mod•le de la protŽine, en utilisant, par exemple, les
programmes ARP/wARP (Lamzin et al., 2001) ou RESOLVE (Terwilliger, 2002).
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II.3.5. RŽsultats de phasage avec les diffŽrents dŽrivŽs

Les statistiques de dŽtermination des phases avec le programme SHARP et de modification de
densitŽ avec les programmes SOLOMON et DM, obtenues pour les diffŽrents dŽrivŽs, sont
rŽsumŽes dans les tableaux ci-dessous.
Sauf mention contraire!:

¥ Le nombre de cycles d'amŽlioration des phases effectuŽs par le programme DM est de
20.

¥ La longueur d'onde 1,71 • correspond au maximum de f" au seuil d'absorption du
gadolinium.

- FOM, FOMshasol, FOMdm!: valeurs respectives du facteur de qualitŽ calculŽes par le
programme SHARP pour les phases initiales, pour les phases apr•s modification de densitŽ
par SOLOMON et pour les phases apr•s DM.
- FOM (2,7) dŽsigne la valeur du facteur de qualitŽ des rŽflexions gŽnŽrales, calculŽe par
SHARP pour la gamme de rŽsolution jusqu'ˆ 2,7 •, qui correspond ̂ la limite de rŽsolution
pour des donnŽes enregistrŽes au seuil sur BM30A. Il en va de m•me pour FOM (2,2) associŽ
ˆ la ligne ID29.
- Qsha et Bsha dŽsignent le taux d'occupation et le facteur d'agitation thermique des atomes
lourds affinŽs par SHARP. La mise ̂  une Žchelle absolue des donnŽes dŽpend de leur
rŽsolution. Pour des donnŽes ˆ basse rŽsolution, les valeurs affinŽes des occupations anomales
n'ont pas de signification physique absolue (Bricogne et al., 2003).
- Rlibre!: facteur rŽsiduel dans l'espace direct calculŽ par DM (voir abrŽviations).
- pic, infl1, infl2  dŽsignent les longueurs d'onde du seuil d'absorption correspondant au
maximum de f", au minimum de f' et ˆ une troisi•me longueur d'onde, plus courte.

Lysozyme Gd-DOTA-BOM
300!mM

Gd-DO3A
300!mM

Gd-HPDO3A
300!mM

Gd-DOTA
300!mM

MŽthode SAD SAD SAD MAD
% [•] 0,98 0,98 0,98 0,98; 1,54
Source de RX FIP FIP FIP FIP; labo
RŽsolution [•] 55,1-1,53 54,6-1,54 54,5- 1,53 54,6- 1,54
Nb sites 1 4 2 2
Qsha 0,78 0,75; 1,02; 0,35;

0,16
1,06; 0,85 0,82; 0,52

Bsha [• 2] 27 27; 45; 23; 15 15; 12 16; 14
FOM 0,246 0,303 0,581 0,579
FOM (2,7) 0,697
FOMshasol 0,749 0,754 0,906 0,884
FOMdm 0,710 0,698 0,648 0,773
Rlibre (nb cycles
dm)

0,216 (2) 0,180 (3)
0,185 (2)

0,138(1) 0,172 (3)
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Urate oxydase Gd-DOTMA
300!mM

Gd-DTPA-BMA
300!mM

Gd-DO3A
100!mM

MŽthode MAD MAD SAD
%[•] 0,98; 1,71 0,92; 1,71 0,98
Source de RX ID29 FIP FIP
RŽsolution [•] 70,2 - 1,34 70,2 - 1,45 70,5 - 1,45
Nb sites 1 3 3
Qsha 1,08; 0,31; 0,22 0,87; 0,66; 0,82 0,03; 0,02; 0,17
Bsha [• 2] 25; 30; 30 14; 15; 14 30; 30; 30
FOM 0,232 0,526 0,071
FOM (2,7) 0,565 0,668
FOMshasol 0,855 0,915 0,767
FOMdm 0,873 0,838 0,667
Rlibre (nb cycles dm) 0,207 (3) 0,174 (3)) 0,203 (2)

Thaumatine Gd-DOTA
300!mM

Gd-DOTA-BOM
300!mM

Gd-DTPA-BMA
300!mM

Gd-DTPA
300!mM

Gd-HPDO3A
100!mM

MŽthode MAD MAD MAD MAD SAD
% [•] 0,92

1,71
0,92
1,71

0,92
1,71

0,92
1,71

1,54

Source de RXFIP FIP FIP FIP labo
RŽsolution
[•]

54,2 - 1,45 53,9 - 1,45 54,1 - 1,45 54,0- 1,45 54,2 - 1,55

Nb sites 1 2 1 1 3
Qsha 0,61 0,93; 0,48 0,70 0,48 0,15; 0,29 ;

0,14
Bsha [• 2] 29 22; 17 28 16 15!; 30!; 23
FOM 0,260 0,420 0,353 0,319 0,210
FOM (2,7) 0,491 0,713 0,567 0,506
FOMshasol 0,876 0,912 0,899 0,913 0,875
FOMdm 0,916 0,882 0,891 0,894 0,825
Nb cycles dm 100
Rlibre ( n b
cycles dm)

0,108 (16)
0,135 (3)

0,090 (5)
0,094 (3))

0,128 (3) 0,101(3)
0,096 (5)

0,113 (3)
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ProtŽine X Gd-HPDO3A
100!mM

Gd-DOTA-BOM
100!mM

Gd-DTPA
100!mM

MŽthode SAD MAD SAD
% [•] 1,71 1,71; 1,07 1,71
Source de RX ID29 ID29 ID23-1
RŽsolution [•] 75,2 - 2,17 75,8 - 1,40 75,378 - 2,030
Nb sites 5 1 1
Qsha 0,23; 0,20; 0,20; 0,35;

0,07
1,06 0,89

Bsha [• 2] 40; 42; 45; 61; 47 41 39
FOM 0,426 0,169 0,259
FOM (2,2) 0,349
FOMshasol 0,847 0,780 0,807
FOMdm 0,762 0,842 0,760
Rlibre (nb cycles dm) 0,103 (3)

0,099 (4)
0,195 (3)
0,191 (5)

0,113 (2)

Glucose
isomŽrase

Gd-DO3A
100!mM

Gd-DTPA
100!mM

Gd-DOTA-BOM
100!mM

Gd-DOTMA
100!mM

Gd-DTPA-BMA
100!mM

MŽthode MAD MAD MAD SAD SAD
% [•] 0,92

1,71
0,92; 1,71 0,92

1,71
1,54 1,54

Source de
RX

FIP FIP FIP labo labo

RŽsolution
[•]

70,7 - 1,44 70,7 - 1,45 70,7 - 1,43 70,7 - 1,76 70,7 - 1,76

Nb sites 3 2 2 1 3
Qsha 0,78

0,75
0,46

0,47
0,12

0,21
0,22

0,40 0,13
0,08
0,25

Bsha [• 2] aniso
aniso
20

22,05
1,00

16
13

28 43
4
25

FOM 0,363 0,219 0,150 0,120 0,190
FOM (2,7) 0,573 0,439 0,314
FOMshasol 0,858 0,878 0,818 0,790 0,850
FOMdm 0,844 0,877 0,853 0,750 0,782
Nb cycles
dm

100 100 100 100 100

Rlibre (nb
cycles dm)

0,174 (3) 0,123 (3) 0,199 (3) 0,147 (2) 0,191 (3)
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YGGV Gd-DO3A
100!mM

Gd-DOTA-BOM
100!mM

Gd-DOTMA
100!mM

MŽthode MAD MAD MAD
% [•] pic; infl1; infl2 pic; infl1; infl2 pic; infl1
Source de RX FIP FIP FIP
RŽsolution [•] 55,9 - 2,68 55,9 - 2,68 55,9 - 2,70
Nb sites 4 4 3
Qsha 0,71; 0,37; 0,13; 0,180,28; 0,26; 0,21; 0,21 0,20; 0,13; 0,13
Bsha [• 2] 64; 92; 33; 45 ------- 33; 66; 63
FOM 0,667 0,484 0,677
FOMshasol 0,828 0,789 0,902
FOMdm 0,771 0,648 0,847
Nb cycles dm 25 30 22
Rlibre (nb cycles dm) 0,111 (3) 0,161 (1) 0,100 (4)

0,107 (3)

II.3.6. Exemples de cartes de densitŽ Žlectronique expŽrimentale

Nous ne pouvons prŽsenter ici l'ensemble des cartes de densitŽ Žlectronique expŽrimentale
pour chacun des dŽrivŽs ŽtudiŽs. Nous avons choisi de ne prŽsenter que trois cartes, deux
d'entre-elles correspondant ˆ des dŽrivŽs de protŽines test et l'autre ̂  une protŽine de structure
initialement inconnue.
Les phases du premier dŽrivŽ ont ŽtŽ obtenues par phasage SAD avec des donnŽes
enregistrŽes au seuil K du Se o• f" prend la valeur relativement faible de 6!e-. Les phases des
deux dŽrivŽs suivants ont ŽtŽ obtenues par phasage MAD avec un jeu au pic de f" et un jeu ̂
courte longueur d'onde et haute rŽsolution (statistiques de phasage pour les trois dŽrivŽs voir
tableaux ci-dessus). Les cartes de densitŽ Žlectronique correspondent aux phases obtenues
apr•s SOLOMON.
La figure!2.3.1 montre la carte expŽrimentale pour le dŽrivŽ du lysozyme avec le Gd-
HPDO3A (300!mM). MalgrŽ le signal anomal relativement faible, des phases d'excellente
qualitŽ ont ŽtŽ obtenues et la carte expŽrimentale est tr•s bien dŽfinie.
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Figure 2.3.1!: Carte de densitŽ Žlectronique (contour 1&) apr•s SOLOMON pour le dŽrivŽ du lysozyme avec le
Gd-HPDO3A calculŽe avec des donnŽes ˆ une rŽsolution de 1,53 •.

La figure!2.3.2 montre la carte expŽrimentale pour le dŽrivŽ de l'urate oxydase avec le Gd-
DTPA-BMA (300!mM). La figure montre l'inhibiteur de la protŽine, 8-azaxanthine, et les
rŽsidus avec lesquels celui-ci interagit. La qualitŽ de la carte est telle qu'on reconna”t
facilement les rŽsidus protŽiques et l'inhibiteur. Les molŽcules d'eau sont parfaitement
dessinŽes.

Figure 2.3.2!: Carte de densitŽ Žlectronique (contour 1&) apr•s SOLOMON pour le dŽrivŽ de l'urate oxydase
avec le Gd-DTPA-BMA calculŽe avec des donnŽes ˆ une rŽsolution de 1,45 •. La carte montre l'inhibiteur 8-

azaxanthine et ses interactions avec les rŽsidus voisins.

La figure!2.3.3 montre la carte de densitŽ Žlectronique expŽrimentale du dŽrivŽ de la
protŽine!X avec le Gd-DOTA-BOM. La structure de la protŽine a ŽtŽ rŽsolue rŽcemment avec
un dŽrivŽ obtenu avec le complexe Gd-HPDO3A. La densitŽ des rŽsidus protŽiques et celle
des molŽcules d'eau sont tr•s bien dŽfinies, ce qui permet une construction de mod•le sans
ambigu•tŽ.
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Figure 2.3.3!: Carte de densitŽ Žlectronique (contour 1&) apr•s SOLOMON pour le dŽrivŽ protŽine X + Gd-
DOTA-BOM calculŽe avec des donnŽes ˆ une rŽsolution de 1,40 •.

II.3.7. Exemple de rŽsolution de structure d'une protŽine de structure
jusque-lˆ inconnue

RŽsolution de la structure de la protŽine yeaZ d'E. coli (4*217 rŽsidus/ua)
(Jeudy et al., 2005) (en collaboration avec Chantal Abergel et Sandra Jeudy, IGS-Marseille)

La prŽparation du dŽrivŽ yeaZ par trempage avec le complexe Gd-DOTMA est dŽcrite dans le
chapitre II.1.3. Les statistiques d'acquisition et de traitement des donnŽes sont donnŽes dans le
chapitre II.2.5. Trois jeux de donnŽes redondants ont ŽtŽ enregistrŽs sur la ligne BM30A au
maximum de f", au minimum de f' et ̂  courte longueur d'onde respectivement. Six sites de
fixation ont ŽtŽ trouvŽs par le programme SOLVE (Terwilliger & Berendzen, 1999). Le
phasage, effectuŽ avec le programme SHARP, a permis l'identification de deux sites de
fixation supplŽmentaires. Les phases obtenues sont d'excellente qualitŽ comme l'indiquent les
valeurs ŽlevŽes des facteurs de qualitŽ avant et apr•s DM.

YeaZ Gd-DOTMA
100!mM

MŽthode MAD
% [•] pic; infl; 0,98
Source de RX FIP
RŽsolution [•] 80,32 - 2,28
Nb sites 8
Qsha 0,55; 0,35; 0,32; 0,10; 0,21; 0,22; 0,20; 0,20
Bsha [• 2] 20; 62; 103; 1; 49; 49; 49; 49
FOM 0,436
FOMshasol 0,821
FOMdm 0,791
Rlibre (nb cycles) 0,123 (4); 0,129 (3)

Tableau!2.3.2!: Statistiques de phasage du dŽrivŽ de yeaZ avec Gd-DOTMA.

Le tableau 2.3.3 donne les valeurs des facteurs de qualitŽ en fonction de la rŽsolution.
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Dmin Dmax FOMacen FOMcen
31.04 9.72 0.85177 0.59945
9.72 7.05 0.82322 0.56110
7.05 5.81 0.80542 0.54292
5.81 5.05 0.76213 0.52444
5.05 4.53 0.72454 0.50317
4.53 4.14 0.69863 0.50122
4.14 3.84 0.67300 0.42343
3.84 3.60 0.64592 0.38825
3.60 3.39 0.59438 0.36984
3.39 3.22 0.57999 0.33273
3.22 3.07 0.55936 0.31744
3.07 2.94 0.55729 0.36515
2.94 2.83 0.53442 0.31326
2.83 2.73 0.42253 0.28765
2.73 2.63 0.23252 0.12487
2.63 2.55 0.19144 0.09452
2.55 2.48 0.18928 0.10692
2.48 2.41 0.17824 0.10153
2.41 2.34 0.16364 0.10999
2.34 2.28 0.15432 0.10079
overall 0.44464 0.33461

RMIN RMAX MEAN
FOM

MEAN
FOM

MEAN
FOM

MEAN
DPHI

MEAN
DPHI

MEAN
DPHI

(obs.) (calc) (comb) |obs-cal| |obs-com| |cal-com|
100.00 10.76 0.767 0.394 0.830 65.3 29.8 46.4
10.76 8.12 0.750 0.697 0.875 57.5 33.4 29.8
8.12 6.79 0.754 0.748 0.894 55.8 31.4 28.2
6.79 5.95 0.766 0.699 0.881 52.4 26.7 31.2
5.95 5.36 0.741 0.746 0.893 52.3 31.5 26.0
5.36 4.92 0.717 0.791 0.900 48.9 31.6 20.1
4.92 4.57 0.686 0.838 0.912 53.4 37.9 16.8
4.57 4.29 0.674 0.853 0.918 54.7 41.6 14.0
4.29 4.05 0.660 0.854 0.906 50.7 38.4 13.7
4.05 3.85 0.638 0.833 0.896 54.7 41.0 15.5
3.85 3.68 0.625 0.833 0.890 53.3 41.1 13.5
3.68 3.53 0.584 0.834 0.882 57.9 46.5 13.3
3.53 3.39 0.569 0.825 0.871 56.5 45.1 13.1
3.39 3.27 0.552 0.792 0.844 56.2 43.5 15.0
3.27 3.16 0.548 0.785 0.838 58.8 45.8 15.1
3.16 3.06 0.534 0.789 0.833 60.6 49.2 14.2
3.06 2.97 0.550 0.770 0.821 58.3 45.1 15.4
2.97 2.89 0.527 0.765 0.807 61.6 50.1 14.6
2.89 2.82 0.497 0.758 0.796 63.5 52.7 13.8
2.82 2.75 0.421 0.768 0.789 66.6 58.3 11.1
2.75 2.68 0.297 0.772 0.783 73.3 70.1 7.1
2.68 2.62 0.194 0.769 0.770 76.4 76.3 4.5
2.62 2.56 0.190 0.783 0.786 81.0 80.6 3.8
2.56 2.51 0.181 0.757 0.757 79.7 80.0 4.5
2.51 2.46 0.187 0.773 0.775 80.5 81.1 3.9
2.46 2.41 0.172 0.735 0.735 81.7 83.1 5.2
2.41 2.37 0.194 0.762 0.764 79.6 80.6 4.5
2.37 2.33 0.151 0.732 0.735 82.9 85.3 4.8
2.33 2.28 0.156 0.687 0.690 84.2 87.1 5.7

Tableau 2.3.3!: Facteurs de qualitŽ pour le phasage du dŽrivŽ de la protŽine yeaz avec Gd-DOTMA en fonction
de la rŽsolution. Ë gauche!: Les valeurs des facteurs de qualitŽ des rŽflexions gŽnŽrales (FOMacen) et des

rŽflexions ˆ phase contrainte (FOMcen) du phasage par le programme SHARP. Ë droite!:  Tableau des facteurs
de qualitŽ apr•s amŽlioration (et extension) des phases avec le programme DM.

La rŽussite du phasage est confirmŽe par la qualitŽ de la carte expŽrimentale (figure 2.3.3) qui
est aisŽment interprŽtable et qui a permis la construction automatique d'une grande partie du
mod•le avec le programme ARP/wARP, suivie de la construction manuelle des parties
manquantes.

Figure!2.3.3!: Extrait de carte de densitŽ expŽrimentale apr•s nivellement de solvant pour le dŽrivŽ yeaZ + Gd-
DOTMA (contour 1&). La carte est calculŽe avec des donnŽes ˆ une rŽsolution de 2,28 •.
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II.3.8.Synth•se des rŽsultats des essais de phasage

Je rŽsume ici les rŽsultats des essais de phasage avec 53 dŽrivŽs de 12 protŽines diffŽrentes.
Pour cinq d'entre-elles, la structure a ŽtŽ rŽsolue rŽcemment avec des cristaux dŽrivŽs obtenus
avec un des complexes de gadolinium. Sauf pour lÕOTCase3630, les projets sur les nouvelles
protŽines se font en collaboration avec d'autres Žquipes de cristallographie biologique (yeaZ!:
Sandra Jeudy et Chantal Abergel, IGS-Marseille; protŽine X et Pce!: Rafael Molina-
Monterrubio et Juan Hermoso CSIC, Madrid; PACE12!: StŽphanie Gras et Dominique
Housset, LCCP, IBS, Grenoble).
Pour certains dŽrivŽs, le phasage auquel je me rŽf•re n'est pas le m•me que celui qui est dŽcrit
dans les tableaux prŽcŽdents. C'est le cas pour les phasages par la mŽthode SAD avec des
donnŽes enregistrŽes ˆ une longueur d'onde proche de 1 •. Pour ces dŽrivŽs, un phasage par
SAD avec des donnŽes enregistrŽes au laboratoire a ŽtŽ effectuŽ auparavant et sert de
rŽfŽrence pour le tableau!2.3.4. Les donnŽes enregistrŽes ˆ courte longueur d'onde servent
pour l'affinement du mode de fixation des complexes.
Le tableau indique le "succ•s" (+) ou "l'Žchec" (-) de l'obtention d'un dŽrivŽ avec fixation
suffisante du diffuseur anomal pour une combinaison de protŽine et de complexe donnŽe. Le
"succ•s" correspond ̂ des dŽrivŽs qui permettent d'obtenir de bonnes phases, car ils
prŽsentent des taux de fixation suffisamment ŽlevŽs (typiquement ~50%) d'un nombre
suffisamment ŽlevŽ de sites de fixation (typiquement 1!site/150!rŽsidus). La qualitŽ des phases
obtenues est jugŽe ̂ l'aide des indicateurs statistiques et de la qualitŽ de la carte de densitŽ
Žlectronique. Seuls les phasages menant ̂  des cartes de densitŽ Žlectroniques aisŽment
interprŽtables sont qualifiŽs de "succ•s". Ainsi pour la protŽine urate oxydase quatre des huit
dŽrivŽs seulement sont comptŽs pour "succ•s" alors que selon Girard et al. (2003a), sept
d'entre eux permettraient le phasage.
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UO GI thaumatinelysozyme Prot!X* YGGV succ•s succ•s
DO3A + + A - + A + A + A 5/6 83%
HPDO3A - - - + A + A - 2/6 33%
DTPA-BMA + A - + A - - - 2/6 33%
DOTA - - + A + A + - 3/6 50%
DOTMA + A - - - + A + A 3/6 50%
DTPA - + A + A - + A - 3/6 50%
DOTA-BOM - + + A + + 4/5 80%
HPSA-DO3A + - 1/2 50%
prŽcipitant PEG3350 MPD tartrate Na-K NaCl ** (NH4)2SO4

pH 8,5 7,0 6,6 4,5 ** 9,0
pI 7,3 5,0 8,5 9,3 5,9
% solvant 52 48 48 29 49
M [kDa] 34 43 22 14 40 24

yeaZ* Pce* PACE12
*

lactamasecatalase OTCase* succ•s
total

succ•s
total

DO3A + A + 7/8 88%
HPDO3A + A + + 5/9 56%
DTPA-BMA - + + 4/9 44%
DOTA 3/6 50%
DOTMA + A + 5/8 63%
DTPA 3/6 50%
DOTA-BOM 4/5 80%
HPSA-DO3A 1/2 50%
prŽcipitant PEG8k PEG10k PEG4k PEG8k (NH4)2SO4 (NH4)2SO4

pH 4,7-5,5 5,5 5,6 6,5 6,5 7,8
pI 5,7 5,2 5,1 4,9 6,1 6,5
% solvant 48 49 63
M [kDa] 28 63 30 24 56

Tableau!2.3.4!: RŽsumŽ des rŽsultats de phasage obtenus avec 53 dŽrivŽs diffŽrents. En haut!: ProtŽines testŽes
systŽmatiquement avec la majoritŽ des complexes. En bas!: ProtŽines pour lesquelles des dŽrivŽs n'ont ŽtŽ
prŽparŽs qu'avec certains des complexes. +!: Le dŽrivŽ a permis la rŽussite du phasage, -!: Le complexe ne

prŽsente pas de fixation significative. A!: La structure du complexe liŽ ˆ la protŽine est affinŽe. * ProtŽines dont
la structure a ŽtŽ rŽsolue pour la premi•re fois en utilisant des dŽrivŽs obtenus avec un des complexes de

gadolinium. ** information confidentielle. Le pourcentage de solvant du cristal (% solvant) est calculŽ par le
programme TRUNCATE (CCP4). Le prŽcipitant et pH se rŽf•rent aux conditions de cristallisation. M!: masse du

monom•re.
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AbrŽviations utilisŽes dans le tableau!:
Tous les complexes sont abrŽgŽs par le nom de leur ligand.
ProtŽines testŽes!: UO!: urate oxydase d'Aspergillus flavus (Vivar•s & BonnetŽ, 2002;)
BonnetŽ et al., 2001), GI!:  glucose isomŽrase de Streptomyces rubiginosus (Ramagopal et al.,
2003), thaumatine!: thaumatine de Thaumatococcus daniellii (Ko et al., 1994), lysozyme!:
lysozyme (de blanc d'Ïuf de poule (Girard, 2001), prot X!: protŽine X, structure non-publiŽe,
yggv!: protŽine hypothŽtique Yggv d'Escherichia coli. Les cristaux d'YGGV nous ont ŽtŽ
fournis par Chantal Abergel, IGS, Marseille, yeaz!: yeaZ d'Escherichia coli (Jeudy et al.,
2005), Pce!: phosphorylcholine estŽrase Pce de Streptococcus pneunomiae (Hermoso et al.,
2005), PACE12!: PAB0955 de Pyrococcus abyssi (Gras et al., 2005), lactamase!: " -
lactamase ˆ zinc de classe B de Pseudomonas aeruginosa (Girard, 2001), catalase!: catalase
de Proteus mirabilis (Girard, 2001), OTCase!: OTCase3630 chimŽrique (Girard, 2001).

Le taux de succ•s 

! 

Nsucc•s

Ntest

 pour les diffŽrents complexes rŽsultant du tableau!2.3.3 est

reprŽsentŽ dans l'histogramme de la figure!2.3.4. Pour dŽterminer les chances de succ•s
d'obtention d'un bon dŽrivŽ anomal en fonction du complexe utilisŽ, il convient de se rŽfŽrer
aux colonnes bleues (sŽrie 1), correspondant uniquement aux protŽines testŽes
systŽmatiquement, comprenant donc et Žchecs et rŽussites. Les colonnes violettes
comprennent, en plus, les protŽines qui n'ont pas ŽtŽ testŽes systŽmatiquement, d'Žventuels
Žchecs ne sont pas mentionnŽs. En ne considŽrant, en consŽquence, que la sŽrie 1 pour

calculer le taux de succ•s total, on obtient!: 

! 

Nsucc•s

Ntest

=
23
43

= 53%.
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Figure!2.3.4!: Histogramme reprŽsentant le taux de succ•s pour l'obtention de dŽrivŽs avec une fixation
suffisante du complexe comme fonction du complexe utilisŽ. Colonnes bleues!: S1!: RŽsultats obtenus avec les

protŽines testŽes systŽmatiquement. Colonnes violettes!: S2!: RŽsultats comprenant tous les dŽrivŽs testŽs.
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II.3.9. Conclusions

Le fort potentiel des complexes pour insŽrer et fixer les ions de gadolinium dans les cristaux
de protŽines a ŽtŽ indiquŽ auparavant (Girard et al., 2002; Girard et al., 2003a; Girard et al.,
2003b). Cette Žtude, plus Žtendue et sur un nombre ŽlevŽ de protŽines diffŽrentes, allant de
l'obtention des dŽrivŽs jusqu'au phasage, a permis de confirmer et de quantifier ce potentiel
tr•s ŽlevŽ, qui correspond ̂ un taux de succ•s supŽrieur ̂ 50% pour obtenir un bon dŽrivŽ.
Elle permet de tirer des conclusions statistiques en fonction du complexe utilisŽ.
Le tableau!2.3.3 indique les conditions physico-chimiques dans lesquelles les dŽrivŽs ont ŽtŽ
obtenus. Cependant, aucune relation directe n'appara”t entre ces conditions physico-chimiques
(pH, prŽcipitant) ou le pI de la protŽine et une Žventuelle fixation privilŽgiŽe d'un complexe
particulier.
Afin de combiner les rŽsultats obtenus ici, avec une comprŽhension plus approfondie de la
fixation des diffŽrents complexes, nous avons essayŽ de prŽciser le mode de fixation des
complexes dans les cristaux de protŽine pour un nombre maximum de dŽrivŽs et pour lesquels
nous avons pu constater une fixation significative, en affinant leur structure.
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II.4. CaractŽrisation du mode de fixation des complexes dans les
protŽines

Afin de conna”tre le mode de fixation des diffŽrents complexes avec diffŽrentes protŽines,
nous avons essayŽ d'affiner la structure du complexe liŽ ̂  la protŽine pour les dŽrivŽs avec des
sites de fixation suffisamment occupŽs. Le probl•me auquel je me suis heurtŽ lors de
l'affinement de la structure du ligand entourant l'ion, est que les taux de fixation typiques pour
un "bon" dŽrivŽ sont de l'ordre de 30-60%, ce qui est suffisant pour fournir un signal anomal
permettant un bon phasage, mais ne permet pas obligatoirement d'affiner la structure du
ligand. En effet, pour des sites occupŽs ˆ moins de 50%, la densitŽ Žlectronique correspondant
au ligand est tr•s faible et ne permet gŽnŽralement pas d'identifier l'orientation du complexe et
ses Žventuelles interactions avec la protŽine, ni d'Žventuels changements de conformations de
rŽsidus protŽiques, ni des molŽcules d'eau liŽes au ligand. La faible visibilitŽ de la densitŽ
Žlectronique du ligand m'a incitŽe ̂ prŽparer des dŽrivŽs avec une concentration de complexe
de 300!mM pour augmenter le taux de fixation des sites anomaux. J'ai prŽparŽ ces dŽrivŽs
pour des combinaisons de protŽine et de complexe dont le taux de fixation est dŽjˆ ŽlevŽ pour
une concentration de complexe de 100!mM. Ainsi, j'ai pu obtenir des dŽrivŽs avec des taux de
fixation supŽrieurs ̂ 70% pour lesquels la densitŽ Žlectronique correspondant au ligand est
bien dŽfinie.

II.4.1. Affinement initial

L'affinement de structure des dŽrivŽs a ŽtŽ effectuŽ avec le programme CNS (BrŸnger et al.,
1998). J'ai utilisŽ les jeux de donnŽes correspondant au dŽrivŽ avec, a priori , les taux
d'occupation les plus ŽlevŽs possible (dŽrivŽs obtenus avec 300!mM de complexe) et avec la
rŽsolution la plus ŽlevŽe possible.
Pour des dŽrivŽs pour lesquels nous disposions de jeux de donnŽes enregistrŽs ˆ plusieurs
longueurs d'onde, j'ai effectuŽ le phasage MAD avec SHARP et utilisŽ les donnŽes phasŽes
pour l'affinement. J'ai alors utilisŽ le mode mlhl de CNS en prenant FPsha pour amplitude et
l'information de phase expŽrimentale sous forme des coefficients d'Hendrickson et Lattman
(Hendrickson & Lattman, 1970). Pour des donnŽes ̂ longueur d'onde unique, nous avons
utilisŽ les donnŽes non phasŽes, tout en incluant l'information anomale dans l'affinement en
utilisant les amplitudes F+ et F- en mode mlf. Que le signal anomal des donnŽes ˆ longueur
d'onde unique (seuil K du Se ou du Br) soit relativement faible ne pose pas de probl•me pour
l'affinement, le mod•le ˆ affiner Žtant dŽjˆ essentiellement complet. Les codes PDB des
mod•les atomiques initiaux de protŽine utilisŽs pour l'affinement sont donnŽs dans le tableau
2.5.0. Les coordonnŽes des sites de fixation des ions de gadolinium obtenues auparavant sont
introduites dans le fichier pdb de la structure. Afin de suivre l'Žvolution du rŽsiduel libre Rfree

(BrŸnger, 1992), une fraction reprŽsentant 5% des rŽflexions est exclue de l'affinement. Un
affinement par corps rigide permet d'orienter le mod•le dans la maille et d'affiner la position
des ions de gadolinium. On effectue un recuit simulŽ dans le cas d'un Žventuel non-
isomorphisme entre la structure de la protŽine mod•le et celle de notre dŽrivŽ. Cette Žtape est
suivie par l'affinement du facteur d'agitation thermique des atomes de la protŽine et des ions
de gadolinium, puis par l'affinement du taux d'occupation des ions. Le taux d'occupation
initial des ions de gadolinium correspond au taux d'occupation affinŽ par SHARP lors du
phasage. Dans le cas o• on ne dispose pas d'une estimation de dŽpart fiable du taux
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d'occupation (Qcns), car l'affinement de Qcns et Bcns est corrŽlŽ. Ensuite, des molŽcules
d'eau sont introduites de mani•re automatique dans le mod•le. L'inspection du mod•le et des
cartes de densitŽ Žlectronique expŽrimentales, des cartes 2Fo-Fc et des cartes 1Fo-Fc, ̂  l'aide
du programme O (Jones et al., 1991), permet de placer d'Žventuelles petites molŽcules liŽes ̂
la protŽine dans le cristal dŽrivŽ. De telles petites molŽules sont, par exemple, des molŽcules
d'agent prŽcipant comme le MPD ou des ions tartrate pour les protŽines glucose isomŽrase et
thaumatine, l'inhibiteur 8-azaxanthine de l'urate oxydase ou des ions Ni2+ pour la protŽine X.

ProtŽine Lysozyme Urate
oxydase

ThaumatineGlucose
isomŽrase

YeaZ YGGV ProtŽine!X

Code
PDB

193L
(1)

1WS3
(2)

1THW
(3)

1XIB
(4)

1OKJ
(5)

1K7K
(6)

*

Tableau 2.4.0!: Codes PDB des mod•les de protŽine initiaux utilisŽs pour les affinements. * La structure de la
protŽine n'Žtant pas encore publiŽe, son mod•le nous a ŽtŽ fourni par R. Molina et J. Hermoso (CSIC, Madrid,

Espagne). 1!: Vaney et al., 1996, 2!: Retailleau et al., 2005, 3!: Ko et al., 1994, 4!: Carrell et al., 1994, 7!: Jeudy
et al., 2005, 6!: Sanishvili et al.

II.4.2. Les mod•les des complexes utilisŽs

Pour la majeure partie des dŽrivŽs, il aurait ŽtŽ impossible de construire de novo les mod•les
atomiques des complexes dans la carte de densitŽ, car la densitŽ Žlectronique du ligand, fixŽ
sur des sites occupŽs ̂ moins de 100%, n'est pas suffisamment bien dŽfinie. Pour les
complexes dont la structure cristallographique a ŽtŽ rŽsolue auparavant, nous avons utilisŽ ce
mod•le pour l'affinement. Tel est le cas pour les complexes Gd-DTPA-BMA!(Ehnebom &
Pedersen, 1992), Gd-HPDO3A!(Kumar et al., 1994), Gd-DOTA!(Dubost et al., 1991) et
Gd-DO3A!(Chang et al., 1993). Pour modŽliser le complexe Gd-DOTMA, j'ai obtenu son
mod•le ̂  partir de la structure du complexe Gd-DOTA, en ajoutant des groupements mŽthyle
aux bras du ligand.
Le complexe Gd-DOTA-BOM a ŽtŽ modŽlisŽ par le mod•le du complexe Gd-DOTMA, car le
groupement (phŽnylmŽthoxy)mŽthyle qui distingue ce premier de ce dernier n'est visible dans
aucune des cartes de densitŽ Žlectronique obtenues. Le dŽrivŽ de protŽine X avec le Gd-DTPA
a permis de dŽduire la structure du complexe Gd-DTPA de la structure connue de
Gd-DTPA-BMA. Le calcul de novo de la structure des complexes ̂ partir de la formule
chimique connue n'est pas possible, car les programmes habituels utilisŽs pour calculer la
structure 3D de petites molŽcules (tel le serveur Prodrg (Schuettelkopf & van Aalten, 2004))
ne g•rent pas les interactions chŽlatantes dans un complexe de mŽtal.

II.4.3. Affinement avec complexes

Apr•s inspection de la carte et du mod•le obtenus apr•s l'affinement initial, les molŽcules
d'eau situŽes dans un rayon de 5!• autour des sites des ions de gadolinium sont enlevŽes. On
calcule la carte 1Fo-Fc correspondant ˆ ce mod•le. Le mod•le du ligand est alors placŽ de
mani•re ̂  obtenir le meilleur accord possible entre le mod•le et la densitŽ Žlectronique (on
utilise la carte 1Fo-Fc et la carte de densitŽ Žlectronique expŽrimentale, cette derni•re Žtant
non-biaisŽe par le mod•le initial). Lorsque la densitŽ correspondant au ligand est faible, il
peut •tre difficile de trouver la bonne orientation du mod•le. La premi•re Žtape consiste alors
ˆ identifier la position du macrocycle. Ensuite, on essaie d'identifier des parties de densitŽ qui
correspondent aux groupements carboxyle ou mŽthylamide des extrŽmitŽs des bras du ligand.
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Le complexe existe sous deux formes Žnantiom•res qui se dŽduisent l'une de l'autre par
inversion des coordonnŽes. Pour placer le bon mod•le de complexe il faut dŽterminer laquelle
des deux structures Žnantiom•res se lie au site de fixation (les deux Žnantiom•res peuvent •tre
liŽs sur diffŽrents sites de fixation d'un m•me dŽrivŽ). Le mod•le du ligand peut •tre ajustŽ
dans la densitŽ par translation et rotation de la molŽcule autour de l'ion Gd3+, tout en gardant
une distance correcte entre les atomes d'azote et d'oxyg•ne chŽlatants et l'ion Gd3+. Des parties
du ligand peuvent •tre mieux placŽes dans la densitŽ en leur appliquant des rotations
chimiquement permises. Ë partir de ce dernier mod•le, on calcule des fichiers de topologie et
de param•tres ŽnergŽtiques pour l'affinement automatique du ligand par CNS. Pour ce calcul,
nous nous sommes servi du serveur HIC-Up (Hetero-compound Information Center - Uppsala
(Kleywegt & Jones, 1998)) qui engendre les fichiers utilisŽs par CNS ̂  partir du fichier de
structure en format pdb. La signification physique des param•tres ŽnergŽtiques ainsi produits
est faible, car le serveur ne g•re pas l'interaction des atomes chŽlatants avec l'ion lourd. Les
rŽsultats d'affinement automatique doivent donc •tre vŽrifiŽ avec prŽcaution. Un affinement
par minimisation d'Žnergie ("minimize") est suivi de la dŽtermination du facteur d'agitation
thermique du ligand et la dŽtermination du taux d'occupation de l'ensemble ion + ligand.
L'inspection des cartes 2Fo-Fc et 1Fo-Fc (niveaux nŽgatif et positif) permet de vŽrifier
l'orientation du mod•le, d'ajouter ̂ la main d'Žventuelles molŽcules d'eau supplŽmentaires au
voisinage du site de fixation, de dŽplacer des rŽsidus protŽiques et de dŽfinir d'Žventuelles
double conformations.
Dans le dŽrivŽ de l'YGGV avec le Gd-DOTMA le site de fixation principal se trouve sur un
axe de symŽtrie cristallographique d'ordre 2. La molŽcule de complexe n'obŽissant pas ̂ cette
symŽtrie, son orientation dans le site est statistiquement distribuŽe entre deux orientations
possibles. Pour l'affinement automatique du mod•le du complexe nous avons dž annuler les
interactions de Van der Waals entre deux molŽcules de complexe.

Par la suite, je dŽcris les rŽsultats de l'affinement de la structure du complexe liŽ ̂  la protŽine
pour les diffŽrents dŽrivŽs ŽtudiŽs. Les diffŽrents dŽrivŽs sont regroupŽs selon la protŽine
utilisŽe.

Notes explicatives pour la suite!:

La charge du complexe isolŽ est indiquŽe entre parenth•ses.
Il est rappelŽ que l'ion Gd3+ nŽcessite neuf atomes de coordination dans sa premi•re sph•re de
coordination. De ces neuf atomes, huit sont fournis par le ligand entourant l'ion, sauf pour le
ligand DO3A, qui ne fournit que sept atomes de coordination ˆ l'ion.

Grandeurs calculŽes par CNS!:
R et Rfree!: facteurs rŽsiduel et rŽsiduel libre (voir abrŽviations)
Bcns!: facteur d'agitation thermique des ions de gadolinium
Qcns!: taux d'occupation du site de fixation

Figures!:
Toutes les figures sont prŽparŽes avec le programme PYMOL (DeLano, 2002). Ce
programme permet de gŽnŽrer des surfaces colorŽes en fonction de la charge Žlectrostatique.
Toutes les surfaces Žlectrostatiques sont ̂  prendre avec prŽcaution, la charge de la surface
Žtant calculŽe sans prendre en compte d'effet de solvant. Sauf mention contraire, les contours
des cartes de densitŽ Žlectronique correspondent au niveau 1! .
Couleurs!: sauf mention contraire, les atomes de carbone des mod•les de ligands sont
reprŽsentŽs en vert, ceux des rŽsidus protŽiques en or ou/et en gris (utilisation de deux
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couleurs diffŽrentes si la fixation implique plusieurs molŽcules de protŽine symŽtriques).
L'ion Gd3+ est reprŽsentŽ en magenta.

II.4.4. Urate oxydase

Nb
complexes
affinŽs

Qcns Bcns [• 2] R Rfree RŽsolution
[•]

Gd-DOTMA 300!mM 1 1,01;0,29;0,21 19;23;21 0,20 0,21 1,35
Gd-DTPA-BMA!300!mM 3 0,92;0,48;0,70 13;8;9 0,19 0,20 1,45
Gd-DO3A 100!mM 0 0,19; 0,14; 0,08;

0,26; 0,21; 0,14;
0,07; 0,11; 0,17;
0,05

55;54;59;
50;45;
40;34;36;
42;29

0,22 0,23 1,45

RŽsidus voisins aux sites de fixation
Gd-DOTMA site 1!: Trp174, Lys189

site 2!: Tyr30 (5!•), His19 (7!•)
Gd-DO3A site 1!: Glu41; site 2!: Glu213; site 3!: Glu136; site 4!: Glu249; site 5!:

Lys289; site 6!: Glu139; site 7!: Asp141; site 8!: Glu196
Tableau 2.4.1!: Statistiques d'affinement des dŽrivŽs d'urate oxydase.

Avec la protŽine urate oxydase, trois des complexes ont menŽ ̂ des dŽrivŽs avec une tr•s
bonne fixation et permettant un phasage aisŽ!: Gd-DTPA-BMA, Gd-DOTMA et Gd-DO3A.
Nous avons procŽdŽ ̂ l'affinement de la structure des dŽrivŽs correspondant. Pour les deux
premiers, les occupations des sites anomaux Žtaient suffisamment ŽlevŽes (voir tableau 2.4.1)
pour permettre de placer les mod•les des ligands dans la densitŽ Žlectronique et d'affiner le
mode de fixation. Le dŽrivŽ obtenu avec le complexe Gd-DO3A prŽsente de nombreux sites
de fixation avec des occupations de l'ordre de 20%. La faible occupation des sites fait que la
densitŽ Žlectronique des ligands des complexes est trop peu visible pour placer et affiner la
structure des ligands. Le dim•re de la protŽine forme un tunnel long de 50!• et de 12!• de
diam•tre o• se situent deux des sites de fixation du complexe Gd-DTPA-BMA (voir figure
2.4.1 pour l'emplacement des diffŽrents sites de fixation).
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Figure 2.4.1!: Dim•re d'urate oxydase formant un tunnel et l'emplacement des sites de fixation des molŽcules de
complexe!: vert Gd-DTPA-BMA (molŽcules symŽtriques par symŽtrie cristallographique!: jaune), en cyan!:

Gd-DOTMA.

Description du mode de fixation des diffŽrents complexes

Gd-DOTMA (charge!: 1-)
Dans le dŽrivŽ obtenu ̂ 300!mM de Gd-DOTMA, le complexe se fixe sur trois sites, dont un
avec une occupation tr•s ŽlevŽe, et les deux autres avec des occupations affinŽes infŽrieures ̂
30% (tableau 2.4.1). La bonne qualitŽ de la densitŽ Žlectronique autour de l'ion de Gd du
premier site a permis de placer le ligand et d'affiner la structure du complexe liŽ ˆ la protŽine.

Site principal (taux d'occupation!: 1,0)
Comme le montre la figure 2.4.2, le complexe, chargŽ nŽgativement, se lie via le c™tŽ de son
macrocycle ̂ une partie peu chargŽ de la surface, le site de fixation Žtant une lŽg•re cavitŽ
formŽe ̂ l'interface avec une molŽcule de protŽine symŽtrique. Le cotŽ Gd3+ pointe vers le
solvant.

Figure 2.4.2!: Site de fixation principal du complexe Gd-DOTMA formŽ par deux molŽcules de la protŽine urate
oxydase. La surface voisine au complexe est peu chargŽe.
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Comme le montre la figure 2.4.3.a, la liaison du complexe fait intervenir une interaction
hydrophobe entre le macrocycle et le cycle aromatique du Trp174 (distance ~3,3•), les plans
des deux cycles Žtant parall•les, un pont salin entre un atome d'oxyg•ne carboxylique du
ligand et l'atome d'azote NZ de la Lys189 (2,9!•) et la coordination via les atomes d'oxyg•ne
du ligand de trois molŽcules d'eau. Ces molŽcules d'eau sont liŽes ̂ d'autres molŽcules d'eau
ordonnŽes entre le complexe et la surface protŽique, qui ne sont pas montrŽes ici. Le
neuvi•me ligand de la premi•re sph•re de coordination de l'ion Gd3+ est prŽsent sous forme
d'une molŽcule d'eau liŽe ̂  l'ion (O-Gd!: 2,9!•) La figure 2.4.3.b montre la densitŽ 2fo-fc de
la structure affinŽe qui est tr•s bien dŽfinie.

Figure 2.4.3!: Site de fixation principal du complexe Gd-DOTMA formŽ par deux molŽcules de la protŽine urate
oxydase. En gris, les rŽsidus protŽiques de la molŽcule de protŽine symŽtrique. a) Les traits pointillŽs indiquent
un pont salin et la coordination d'une molŽcule d'eau par l'ion de Gd. b) DensitŽ 2Fo-Fc du mod•le de complexe

affinŽ.

Gd-DTPA-BMA (charge!: 0)
Le complexe Gd-DTPA-BMA se lie assez fortement sur trois sites. Les occupations affinŽes
avec CNS sont de 0,92, 0,48 et 0,70 respectivement pour les sites 1, 2 et 3 du dŽrivŽ obtenu
avec 300!mM de complexe. Gr‰ce ˆ une densitŽ Žlectronique bien dŽfinie, l'affinement de la
structure du complexe et l'interprŽtation du mode de fixation sont possibles pour les trois
sites.

Site 1 et 2
Les sites 1 et 2 sont proches l'un de l'autre (distance Gd1-Gd2!: 8,4!•) dans le tunnel formŽ
par le dim•re de la protŽine (figure 2.4.1). Comme le montre la figure2.5.4.a, les molŽcules de
complexe se lient ˆ la surface de la protŽine via le c™tŽ de l'ion. La surface, au site 1, est
chargŽe nŽgativement, sauf aux endroits o• pointent les atomes d'oxyg•ne carboxyliques
extŽrieurs du ligand.
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Figure 2.4.4!: De gauche ˆ droite!: a) les sites de fixation 1 et 2 et b) le site3 du dŽrivŽ urate oxydase +
Gd-DTPA-BMA.

Site 1 (taux d'occupation!: 0,92)
La figure 2.4.5.a montre les interactions du complexe liŽ au site!1 avec les rŽsidus protŽiques
de la surface. La conformation des acides aminŽs dans la protŽine native est montrŽe en bleu.
L'ion est coordonnŽ par un atome d'oxyg•ne de la cha”ne latŽrale de lÕAsp133 (OD-Gd3+!:
2,5!•), cet atome agissant comme 9e ligand de l'ion. Les atomes du ligand interagissent avec
la protŽine!: un atome d'azote du bras du ligand forme une liaison H avec l'atome d'oxyg•ne
carboxylique du Glu39 (N-OE!: 2,7!•) et un atome d'oxyg•ne du ligand forme un pont salin
avec l'atome d'azote NZ de la Lys143 (O-NZ!: 2,7!•). Le complexe est entourŽ d'un rŽseau de
molŽcules d'eau ordonnŽes, dont six molŽcules d'eau liŽes aux atomes du ligand, ̂  des
distances infŽrieures ̂ 3!•, non montrŽ ici. Pour le r™le des molŽcules d'eau ordonnŽes pour la
fixation des complexes voir plus loin paragraphe II.4.5.a.

Figure 2.4.5!: Les molŽcules de complexe Gd-DTPA-BMA liŽes ˆ la protŽine urate oxydase a) sur le site de
fixation 1, b) sur le site 2. En or!: orientation des rŽsidus protŽiques dans le dŽrivŽ, en bleu!: orientation des

rŽsidus protŽiques dans la protŽine native.

Site 2 (taux d'occupation!: 0,48)
La figure 2.4.5.b montre le mode de fixation du complexe Gd-DTPA-BMA et la conformation
des rŽsidus dans le cristal dŽrivŽ et natif au site 2. Le site se trouve ̂  proximitŽ du site 1 mais
son taux d'occupation est sensiblement plus bas. LÕion Gd3+ est coordonnŽ par l'atome
d'oxyg•ne OE1 de Gln131 (Gd-OE1!: 2,3!•). Une liaison H est formŽe entre l'atome d'azote
d'un bras du ligand et un oxyg•ne OD de lÕAsp133 (N-OD!: 2,7!•). C'est ce m•me atome
d'oxyg•ne qui coordonne l'ion Gd3+ du site 1. Un pont salin existe entre un oxyg•ne du ligand
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et l'azote NZ de la Lys7 (O-NZ!: 2,8!•). Le complexe est entourŽ d'un rŽseau de molŽcules
d'eau ordonnŽes, non montrŽ ici, dont quatre molŽcules d'eau liŽes directement aux atomes du
ligand, ˆ des distances < 3!•.

Site 1 et 2
La figure 2.4.6.a montre le mod•le des complexes liŽs aux sites 1 et 2 et leurs interactions
avec les rŽsidus protŽiques, dont celles avec l'Asp133 qui interagit avec les deux molŽcules de
complexe. La figure 2.4.6.b montre la carte 2Fo-Fc, tr•s bien dŽfinie, de la structure affinŽe
du complexe liŽ dans le site 1 et des rŽsidus protŽiques impliquŽs dans les interactions. La
densitŽ correspondant ˆ la cha”ne du ligand du site 2 prŽsente quelques lacunes.

Figure 2.4.6!: a) Mod•les des molŽcules de Gd-DTPA-BMA liŽs aux sites 1 et 2 et leurs interactions avec les
rŽsidus protŽiques. b) La carte 2Fo-Fc des mod•les affinŽs de la protŽine et des molŽcules de complexe.

Site 3 (taux d'occupation!: 0,70)
Le site 3 se trouve dans une cavitŽ formŽe par deux molŽcules de protŽine symŽtriques (voir
figure 2.4.4.b). Le complexe tourne son c™tŽ ionique vers la surface protŽique, mais,
contrairement aux sites 1 et 2, l'ion n'est pas coordonnŽ par un rŽsidu protŽique. Comme le
montre la figure 2.4.7.a, l'ion Gd3+ coordonne une molŽcule d'eau comme 9e ligand (Gd3+-O!:
2,3!•). Cette m•me molŽcule d'eau forme des liaisons H avec l'atome d'azote de la cha”ne
principale de lÕAsn223 (O-N!: 2,9!•) et l'atome d'oxyg•ne OD de lÕAsp222 (O-O!: 2,6!•). Un
pont salin entre un atome d'oxyg•ne du ligand et l'atome d'azote NZ de la Lys233 (O-NZ!:
2,9!•) renforce la fixation du complexe. Comme le montre la figure 2.4.7.b, la densitŽ 2Fo-Fc
de la structure affinŽe du complexe liŽ ˆ la protŽine est tr•s bien dŽfinie, ainsi que la densitŽ
de la molŽcule d'eau impliquŽe dans la liaison. Le complexe est entourŽ par un rŽseau de
molŽcules d'eau ordonnŽes, dont 8 molŽcules d'eau directement liŽes au ligand.



68

Figure 2.4.7!: a) Le complexe Gd-DTPA-BMA liŽ sur le site 3 de l'urate oxydase et ses interactions avec la
protŽine (en gris!: rŽsidus de la molŽcule de protŽine symŽtrique), b) La carte 2Fo-Fc, tr•s bien dŽfinie, du

complexe affinŽ.

Gd-DO3A (charge!: 0)!:
Le dŽrivŽ obtenu avec une concentration de complexe de 100!mM prŽsente 10 sites de
fixation dont les taux d'occupation varient de 5 ̂  26%. Apr•s l'affinement du mod•le incluant
la protŽine et les molŽcules d'eau et l'affinement des coordonnŽes et des occupations des ions
Gd3+, la densitŽ 1Fo-Fc correspondant aux ligands des complexes est trop faible pour placer
les molŽcules de complexe et les affiner. L'analyse des rŽsidus protŽiques situŽs ̂ proximitŽ
des sites de fixation des ions Gd3+ montre qu'il s'agit majoritairement de glutamates ou
d'aspartates. Ceci est en accord avec le mode de fixation principal que j'ai observŽ pour ce
complexe avec d'autres protŽines (glucose isomŽrase, yeaZ, YGGV). Dans ce complexe, il
manque deux atomes de coordination ̂ l'ion Gd3+. Avec plusieurs dŽrivŽs de ce complexe, j'ai
observŽ que le complexe se lie de prŽfŽrence via son c™tŽ ionique aux glutamates et aspartates
de la surface protŽique, l'ion Gd3+ coordonnŽ par les deux atomes d'oxyg•ne carboxyliques du
rŽsidu. Les deux atomes d'oxyg•ne saturent ainsi la premi•re sph•re de coordination du Gd3+.

II.4.4.a. Le r™le des molŽcules d'eau ordonnŽes pour la liaison des
complexes

Exemple!: Urate oxydase + Gd-DTPA-BMA 300!mM, site 3

Le plus souvent, dans le cas o• la sph•re de coordination de l'ion Gd3+ n'est pas saturŽe par
des atomes de rŽsidus protŽiques, une molŽcule d'eau liŽe ̂  l'ion sert de 9e ligand. Ici, la
molŽcule d'eau qui agit comme 9e ligand pour l'ion Gd3+ forme deux liaisons H avec un atome
d'oxyg•ne et un atome d'azote de la surface protŽique. Outre les molŽcules d'eau liŽes ̂ l'ion
Gd3+, des molŽcules d'eau sont coordonnŽes par les atomes d'oxyg•ne carboxyliques
extŽrieurs des ligands (et les atomes d'azote des groupements carbamide de Gd-DTPA-BMA).
Le complexe est ainsi intŽgrŽ dans le rŽseau de molŽcules d'eau ordonnŽes entourant la
surface protŽique. Parfois, les molŽcules d'eau coordonnŽes par le complexe pontent le
complexe ̂ des rŽsidus protŽiques. Dans l'exemple montrŽ sur la figure 2.4.8.a, huit molŽcules
d'eau interagissent par liaison H avec les atomes d'oxyg•ne et d'azote des bras du ligand, dont
deux qui pontent le ligand ̂  des atomes d'oxyg•ne de la surface protŽique. Comme le montre
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la figure 2.4.8.b, la carte 2Fo-Fc correspondant aux molŽcules d'eau est gŽnŽralement bien
dŽfinie.

Figure 2.4.8.!: a) Le complexe Gd-DTPA-BMA du site 3 du dŽrivŽ de l'urate oxydase. Les traits pointillŽs gris
indiquent les liaisons H entre des atomes du ligand et des molŽcules d'eau ou des liaisons H entre deux

molŽcules d'eau. Toutes les liaisons indiquŽes correspondent ˆ des distances interatomiques < 3!•. b) La densitŽ
2Fo-Fc du complexe et des molŽcules d'eau coordonnŽes est tr•s bien dŽfinie.

Pour d'autres exemples de description du r™le des molŽcules d'eau pour la fixation des
complexes voir les affinements du dŽrivŽ du lysozyme avec le Gd-HPDO3A (chapitre II.4.9.)
et de la protŽine!X avec le Gd-DTPA (chapitre II.4.11.).

II.4.4.b. L'apport d'un taux d'occupation ŽlevŽ des sites de fixation pour
identifier le mode de fixation. Comparaison de dŽrivŽs obtenus ˆ des
concentrations de complexe de 100!mM et de 300!mM.

Le tableau 2.4.2.a-c permet de comparer les valeurs de taux d'occupation des diffŽrents sites
de fixation des dŽrivŽs prŽparŽs avec une concentration de complexe de 100!mM et de
300!mM. On remarque les taux d'occupation sensiblement plus ŽlevŽs pour les dŽrivŽs
prŽparŽs avec 300!mM de complexe.

Lysozyme + Site Qcns
100!mM

Bcns [• 2]
100!mM

Qcns
300!mM

Bcns [• 2]
300!mM

1 0,81 15 1,00 13Gd-HPDO3A
2 0,73 16 0,87 11
1 0,69 29 0,82 17Gd-DOTA
2 0,50 44 0,53 16
1 0,57 23 0,96 38
2 0,36 22 0,69 21

Gd-DO3A

3 0,21 18 0,31 17
Tableau 2.4.2.a!: Valeurs des taux d'occupation et des facteurs d'agitation thermique affinŽs par SHARP des
atomes de gadolinium pour les diffŽrents sites de dŽrivŽs prŽparŽs avec 100 et 300!mM de complexe pour les
dŽrivŽs de lysozyme
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Urate oxydase + Site Qsha
100!mM

Bsha [• 2]
100!mM

Qsha
300!mM

Bsha [• 2]
300!mM

1 0,47 20 0,87 14
2 0,28 20 0,66 15

Gd-DTPA-BMA

3 0,30 21 0,82 14
Tableau 2.4.2.b!: Valeurs des taux d'occupation et des facteurs d'agitation thermique affinŽs par SHARP des
atomes de gadolinium pour les diffŽrents sites de dŽrivŽs prŽparŽs avec 100 et 300!mM de complexe pour les
dŽrivŽs d'urate oxydase

Thaumatine + Site Qsha
100!mM

Bsha [• 2]
100!mM

Qsha
300!mM

Bsha [• 2]
300!mM

Gd-DOTA 1 0,32 24 0,61 29
Gd-DOTA-BOM 1 0,72 29 0,93 22
Gd-DTPA-BMA 1 0,54 25 0,70 28
Gd-DTPA 1 0,31 16 0,48 16
Tableau 2.4.2.c!: Valeurs des taux d'occupation et des facteurs d'agitation thermique affinŽs par SHARP des
atomes de gadolinium pour les diffŽrents sites de dŽrivŽs prŽparŽs avec 100 et 300!mM de complexe pour les
dŽrivŽs de thaumatine

L'exemple des sites de fixation 1 et 2 du dŽrivŽ de l'urate oxydase avec Gd-DTPA-BMA

Les valeurs des taux d'occupation des sites 1 et 2 sont de 0,47 et 0,28 pour le dŽrivŽ obtenu ̂
100!mM et sont de 0,87 et 0,66 ̂  pour le dŽrivŽ obtenu ̂ 300!mM de complexe. Comme le
montre la figure 2.4.9.a, la densitŽ 2Fo-Fc des complexes avec une occupation de l'ordre de
30% est tr•s mal dŽfinie. Pour le site 2, il n'y a que quelques fragments de densitŽ pour
certains atomes d'azote ou d'oxyg•ne. Pour le site 1, de la densitŽ est visible pour les bras du
ligand. La figure 2.4.9.b montre le dŽrivŽ ̂ 300!mM. La carte expŽrimentale du site 1 est tr•s
bien dŽfinie et permet d'identifier l'emplacement des bras et de la cha”ne du ligand. Pour le
site 2, elle permet d'identifier l'emplacement des bouts de bras et de distinguer les deux
diffŽrents types de bras. Les atomes d'azote de la cha”ne sont Žgalement indiquŽs par des
fragments de densitŽ. La carte 2Fo-Fc du dŽrivŽ ̂  300!mM (figure 2.4.9.c) confirme sans
ambigu•tŽ l'orientation du mod•le placŽ pour les deux sites, m•me si elle prŽsente quelques
lacunes pour le complexe du site 2. Les deux rŽsidus coordonnant les ions Gd3+ (Asp133 et
Gln131) sont en double conformation. Pour le dŽrivŽ ̂ 100!mM leur conformation "liante" est
minoritaire, c'est pourquoi la densitŽ correspondante est mal dŽfinie (figure 2.4.9.a).
On peut rŽsumer que, en utilisant un dŽrivŽ prŽparŽ avec une concentration de complexe de
300!mM au lieu de 100!mM, placer le mod•le du ligand dans la densitŽ, auparavant difficile
pour le site 1 et impossible pour le site 2, devient aisŽ (site1) et possible (site!2) avec le dŽrivŽ
ˆ 300!mM.

Figure 2.4.9!: Carte de densitŽ Žlectronique correspondant aux molŽcules de complexe liŽe ˆ la protŽine dans le
dŽrivŽ urate oxydase + Gd-DTPA-BMA sur le site 1 (gauche) et 2 (droite). a) Carte 2Fo-Fc du mod•le affinŽ
pour le dŽrivŽ ˆ 100!mM, b) Carte expŽrimentale pour le dŽrivŽ ˆ 300!mM, c) Carte 2Fo-Fc du mod•le affinŽ

pour le dŽrivŽ ˆ 300!mM.
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II.4.4.c. Comparaison de la qualitŽ des cartes expŽrimentales calculŽes avec
les phases obtenues apr•s modification de densitŽ

Exemple!: Urate oxydase + Gd-DTPA-BMA 100!mM, site 1

Les cartes de densitŽ Žlectroniques expŽrimentales peuvent apporter une information
importante sur l'orientation des ligands dans les dŽrivŽs. Pour des sites fortement occupŽs et
des densitŽs bien dŽfinies, une comparaison entre les cartes expŽrimentales calculŽes avec les
phases obtenues 1) apr•s SOLOMON et 2) apr•s SOLOMON et DM montre qu'il y a peu de
diffŽrences entre 1) et 2). Pour des sites avec des taux d'occupation faibles, les cartes
calculŽes directement apr•s SOLOMON semblent apporter plus d'information (voir figure
2.4.11). En effet, DM semble niveller plus fortement les zones ̂ l'interface avec le solvant.
Ceci se manifeste souvent pour des molŽcules d'eau prŽsentes dans la carte apr•s SOLOMON
et absentes pour la carte apr•s DM.

Figure 2.4.10!: Carte expŽrimentale (MAD) dans la rŽgion du site de fixation 1 du dŽrivŽ urate oxydase +
Gd-DTPA-BMA 100!mM. a) Carte calculŽe avec les phases apr•s SOLOMON, b) Carte calculŽe avec les phases
apr•s SOLOMON et DM. Bien que les diffŽrences soient faibles, on remarque la densitŽ de la cha”ne lŽg•rement

mieux dŽfinie en a) qu'en b).

II.4.4.d. Utilisation de l'information de phase expŽrimentale pour
l'affinement

Exemple!: Glucose isomŽrase + Gd-DO3A 100!mM, site 1

GŽnŽralement, les deux affinements, avec des donnŽs SAD en mode mlf, utilisant F+ et F-,
d'une part et avec des donnŽes MAD phasŽes, en mode mlhl, d'autre part, ont convergŽ sans
probl•me vers la bonne solution. Ceci n'est pas Žtonnant puisque nos mod•les de dŽpart
Žtaient toujours tr•s proches de la structure finale. L'Žtape critique, pour nos affinements, est
de construire ou de placer le mod•le du ligand dans la densitŽ Žlectronique (expŽrimentale ou
1Fo-Fc) souvent mal dŽfinie. J'ai voulu dŽterminer si l'information de phase expŽrimentale
apporte des amŽliorations dans la dŽfinition de la carte 1Fo-Fc dans la rŽgion des parties non
modŽlisŽes. J'ai donc calculŽ deux cartes correspondant au m•me mod•le et aux m•mes
donnŽes!: une sans, et l'autre avec, utilisation de l'information de phase expŽrimentale. Les
figures 2.5.11.a et b montrent que les cartes de densitŽ prŽsentent de lŽg•res diffŽrences.



72

NŽanmoins, la carte calculŽe avec les phases expŽrimentales n'est pas mieux dŽfinie que la
carte sans apport de phases expŽrimentales.

Figure 2.4.11!: Carte de densitŽ 1Fo-Fc calculŽe avec le mod•le affinŽ de la protŽine mais sans placer le mod•le
du ligand. Pour les deux cartes, le m•me mod•le a ŽtŽ utilisŽ. a) Carte calculŽe sans utiliser de l'information de

phase expŽrimentale (mode sigmaa); b) Carte calculŽe en incluant de l'information de phase expŽrimentale
(mode combine).

La figure 2.4.12 montre la carte de densitŽ 2Fo-Fc calculŽe avec le mod•le comprenant le
complexe, a) sans et b) avec utilisation de l'information de phase expŽrimentale. Pour cette
carte non plus, on ne peut constater de meilleure dŽfinition de la carte utilisant les phases
expŽrimentales.
NŽanmoins, l'obtention de bonnes phases expŽrimentales permet de calculer des cartes de
densitŽ Žlectronique expŽrimentales prŽcises. Ces derni•res peuvent s'avŽrer utiles pour
construire ou placer le mod•le du ligand dans des cas o• la carte 1Fo-Fc prŽsente des
ambigu•tŽs. La carte expŽrimentale peut alors apporter de l'information non biaisŽe par le
mod•le de la protŽine.

Figure 2.4.12!: Carte de densitŽ 2Fo-Fc calculŽe avec le mod•le affinŽ de la protŽine et du complexe. Pour les
deux cartes, le m•me mod•le a ŽtŽ utilisŽ. a) Carte calculŽe sans utiliser de l'information de phase expŽrimentale

(mode sigmaa); b) Carte calculŽe en incluant de l'information de phase expŽrimentale (mode combine).
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II.4.5. YGGV

Complexe Nb
complexes
affinŽs

Qcns Bcns [• 2] R Rfree RŽsolution
[•]

Gd-DOTMA 1 2*0,33!; 0,25!; 0,17 24; 62; 49 0.28 0.33 2,70
Gd-DOTA-
BOM

0 0,47!; 0,39!; 0,34 44!; 40!; 45 0.31 0.38 2,68

Gd-DO3A 1 0,51!; 0,17!; 0,25!; 0,2024!; 45!; 25!; 25 0.34 0.38 2,68

Complexe Site RŽsidus proches, distances de l'ion de Gd

2 Tyr 84, Tyr 88, Lys101 tous ˆ 6-7 •Gd-DOTMA
3 His127 (~7 •)
1 His127 (~7 •) (= site 3 Gd-DOTMA)

2 Tyr84 (~6-7 •) (= site 2 Gd-DOTMA)

Gd-DOTA-BOM

3 Asn10 (~4 •)

Gd-DO3A 2 Tyr 84, Tyr 88, Lys101 (6-7 •) (= site 2 Gd-DOTMA)
Tableau 2.4.3!: Statistiques d'affinement des dŽrivŽs d'YGGV.

La rŽsolution des donnŽes, limitŽe ̂  2,7!•, fait que l'interprŽtation de la densitŽ Žlectronique,
l'identification d'Žventuelles interactions entre les complexes et la protŽine et enfin
l'estimation de distances ne peuvent •tre effectuŽes avec prŽcision.

YGGV + Gd-DOTMA (charge!: -1)

Site principal (taux d'occupation!: 2*0,33)

Figure 2.4.13!: Liaison du complexe Gd-DOTMA sur le site de fixation principal du dŽrivŽ d'YGGV. Le site se
trouve sur un axe de symŽtrie cristallographique. a) ReprŽsentation en mode surface Žlectrostatique,

b)!L'interaction du complexe avec la molŽcule, c) La carte 2Fo-Fc du mod•le affinŽ. a) et b) En vert et en jaune!:
les deux molŽcules de complexe liŽes par symŽtrie (en rŽalitŽ les deux orientations ne coexistent pas sur un

m•me site, mais sont distribuŽes statistiquement).

Le site de fixation est situŽ sur un axe de symŽtrie cristallographique d'ordre 2. La molŽcule
de complexe n'obŽissant pas ̂ cette symŽtrie, son orientation dans le site est statistiquement
distribuŽe entre deux orientations possibles.
Le complexe est liŽ entre les cha”nes principales de deux molŽcules de protŽine symŽtriques
(voir figure 2.4.13). Le complexe n'interagit pas directement avec la surface protŽique. La
densitŽ de la molŽcule d'eau qui agit comme neuvi•me ligand de l'ion de Gd3+ est bien dŽfinie
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(figure 2.4.13.c) (Gd-O!: 2,5 •). Le complexe est entourŽ de nombreuses molŽcules d'eau
ordonnŽes. Comme on peut le voir sur la figure 2.4.13.c, la densitŽ 2Fo-Fc correspondant au
ligand est relativement forte. L'interprŽtation de la densitŽ expŽrimentale et de la carte 1Fo-Fc
n'est cependant pas aisŽe, car la densitŽ des deux orientations du complexe est superposŽe.
Apr•s avoir modŽlisŽ le complexe, il reste beaucoup de densitŽ non modŽlisŽe autour des
molŽcules.

YGGV + Gd-DO3A (charge!: 0)

Site principal (taux d'occupation!: 0,51)
Le complexe est liŽ dans une relativement Žtroite cavitŽ formŽe par deux molŽcules de
protŽine symŽtriques (figure 2.4.14.a). La faible taille de la cavitŽ peut expliquer la fixation
exclusive du plus petit complexe ̂  cet endroit. La fixation se fait selon le mode
habituellement observŽ pour ce complexe. L'ion Gd3+ est coordonnŽ par les deux atomes
d'oxyg•ne carboxyliques de l'Asp33 (Gd-O!~2,7!•). Les atomes d'oxyg•ne agissent ainsi
comme 8e et 9e ligand de l'ion de Gd. L'orientation exacte de la molŽcule de ligand ne peut
•tre dŽterminŽe avec certitude, la densitŽ Žlectronique correspondant au ligand Žtant forte,
mais assez mal dŽfinie (figure 2.4.14.c).

Figure 2.4.14!: Site de fixation principal du complexe Gd-DO3A dans le dŽrivŽ d'YGGV. a) La reprŽsentation en
mode surface Žlectrostatique montre l'Žtroite cavitŽ de fixation, l'ion de Gd pointant vers une zone de surface

fortement nŽgative. b) L'ion est coordonnŽ par l'Asp33. c) La carte de densitŽ 2Fo-Fc du mod•le affinŽ.
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II.4.6. YeaZ

Complexe Nb de
complexes
affinŽs

Nb de
Sites

Qcns Bcns [• 2] R Rfree RŽsolution
[•]

Gd-DOTMA 1 8 0,66;0,36;0,42;
0,20;0,17;0,17

48,75,100,
94,67,63,68

0,22 0,25 2,3

Gd-DO3A 2 6 0,74;0,30;0,33;
0,67;0,18;0,29

30;41;53;
39;48; 45

0,23 0,29 2,7

Complexe Site RŽsidus proches Complexe Site RŽsidus proches
1 AspB182, HisC33 1 AspB182, HisC33
2 TrpD102, ArgD103 2 GluC32
3 PheD67 3 TrpD102, ArgD103
4 HisB33, AspC182 4 HisB33, AspC182
5 TyrB216 5 TyrB216

Gd-DOTMA

6 PheA67

Gd-DO3A

6 TrpB102
Tableau 2.4.4!: Statistiques d'affinement des dŽrivŽs affinŽs de Yeaz. La protŽine cristallise avec quatre

molŽcules dans l'unitŽ asymŽtrique, certains sites de fixation se retrouvent pour plusieurs molŽcules. Ces sites
structuralement proches sont indiquŽs dans la m•me couleur. Les deux complexes ont la plupart des sites de

fixation en commun. Les sites correspondants sont Žgalement indiquŽs dans la m•me couleur.

Les deux complexes Gd-DOTMA et Gd-DO3A ont plusieurs sites de fixation en commun. La
protŽine cristallise avec 4 molŽcules par unitŽ asymŽtrique. Pour certains sites de fixation, le
complexe se lie Žgalement sur des sites Žquivalents, structuralement proches des autres
monom•res. Les taux d'occupation des sites homologues sont cependant diffŽrents. Le mode
de fixation a pu •tre affinŽ pour les sites de fixation principaux. Le taux d'occupation des sites
minoritaires est trop faible pour pouvoir identifier le mode de fixation des complexes.

YeaZ + Gd-DOTMA (charge!: -1)

Site!1 (taux d'occupation!: 0,66)

Figure 2.4.15!: Site de fixation principal du dŽrivŽ yeaZ avec Gd-DOTMA. a) Le complexe se lie via son c™tŽ
ionique. Il est entourŽ de rŽsidus protŽiques. b) DensitŽ 2Fo-Fc du mod•le affinŽ.
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Le site de fixation se trouve dans une cavitŽ, entourŽ de rŽsidus appartenant ̂ diffŽrents
monom•res de la protŽine (figure 2.4.15.a). Le complexe se lie via son c™tŽ ionique, l'ion Gd3+

Žtant coordonnŽ par un atome dÕoxyg•ne carboxylique de lÕAspB182 (Gd-OD!: 2,7!•). Le
macrocycle est tournŽ vers le solvant et les c™tŽs du complexe sont entourŽs de rŽsidus
protŽiques et d'un rŽseau de molŽcules d'eau ordonnŽes. Comme le montre la figure 2.4.15.b,
la densitŽ 2Fo-Fc est bien dŽfinie pour certaines parties du ligand alors qu'elle est moins
bonne pour d'autres parties. Apr•s affinement du mod•le, il reste un peu de densitŽ 1Fo-Fc
rŽsiduelle.

YeaZ + Gd-DO3A (charge!: 0)

Site 1 (taux d'occupation!: 0,74)
Le site de fixation est le m•me que le site principal du dŽrivŽ de yeaZ avec Gd-DOTMA. La
fixation du complexe engendre des changements de conformation de rŽsidus du site de
fixation (voir figure 2.4.16.a). Ces mouvements permettent l'interaction entre le ligand et deux
rŽsidus protŽiques et la coordination de l'ion Gd3+ par les deux atomes dÕoxyg•ne
carboxyliques de l'AspB182 qui fournit ainsi le 8e et 9e ligand ̂  l'ion Gd3+. En effet, malgrŽ la
relativement basse rŽsolution des donnŽes de 2,7!•, la carte de densitŽ Žlectronique montre
assez clairement l'interaction entre l'atome dÕoxyg•ne du ligand et l'atome dÕazote NE2 de
lÕHisC33 (O-NE2!: 2,7!•) d'une part et l'interaction du m•me atome d'oxyg•ne avec l'atome
dÕazote NE de lÕArgC31 (O-NE!: 2,7!•) d'autre part (figure 2.4.16.b). Le taux d'occupation,
plus ŽlevŽ pour le complexe Gd-DO3A que pour le complexe Gd-DOTMA, s'explique peut-
•tre par la plus petite taille du complexe Gd-DO3A et par le renforcement de la fixation par
les interactions ligand-protŽine supplŽmentaires. Cet effet est particuli•rement important pour
le site 4 (site Žquivalent au site!1), pour lequel les taux d'occupation sont de 0,64 (Gd-DO3A)
et de 0,20 (Gd-DOTMA) respectivement. La bien meilleure dŽfinition de la densitŽ
Žlectronique du complexe Gd-DO3A (figure 2.4.16.b) peut •tre due ̂  une orientation plus
figŽe de ce complexe. L'affinement du mod•le du complexe liŽ dans le site 4 (site Žquivalent
au site principal) montre que la fixation se fait de la m•me mani•re, la densitŽ Žlectronique
Žtant cependant moins bien dŽfinie.

Figure 2.4.16!: Site de fixation principal du dŽrivŽ yeaZ + Gd-DO3A. a) en or!: l'orientation des rŽsidus
protŽiques dans le dŽrivŽ yeaZ + Gd-DO3A, en gris!: leur orientation dans le dŽrivŽ yeaZ + Gd-DOTMA.

b)!Carte 2Fo-Fc du mod•le affinŽ.
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II.4.7. Glucose isomŽrase

Complexe Nb de
complexes
affinŽs

Qcns Bcns [• 2] R Rfree RŽsolution
[•]

Gd-DTPA 1 0,45 19 0,19 0,20 1,45
Gd-DO3A 3 0,56;0,56;0,37;0,

24;0,15;0,10
22;26;21;19;1
5;15

0,21 0,21 1,44

Complexe Site RŽsidus proches
4 Glu132, Arg10
5 proche du site 3 (distance 5,3 •)

Gd-DO3A

6 Asp297, Arg42
Tableau 2.4.5!: Statistiques d'affinement pour les dŽrivŽs affinŽs de glucose isomŽrase

Glucose isomŽrase + Gd-DO3A (charge 0)
Le dŽrivŽ glucose isomŽrase + Gd-DO3A prŽsente un nombre relativement ŽlevŽ de six sites
de fixation du complexe, dont les taux d'occupation varient de 10 ̂  56%. Pour tous les sites
(sauf le site 5), un glutamate ou un aspartate se trouve ̂  proximitŽ de l'ion ainsi qu'une ou
plusieurs arginines. Le taux d'occupation ŽlevŽ des sites 1, 2 et 3 a permis l'affinement de la
structure du complexe liŽ ̂  la protŽine. Il est tr•s probable que le mode de fixation aux sites 4
et 6 soit le m•me que celui qui est observŽ pour les sites 1, 2 et 3.

Site 1 (taux d'occupation!: 0,56)
Comme le montre la figure 2.4.17.a, la fixation du complexe se fait gr‰ce ˆ la coordination de
l'ion Gd3+ par les deux atomes dÕoxyg•ne carboxyliques du Glu207, le macrocycle Žtant
tournŽ vers le solvant. La fixation est renforcŽe par la formation de ponts salins entre deux
atomes dÕoxyg•ne d'un m•me bras du ligand et les deux atomes dÕazote NH1 et NH2 de
lÕArg208 (O-NH: 2,8 et 2,9!• respectivement). Le taux d'occupation du site est proche de
50%, ce qui fait qu'il a ŽtŽ possible d'affiner la double conformation des deux rŽsidus
protŽiques impliquŽs dans la fixation du complexe. Comme le montre la figure 2.4.17.b, la
densitŽ 2Fo-Fc du mod•le affinŽ est assez bien dŽfinie.

Figure 2.4.17!: Site de fixation 1 du dŽrivŽ glucose isomŽrase + Gd-DO3A. a) Les deux rŽsidus en interaction
avec le complexe sont en double conformation. En or!: la conformation "liante", en gris!: la conformation "non-

liante". b) La densitŽ 2Fo-Fc du mod•le affinŽ est bien dŽfinie.
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Site 2 (taux d'occupation!: 0,56)
La coordination de l'ion se fait, de mani•re analogue au site 1, par le rŽsidu Glu325 (Gd-O!:
2,6 et 2,4!• respectivement). La double conformation du rŽsidu est montrŽe dans la figure
2.4.18.a. Les atomes dÕoxyg•ne de deux bras diffŽrents du ligand (atomes dÕoxyg•ne proches
de l'ion) forment des ponts salins avec les atomes dÕazote NH de deux arginines
(O-NH(Arg374)!: 2,8!• et O-NH(Arg387)!: 2,9!•). La densitŽ 2Fo-Fc calculŽe pour la
structure affinŽe, non montrŽe ici, est assez bien dŽfinie, sauf pour le bras du ligand qui
n'interagit pas avec la protŽine.

Figure 2.4.18!: a) Site de fixation 2 du dŽrivŽ glucose isomŽrase + Gd-DO3A. En gris, la conformation "non-
liante" du rŽsidu Glu325. b) Site de fixation 3 du dŽrivŽ glucose isomŽrase + Gd-DO3A. En gris, les

conformations "non-liantes" des rŽsidus voisins au site. c) ReprŽsentation en mode surface Žlectrostatique du
site!3.

Site 3 (taux d'occupation!: 0,37)
La coordination de l'ion se fait de mani•re analogue aux sites 1 et 2 par les deux atomes
dÕoxyg•ne du Glu38, dont la double conformation est indiquŽe dans la figure 2.4.18.b.
L'Arg32 est Žgalement en double conformation, sa conformation "native" provoquerait un
conflit stŽrique avec le ligand. Un atome dÕoxyg•ne du ligand interagit avec l'atome dÕazote
NE1 du Trp300 (O-NE1!: 2,7!•). La figure 2.4.18.c montre la surface Žlectrostatique de la
protŽine, bien adaptŽe par sa forme ̂  la fixation du complexe. La zone de surface en contact
avec le complexe est chargŽe nŽgativement.

Glucose isomŽrase + Gd-DTPA (charge -2)
Initialement, il m'a manquŽ le mod•le du complexe ̂ utiliser pour cet affinement-ci, car la
structure cristallographique du complexe Gd-DTPA n'Žtait pas connue. J'ai pu rŽsoudre
ensuite la structure du complexe avec un dŽrivŽ d'une autre protŽine o• la densitŽ Žlectronique
du complexe Žtait mieux dŽfinie. Cette structure m'a servi pour continuer l'affinement du
dŽrivŽ de glucose isomŽrase.
Dans ce dŽrivŽ, le complexe se lie sur un site unique, occupŽ ̂ 45%. Comme le montre la
figure 2.4.19.b, la densitŽ Žlectronique correspondant au complexe n'est que partiellement
bien dŽfinie et prŽsente des lacunes au niveau de la cha”ne et du bras qui pointe vers le
solvant. Le c™tŽ ionique du complexe est tournŽ vers la surface protŽique. Une molŽcule
d'eau, liŽe ̂  l'ion Gd3+ et dont la densitŽ est bien dŽfinie, sert de neuvi•me ligand (Gd-O!:
2,8!•) et ponte l'ion ˆ la surface protŽique et ˆ d'autres molŽcules d'eau.
Ë proximitŽ du site de fixation, une partie de densitŽ 1Fo-Fc, relativement Žtendue, n'est pas
occupŽe par des rŽsidus protŽiques. Je l'ai modŽlisŽe en pla•ant le mod•le d'une molŽcule de
dimŽglumine, molŽcule qui sert de contre-ion dans la solution mŽdicale du complexe utilisŽe.
Le mod•le de cette molŽcule ne permet cependant pas de remplir enti•rement la densitŽ
rŽsiduelle.
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Figure 2.4.19!: Fixation du complexe Gd-DTPA dans la protŽine glucose isomŽrase. a) Interaction du complexe
avec la protŽine et une molŽcule d'eau. b) La densitŽ 2Fo-Fc du complexe n'est pas partout bien dŽfinie.

II.4.8. Lysozyme

Complexe
(Ccomplexe!=!300!mM)

Nb de
complexes
affinŽs

Qcns Bcns [• 2] R Rfree RŽsolution
[•]

Gd-HPDO3A 2 1,00;0,87 13;11 0,17 0,20 1,53
Gd-DOTA-BOM 1 0,74 22 0,22 0,25 1,53
Gd-DOTA 2 0,82;0,53 17;16 0,19 0,19 1,54
Gd-DO3A 2 0,96;0,69;0,31;0,1838;21;17;130,26 0,28 1,54

Tableau 2.4.6!: Statistiques d'affinement pour les dŽrivŽs affinŽs de lysozyme

Le site de fixation dont le taux d'occupation est le plus ŽlevŽ est identique pour les quatre
complexes. Le deuxi•me site est identique pour trois des complexes, il est inoccupŽ pour le
complexe Gd-DOTA-BOM. La particularitŽ de la protŽine est sa taille relativement petite et le
faible contenu de solvant du cristal de ~!25% seulement, ce qui limite le nombre de sites de
fixations potentiels. Les deux sites de fixation principaux sont situŽs dans une cavitŽ Žtroite
formŽe par trois molŽcules symŽtriques de la protŽine (voir figure 2.4.20). Les figures 2.5.21.a
et b montrent plus en dŽtail les sites de fixation 1 et 2. On remarque le bon accord entre la
taille des complexes et la taille de la cavitŽ. Les zones de surface en contact avec le complexe
sont essentiellement chargŽes positivement.
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Figure 2.4.20!: ReprŽsentation en mode surface Žlectrostatique de la cavitŽ de fixation formŽe par trois molŽcules
de protŽine (avec deux molŽcules de complexe Gd-DOTA).

Figure 2.4.21!: a) Site de fixation 1, b) site de fixation 2 (avec des molŽcules de complexe Gd-DOTA).

Pour le dŽrivŽ du complexe Gd-DOTA-BOM, la structure du complexe a ŽtŽ modŽlisŽe par la
structure du complexe Gd-DOTMA, car il n'y a pas de densitŽ qui correspondrait au
groupement (phŽnylmŽthoxy)mŽthyle du complexe et la structure cristallographique du
complexe seul n'est pas connue.

Mode de fixation
La figure 2.4.22 montre la cavitŽ de fixation avec les mod•les affinŽs des diffŽrents
complexes. Les quatre figures correspondent ̂ la m•me perspective, ce qui permet de
comparer l'orientation des diffŽrents complexes. Pour les quatre complexes, le macrocycle de
la molŽcule liŽe au site 1 est en interaction hydrophobe avec le cycle aromatique du Trp62, les
plans formŽs par les deux cycles sont parall•les. Pour les complexes Gd-HPDO3A et Gd-
DO3A, la distance entre les deux plans est infŽrieure ̂ 3,5!•, elle est de ~3,8!• pour Gd-
DOTA et de ~4!• pour Gd-DOTA-BOM. Dans le site 2, le macrocycle des complexes Gd-
DOTA et Gd-DO3A est en interaction hydrophobe avec le Trp123, le macrocycle Žtant
parall•le au cycle aromatique du tryptophane (distance ~3,5!•). Pour le complexe Gd-DO3A,
le macrocycle et le cycle aromatique du tryptophane sont cependant lŽg•rement dŽcalŽs. La
molŽcule du complexe Gd-HPDO3A dans le site 2 est dans une orientation diffŽrente par
rapport aux deux autres complexes. La molŽcule oppose son c™tŽ ionique au c™tŽ ionique du
complexe du site 1. C'est un c™tŽ formŽ par deux bras du complexe qui se place parall•lement
au Trp123. Alors que les plans formŽs par le macrocycle des complexes sont parall•les pour
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les deux molŽcules de Gd-HPDO3A, ils ne le sont pas pour les complexes Gd-DO3A et Gd-
DOTA. Pour une description plus dŽtaillŽe du mode de fixation du complexe Gd-HPDO3A
voir plus loin, au paragraphe II.4.8.a.

Figure 2.4.22!: Mod•les affinŽs des diffŽrents complexes liŽs dans le site de fixation 1 (gauche) et 2 (droite) des
dŽrivŽs du lysozyme. Les quatre figures correspondent ˆ la m•me perspective.

Gd-DO3A (charge!: 0)

Site 1 (taux d'occupation!: 0,96)
Les deux atomes qui assurent la coordination de l'ion Gd3+ sont l'atome dÕoxyg•ne OD de
lÕAsp101 (Gd-O!: 2,9!•) et un atome dÕoxyg•ne appartenant au complexe liŽ dans le site 2
(O(ligand 2)-Gd(site!1)!: 2,9!•).

Site 2 (taux d'occupation!: 0,69)
Un des atomes dÕoxyg•ne du ligand pointe vers l'ion Gd3+ du site 1. L'ion Gd3+ du site 2 est
coordonnŽ par un ou deux atomes dÕoxyg•ne carboxyliques de lÕAsp119. La densitŽ de la
double conformation du rŽsidu Asp119 n'est pas assez bien dŽfinie pour dŽterminer les
interactions de mani•re prŽcise.

Gd-DOTA (charge!: -1)

Site 1 (taux d'occupation!: 0,82)
Le neuvi•me ligand de l'ion Gd3+ est prŽsent sous forme d'un atome dÕoxyg•ne carboxylique
du complexe fixŽ dans le site 2 (Gd-O!: 2,7!•). Une liaison!H entre un atome dÕoxyg•ne du
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ligand et l'atome dÕazote ND2 de l'Asn103 renforce la fixation du complexe (O-ND2!: 2,8!•).
Les molŽcules de complexe liŽes sur les sites 1 et 2 sont entourŽes d'un rŽseau de molŽcules
d'eau ordonnŽes, stabilisant la fixation des complexes. La densitŽ 2Fo-Fc du complexe dans le
site 1, qui n'est pas montrŽe ici, est bien dŽfinie.

Site 2 (taux d'occupation!: 0,53)
Le neuvi•me ligand de l'ion est formŽ par une molŽcule d'eau dont la densitŽ est bien dŽfinie
(Gd-O!: 2,4!•). Un des atomes dÕoxyg•ne du ligand ponte vers l'ion Gd3+ du premier site.

Gd-DOTA-BOM (charge!: -1)
Le complexe (reprŽsentŽ par le mod•le du complexe Gd-DOTMA) ne se lie que dans le site 1.
De mani•re analogue au complexe Gd-DOTA, un atome dÕoxyg•ne du ligand forme une
liaison!H avec l'atome dÕazote ND2 de l'Asn103 (O-ND2!: 2,8!•). Le complexe est entourŽ
d'un rŽseau de molŽcules d'eau ordonnŽes. Le neuvi•me ligand de l'ion est une molŽcule d'eau
dont la densitŽ est tr•s bien dŽfinie.

La figure 2.4.23 rŽsume les mouvements des rŽsidus engendrŽs par la fixation des diffŽrents
complexes.

Figure 2.4.23!: Figure indiquant les mouvements de rŽsidus protŽiques engendrŽs par la fixation des complexes.
En gris!: mod•le du complexe Gd-DO3A pour indiquer l'emplacement des complexes liŽs. En jaune!: orientation
gŽnŽrale des rŽsidus dans les dŽrivŽs sauf mention contraire. En rouge!: conformation dans le dŽrivŽ lysozyme +

Gd-DO3A. En vert!: orientation de l'Arg125 dans la structure native.

II.4.8.a. Le r™le des molŽcules d'eau ordonnŽes pour la fixation coopŽrative des deux
molŽcules du complexe Gd-HPDO3A (charge!: 0)

Les molŽcules de complexe liŽ dans le site 1 et le site 2 (taux d'occupation!: 1,0 et 0,87
respectivement) ne forment aucune liaison!H avec les rŽsidus protŽiques. Le neuvi•me ligand
des ions Gd3+ est prŽsent sous forme de molŽcules d'eau dont la densitŽ est tr•s bien dŽfinie
pour les deux sites (O-Gd(site1)!: 2,3!•, O-Gd(site 2)!: 2,6!•). Le taux d'occupation des deux
sites, ŽlevŽ malgrŽ le faible nombre de liaisons directes entre les complexes et la protŽine,
peut Žventuellement •tre expliquŽ par le caract•re coopŽratif de la fixation des deux
molŽcules. En effet, les deux molŽcules lŽg•rement dŽcalŽes se faisant face, cette orientation
permet d'Žtablir un rŽseau d'interactions symŽtriques (voir figure 2.4.24). Ainsi, deux liaisons
H sont formŽes entre des atomes d'oxyg•ne des deux ligands. L'atome dÕoxyg•ne hydroxyle
du bras portant le groupement mŽthyle interagit avec un atome dÕoxyg•ne carboxylique du
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ligand situŽ en face (et rŽciproquement) (O-O!: 2,7!•). De plus, un rŽseau symŽtrique de six
molŽcules d'eau ordonnŽes entre les deux molŽcules de complexe renforce l'interaction, toutes
les molŽcules d'eau interagissant avec les deux molŽcules de complexe. La densitŽ 2Fo-Fc des
deux ligands affinŽs est en effet tr•s bien dŽfinie. Ainsi il est possible de distinguer les trois
bras carboxyliques des ligands du bras portant un groupement mŽthyle, ce qui a permis de
corriger l'orientation de la molŽcule dŽcrite dans Girard et al. (2002).

Figure 2.4.24!: a) Un rŽseau de molŽcules d'eau assure le contact entre les deux molŽcules de complexe. Les
liaisons H sont indiquŽes par des traits pointillŽs gris. b) La densitŽ 2Fo-Fc des molŽcules de complexe et des

molŽcules d'eau est tr•s bien dŽfinie.

II.4.8.b. Conclusions sur la sŽlectivitŽ de la fixation des complexes dans les dŽrivŽs de
lysozyme

Les deux complexes ̂ ligand linŽaire ne sont pas fixŽs dans les cristaux. Il semble que la
prŽsence du macrocycle soit nŽcessaire pour fixer le complexe, car il permet l'interaction
hydrophobe avec le cycle aromatique du tryptophane (ou des tryptophanes). La fixation des
complexes ne semble pas dŽpendre de la charge globale du complexe, car aussi bien des
complexes neutres que des complexes chargŽs nŽgativement se sont fixŽs.

II.4.9. Thaumatine

Complexe
(Ccomplexe!=!300!mM)

Nb de
complexes
affinŽs

Qcns Bcns
[• 2]

R Rfree RŽsolution
[•]

Gd-DOTA-BOM 2 0,84; 0,48 18; 15 0,20 0,20 1,45
Gd-DTPA-BMA 1 0,66 22 0,19 0,20 1,45
Gd-DOTA 1 0,54 20 0,20 0,20 1,45
Gd-DTPA 1 0,50 15 0,19 0,20 1,45

Tableau 2.4.7!: Statistiques d'affinement pour les dŽrivŽs affinŽs de thaumatine

Le site de fixation principal des quatre complexes Gd-DOTA-BOM, Gd-DTPA-BMA, Gd-
DOTA et Gd-DTPA est identique. Il s'agit d'une cavitŽ de 14!• de diam•tre et 11!• de
profondeur dont la surface est chargŽe nŽgativement (figure 2.4.25.a). Tous les complexes se
lient ˆ la protŽine dans une orientation similaire, leur macrocycle ("pseudomacrocycle" pour
les ligands linŽaires DTPA et DTPA-BMA) Žtant en superposition, ainsi que, du moins
approximativement, l'orientation des bras des ligands (figure 2.4.25.b). La fixation des
complexes n'engendre aucun changement d'orientation de rŽsidus protŽiques. Le complexe
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Gd-DOTA-BOM est le seul complexe qui se lie ˆ un deuxi•me endroit de la surface
protŽique. Les quatre autres complexes ne se lient ni au site de fixation principal ni ˆ aucun
autre endroit.

Figure 2.4.25!: a) ReprŽsentation en mode surface Žlectrostatique du monom•re de la protŽine et de la cavitŽ de
fixation avec les mod•les affinŽs des quatre complexes. b) CavitŽ de fixation avec les rŽsidus protŽiques voisins
et la superposition des quatre complexes qui se fixent ˆ cet endroit. En jaune!: le ligand du complexe Gd-DOTA-
BOM modŽlisŽ par le complexe Gd-DOTMA, en rouge!: le ligand de Gd-DTPA-BMA, en bleu: le ligand de Gd-

DTPA, en vert!: le ligand de Gd-DOTA.

Mode de fixation - site 1
Tous les complexes se lient via le c™tŽ ligand, le macrocycle (ou "pseudomacrocycle") Žtant
parall•le au cycle aromatique de la Phe181 de la cavitŽ de fixation, ̂  une distance d'environ
3,5!• (figure 2.4.26). On remarque cependant un lŽger dŽcalage pour le complexe Gd-DOTA.
La fixation des complexes Gd-DTPA-BMA et Gd-DOTA met en jeu la formation d'un pont
salin entre un atome dÕoxyg•ne carboxylique du ligand et l'atome dÕazote NZ de la Lys49 (O-
NZ!: ~2.5!•). La fixation du complexe Gd-DTPA met en jeu une liaison H entre un atome
dÕoxyg•ne du ligand et l'atome dÕoxyg•ne OG de la Thr190 (O-O!: 2,9!•). Pour les quatre
complexes, l'ion Gd3+ pointe vers le solvant. Pour trois des complexes, une molŽcule d'eau liŽe
ˆ l'ion Gd3+ joue le r™le de neuvi•me ligand. Pour le complexe Gd-DOTA, il n'y a pas de
densitŽ Žlectronique qui indiquerait la prŽsence d'une molŽcule d'eau liŽe ̂  l'ion Gd3+. La
fixation des quatre complexes implique un rŽseau de molŽcules d'eau ordonnŽes entre le
ligand et la surface protŽique. MalgrŽ leurs taux d'occupation ŽlevŽs, supŽrieurs ̂ 0,5, la
densitŽ Žlectronique des ligands est gŽnŽralement mal dŽfinie. La densitŽ permet de
facilement identifier l'emplacement et l'orientation du macrocycle (ou "pseudomacrocycle"),
mais elle est gŽnŽralement assez "globulaire" et il est difficile de distinguer l'emplacement des
bras des ligands dans la densitŽ. Le manque de dŽtail de la densitŽ Žlectronique indique
probablement un dŽsordre de rotation du ligand. Cependant, la position de l'ion Gd3+ ne
semble pas affectŽe par le dŽsordre, les valeurs du facteur d'agitation thermique Žtant de
l'ordre de 20!• 2 et le pouvoir de phasage des diffŽrents dŽrivŽs Žtant excellent comme le
prouvent les statistiques de phasage.
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! !

Figure 2.4.26!: a), b), c) et d) Site de fixation principal de la thaumatine et les mod•les affinŽs des quatre
complexes, le complexe Gd-DOTA-BOM Žtant reprŽsentŽ par le complexe Gd-DOTMA. Pour les complexes

pour lesquels le dŽsordre de fixation fait qu'on ne peut pas placer le mod•le du ligand sans ambigu•tŽ, la
conformation qui correspond le mieux ˆ la densitŽ est reprŽsentŽe. e) et f)!: Cartes de densitŽ 2Fo-Fc des mod•les

affinŽs de e) Gd-DOTA et f) Gd-DTPA. On remarque que la densitŽ du complexe Gd-DOTA est assez mal
dŽfinie.

Gd-DOTA-BOM, le complexe avec le taux d'occupation le plus ŽlevŽ prŽsente la densitŽ la
moins bien dŽfinie. Il n'y a pas de densitŽ indiquant l'emplacement Žventuel du groupement
(phŽnylmŽthoxy)mŽthyle, le complexe a donc ŽtŽ modŽlisŽ par le mod•le du complexe Gd-
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DOTMA. Comme on peut le voir sur la figure 2.4.26.e, la densitŽ des bras du complexe Gd-
DOTA est assez mal dŽfinie, sauf pour le bras impliquŽ dans un pont salin. La densitŽ du
complexe Gd-DTPA est la mieux dŽfinie de tous les complexes, bien que le complexe se lie
avec le taux d'occupation le plus bas (figure 2.4.26.f). Il est possible que le ligand de ce
complexe soit plus ordonnŽ ̂ cause de la liaison H entre le ligand et la protŽine et les deux
interactions par liaison H via des molŽcules d'eau, indiquŽes dans la figure 2.4.26.d.
Cependant, il n'aurait pas ŽtŽ possible de construire le mod•le du complexe ̂ partir de la
densitŽ 1Fo-Fc de ce dŽrivŽ, et nous avons utilisŽ le mod•le du complexe construit avec le
dŽrivŽ d'une autre protŽine.

Conclusions concernant le site!1
La fixation exclusive des quatre complexes ne s'explique apparemment ni par leur charge (les
complexes liŽs portent des charges -1, -2 ou sont neutres), ni par la forme cyclique ou linŽaire
de leur ligand.

Gd-DOTA-BOM, site de fixation 2 (taux d'occupation!: 0,48)
Le complexe Gd-DOTA-BOM se lie sur un deuxi•me site, d'une mani•re tout ̂  fait diffŽrente
du premier site (figure 2.4.27). Le complexe tourne son c™tŽ formŽ par deux bras du ligand
vers la surface protŽique, l'ion Gd3+ et le macrocycle Žtant exposŽs au solvant. La liaison du
complexe se fait par formation de liaisons H entre deux atomes dÕoxyg•ne du ligand et les
atomes d'oxyg•ne des cha”nes latŽrales d'une sŽrine et d'une tyrosine (O(ligand)-O(Ser10)!:
2,8!•, O(ligand)-O(Tyr11)!: 2,5!•). La fixation du complexe implique Žgalement un rŽseau
de molŽcules d'eau ordonnŽes. La densitŽ Žlectronique qui correspond ˆ la partie du complexe
impliquŽe dans les liaisons!H vers les rŽsidus protŽiques est relativement bien dŽfinie, alors
que la densitŽ de la partie tournŽe vers le solvant est tr•s mal dŽfinie (figure 2.4.27.b). La
densitŽ 2fo-Fc de la molŽcule d'eau agissant comme neuvi•me ligand est tr•s bien dŽfinie
(Gd-O!: 2,7!•).

Figure 2.4.27!: a) Deuxi•me site de fixation du complexe Gd-DOTA-BOM. Comme il n'y a pas de densitŽ
Žlectronique qui indiquerait l'emplacement du groupement (phŽnylmŽthoxy)mŽthyle du ligand, le complexe est

modŽlisŽ par la structure du complexe Gd-DOTMA. b) Carte 2Fo-Fc du mod•le affinŽ.

Conclusions
De mani•re analogue au site de fixation dans le lysozyme, le site 1 de ce dŽrivŽ sert de site de
fixation pour plusieurs complexes ̂ la fois. Les sites de fixation de ces deux protŽines
correspondent ˆ des cavitŽs prononcŽes dans la structure cristalline de la protŽine.
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Dans le cas de la thaumatine, on voit que ce n'est pas uniquement le taux d'occupation d'un
site de fixation qui dŽtermine l'interprŽtabilitŽ de la carte de densitŽ Žlectronique
correspondant au ligand, mais aussi la fixation du complexe dans une orientation privilŽgiŽe.
Ainsi, la densitŽ Žlectronique des parties de ligand impliquŽes dans des liaisons
directionnelles (liaisons!H) est gŽnŽralement plut™t bien dŽfinie.
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II.4.10. ProtŽine X

Nb de
sites de
fixation

Nb de
complexes
affinŽs

Qcns Bcns [• 2] R Rfree RŽsolution
[•]

Gd-DTPA 1 1 0,99 37 0,26 0,30 2,03
Gd-DOTMA 1 1 0,65 44 0,21 0,25 2,17
Gd-HPDO3A 5 4 0,87;0,66;0,60;

0,72;0,13
33;36;31;
46;27

0,21 0,24 2,17

Gd-DO3A 6 3 0,83;0,66;0,63;
0,30;0,28;0,29

41;41;50;
44;37;41

0,22 0,25 2,17

Gd-DOTA-BOM 4 0 0,95;0,17;0,10;
0,12

38;40;39;
41

0,23 0,24 1,40

Gd-DTPA-BMA 2 0 0,34; 0,28 62; 62 0,24 0,28 2,98
Tableau 2.4.8!: Statistiques d'affinement pour les dŽrivŽs affinŽs de la protŽine X.

Classement des sites de fixation

Figure 2.4.28!: Mod•le affinŽ de la protŽine X en reprŽsentation cartoon. Les sites de fixation des diffŽrents
complexes sont indiquŽs et nommŽs de 1 ˆ 7. En vert!: le complexe Gd-HPDO3A, en rouge!: Gd-DO3A, en
magenta!: Gd-DTPA, en cyan!: Gd-DOTMA, en bleu!: Gd-DOTA-BOM, reprŽsentŽ par le mod•le de Gd-

DOTMA.

Site 1 Site 2 Site 3 Site 4 Site 5
complexe Qcns complexe Qcns complexe Qcns complexe Qcns complexe Qcns

HPDO3A
DO3A

0,87
0,30

HPDO3A
DO3A

0,66
0,66

HPDO3A

DOTA-BOM

0,60

0,17

HPDO3A
DO3A
DOTA-BOM

0,72
0,63
0,95

HPDO3A
DO3A

0,13
0,83

Tableau 2.4.9!: Taux d'occupation des sites 1 ˆ 5 avec les complexes Gd-HPDO3A, Gd-DO3A et Gd-DOTA-
BOM (le nom des complexe est abrŽgŽ par le sigle du ligand).
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Les sites de fixation des diffŽrents complexes
La protŽine X fait partie des protŽines qui lient la choline (choline binding proteins - ChBP).
Le motif fixant la choline (choline binding motive!: cbm) est composŽ d'une sŽquence
particuli•re d'approximativement 20 acides aminŽs (dont au moins deux tryptophanes) (Garcia
et al., 1988). Ce motif est intŽgrŽ de mani•re rŽpŽtŽe dans la structure de la protŽine, les sites
cbm Žtant tous localisŽs dans la partie C-terminale de la protŽine (ˆ droite dans la figure
2.4.28). Les sites de fixation 1 ˆ 5 correspondent ˆ des sites cbm. Ils lient de prŽfŽrence les
complexes Gd-HPDO3A et Gd-DO3A et aussi le complexe Gd-DOTA-BOM. Le taux
d'occupation des diffŽrents sites est diffŽrent pour les trois complexes (voir tableau 2.4.9).
Les sites 6 et 7 ne correspondent pas ̂ des sites cbm. C'est sur ces deux sites que se lient les
complexes Gd-DTPA et Gd-DOTMA. Chacun des deux complexes n'a qu'un seul site de
fixation avec cette protŽine. On remarque qu'il n'y a pas de site de fixation des complexes sur
la partie N-terminale de la protŽine, dont la surface est chargŽe tr•s nŽgativement.

Dans la discussion qui suit, les numŽros de sites correspondent ˆ la dŽnomination dŽfinie plus
haut (figure 2.4.28) et non pas ˆ la valeur du taux d'occupation.

Mode de fixation des diffŽrents complexes

Gd-DTPA (charge!: -2)

Site 6 (taux d'occupation!: 0,99)
Le site est localisŽ vers le c™tŽ C-terminal de la protŽine, correspondant ˆ une partie de
surface globalement chargŽe positivement (figure 2.4.29.a). On remarque la co•ncidence d'une
zone de surface de charge positive avec la fixation du seul complexe de charge -2. La fixation
se fait dans une orientation o• tous les groupements carboxyles sont tournŽs vers la surface.
Le complexe se lie avec son c™tŽ ionique tournŽ vers la surface. Son orientation permet
l'interaction de l'ion Gd3+ et de la plupart des groupements carboxyliques du ligand avec les
rŽsidus de la surface protŽique. La cha”ne du complexe est tournŽe vers le solvant. L'ion Gd3+

est coordonnŽ par l'atome dÕoxyg•ne OD de lÕAsn266 (Gd-O!: 2,4!•) qui agit comme
neuvi•me ligand de l'ion. Les interactions directes entre les atomes dÕoxyg•ne du ligand et des
rŽsidus protŽiques sont indiquŽes dans la figure 2.4.29.b. Deux atomes dÕoxyg•ne d'un m•me
bras du ligand forment des liaisons H avec les atomes dÕazote amide de la cha”ne principale
(O(loin Gd)-N(Asn269)!: 2,8!•, O(proche Gd)-N(Gly268)!: 2,9!•). Les atomes dÕoxyg•ne de
deux autres bras forment une liaison!H avec l'atome dÕoxyg•ne OH de la Tyr264 (O(ligand)-
OH!: 2,7!•) et un pont salin avec l'atome dÕazote NZ de la Lys273 (O(ligand)-NZ!: 2,6!•). De
plus, un rŽseau de molŽcules d'eau ordonnŽes entre le ligand et la surface renforce la fixation
(figure 2.4.30.a).
Cinq molŽcules d'eau sont directement liŽes aux atomes d'oxyg•ne du ligand et en particulier
aux atomes dÕoxyg•ne des deux bras du ligand qui n'interagissent pas directement avec des
rŽsidus protŽiques. La densitŽ Žlectronique correspondant au ligand dans ce dŽrivŽ est si bien
dŽfinie qu'il a ŽtŽ possible de construire le mod•le du complexe ̂ partir de la densitŽ 1Fo-Fc,
calculŽe sans le mod•le du complexe, et ainsi de rŽsoudre la structure du complexe jusque-lˆ
inconnue.
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Figure 2.4.29!: Site de fixation 6 du dŽrivŽ protŽine X + Gd-DTPA. a) ReprŽsentation en mode surface
Žlectrostatique. b) Interactions directes entre le complexe et la surface protŽique.

Figure 2.4.30!: Site de fixation 6 du dŽrivŽ protŽine X + Gd-DTPA. a) Les molŽcules d'eau coordonnŽes par le
ligand du complexe. b) La densitŽ 2Fo-Fc du mod•le affinŽ du complexe et des molŽcules d'eau est tr•s bien

dŽfinie.

Gd-DOTMA  (charge!: -1)

Site 7 (taux d'occupation!: 0,65)
Le complexe se lie par un c™tŽ formŽ par deux bras du ligand ˆ une partie de surface
lŽg•rement concave et chargŽe positivement (figure 2.4.31.a). Sa fixation semble reposer sur
le rŽseau de molŽcules d'eau ordonnŽes entre la surface protŽique et le ligand, incluant quatre
molŽcules d'eau coordonnŽes au ligand ̂  des distances comprises entre 2 et 3!•. Il n'y a pas
de densitŽ claire qui correspondrait ˆ un atome agissant de neuvi•me ligand pour l'ion Gd3+.
Bien que la densitŽ du mod•le affinŽ ne soit pas bien dŽfinie pour la partie du ligand tournŽe
vers le solvant, elle permet d'identifier sans ambigu•tŽ l'orientation du complexe.
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Figure 2.4.31!: Site de fixation 7 du dŽrivŽ protŽine X + Gd-DOTMA. a) ReprŽsentation en mode surface
Žlectrostatique. b) La densitŽ 2Fo-Fc du mod•le affinŽ.

Gd-HPDO3A (charge!: 0)
Tous les sites de fixation du complexe correspondent ˆ des cavitŽs cbm. La charge de la
surface des cavitŽs est lŽg•rement nŽgative. Les cavitŽs cbm sont formŽes par au moins deux
tryptophanes dont les cycles aromatiques sont approximativement perpendiculaires. La
fixation du complexe Gd-HPDO3A se fait par interaction hydrophobe entre le macrocycle du
complexe et le cycle aromatique du tryptophane situŽ au fond de la cavitŽ, les plans des deux
cycles Žtant parall•les (distance entre plans parall•les ~!3,7 •). Le cycle du deuxi•me
tryptophane de la cavitŽ est parall•le ̂  un c™tŽ du complexe formŽ par deux bras du ligand.
Pour les sites 1, 2 et 3, la densitŽ Žlectronique montre la prŽsence d'une molŽcule d'eau liŽe ̂
l'ion Gd3+, agissant comme neuvi•me ligand de l'ion. Pour les sites 1 et 2, cette m•me
molŽcule d'eau ponte, par liaison H, l'atome dÕazote ND2 d'une asparagine du bord de la
cavitŽ de fixation.

Par la suite, je dŽcris d'Žventuelles interactions supplŽmentaires propres aux diffŽrents sites.

Site 1 (taux d'occupation!: 0,87) (figure 2.4.32)
La liaison du complexe implique une molŽcule de protŽine symŽtrique, un atome dÕoxyg•ne
du ligand formant un pont salin avec l'atome dÕazote NZ de la Lys196, rŽsidu qui appartient ̂
la molŽcule symŽtrique (O-NZ!: 2,7!•). Un atome dÕoxyg•ne du ligand interagit avec l'atome
d'azote de la m•me asparagine, qui est pontŽe par la molŽcule d'eau liŽe au Gd3+ (O(ligand)-
OD!: 2,7!•). Un rŽseau de molŽcules d'eau entoure le ligand, dont cinq molŽcules directement
liŽes au ligand. La densitŽ 2Fo-Fc du mod•le affinŽ est bien dŽfinie (figure 2.4.32.c).
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Figure 2.4.32!: Site de fixation 1 du dŽrivŽ protŽine X + Gd-HPDO3A. a) ReprŽsentation en mode surface
Žlectrostatique de la cavitŽ de fixation. En gris, la lysine 196 appartenant ˆ une molŽcule de protŽine symŽtrique.

b) Interactions entre le complexe et la protŽine et une molŽcule d'eau qui sert de neuvi•me ligand ˆ l'ion Gd3+.
c)!La densitŽ 2Fo-Fc du mod•le est bien dŽfinie.

Site 2 (taux d'occupation!: 0,66) (figure 2.4.33.a)
La densitŽ Žlectronique, non montrŽe ici, est relativement bien dŽfinie et permet d'identifier
l'orientation du complexe. De mani•re analogue au site 1, l'asparagine impliquŽe dans la
coordination de la molŽcule d'eau liŽe au gadolinium interagit Žgalement avec un atome
dÕoxyg•ne du ligand. Du rŽseau de molŽcules d'eau entourant le complexe cinq molŽcules
sont directement liŽes au ligand.

Figure 2.4.33!: Sites de fixation du dŽrivŽ protŽine X + Gd-HPDO3A!: a) site 2, b) site 3, c) site 4.

Site 3 (taux d'occupation!: 0,60) (figure 2.4.33.b)
Un rŽseau de molŽcules d'eau entourant le complexe inclut 3 molŽcules directement liŽes au
ligand.

Site 4 (taux d'occupation!: 0,72) (figure 2.4.33.c)
Le site 4 poss•de trois tryptophanes perpendiculaires. Le cycle d'un des tryptophanes est
parall•le au macrocycle du ligand et les cycles des deux autres sont parall•les ̂ deux c™tŽs du
complexe respectivement formŽs par deux bras du ligand. Un autre c™tŽ de la cavitŽ est formŽ
par une tyrosine, perpendiculaire ˆ deux des tryptophanes. L'ion Gd3+ pointe vers le solvant.
Une molŽcule d'eau est directement liŽe au ligand.

Gd-DO3A (charge!: 0)
Tous les sites de fixation du complexe sont des cavitŽs cbm. Dans tous les sites de fixation, le
complexe Gd-DO3A est liŽ par interaction hydrophobe, son macrocycle Žtant parall•le au
cycle aromatique d'un des tryptophanes formant la cavitŽ, ̂  une distance lŽg•rement
supŽrieure ̂ 3 •. Pour deux des complexes affinŽs (site 5 et site 2), le cycle du deuxi•me
tryptophane de la cavitŽ est approximativement parall•le au c™tŽ du complexe formŽ par deux



93

bras de ligand. Pour ces deux m•mes sites, l'ion Gd3+ est coordonnŽ par l'atome dÕoxyg•ne
OD de l'asparagine du bord de la cavitŽ, qui fournit ainsi un huiti•me ligand ̂  l'ion. Cette
coordination engendre un mouvement du rŽsidu vers l'ion (voir Figure 2.4.35.b). La densitŽ
Žlectronique ne permet pas d'identifier un neuvi•me ligand Žventuel de l'ion. Pour aucun des
sites, la fixation n'implique la formation de liaisons hydrog•ne ou ioniques entre le ligand et
des rŽsidus protŽiques. Des caractŽristiques supplŽmentaires des diffŽrents sites de fixation,
sont donnŽes ci-dessous

Site 5 (taux d'occupation!: 0,83)
Le site le plus occupŽ par le complexe Gd-DO3A correspond ̂ un site faiblement occupŽ
(13%) du complexe Gd-HPDO3A. L'orientation du complexe Gd-HPDO3A n'a pas ŽtŽ
affinŽe, mais la densitŽ 1Fo-Fc indique que le complexe se lie dans une orientation
perpendiculaire au complexe Gd-DO3A, alors que pour les autres sites leur fixation se fait
dans la m•me orientation. Le taux de fixation plus ŽlevŽ du complexe Gd-DO3A pourrait •tre
dž ̂  la taille plus petite de cette cavitŽ. Quatre molŽcules d'eau sont liŽes au ligand, dont une
qui ponte un atome dÕoxyg•ne amide de la cha”ne principale.

Figure 2.4.34!: Site de fixation 5 du dŽrivŽ protŽine X + Gd-DO3A. a) ReprŽsentation en mode surface
Žlectrostatique. b) Coordination de l'ion Gd3+ par l'Asp269. c) DensitŽ 2Fo-Fc du mod•le affinŽ.

Site 2 (taux d'occupation!: 0,66) (figure 2.4.35.a, b et c)
La densitŽ n'indique aucune interaction par liaison!H du ligand ni avec des rŽsidus protŽiques
ni avec des molŽcules d'eau.

Figure 2.4.35!: Site de fixation 2 du dŽrivŽ protŽine X + Gd-DO3A. a) et b) En rouge!: le mod•le de Gd-DO3A,
en vert le mod•le de Gd-HPDO3A. a) ReprŽsentation en mode surface de la cavitŽ de fixation (la surface est

calculŽe ˆ partir de la conformation des rŽsidus dans le dŽrivŽ du complexe Gd-HPDO3A). b) En gris!: la
conformation du rŽsidu Asn228 dans le dŽrivŽ de Gd-DO3A, en or!: sa conformation dans le dŽrivŽ de Gd-

HPDO3A. Pour la fixation du complexe Gd-DO3A, le mouvement du rŽsidu Asn228 vers l'ion Gd3+ permet la
coordination directe de l'ion Gd3+. c) Fixation du complexe Gd-DO3A.
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Site 4 (taux d'occupation!: 0,63)
Cette cavitŽ est formŽe par trois tryptophanes et une tyrosine dont les cycles sont
perpendiculaires. Les deux tryptophanes qui ne sont pas parall•les au macrocycle du ligand se
trouvent chacun face ̂  un bras du ligand. L'ion Gd3+ pointe vers le solvant. La densitŽ de ce
site n'est pas tr•s bien dŽfinie et ne permet pas de dŽtecter d'Žventuels huiti•me et neuvi•me
ligand de l'ion Gd3+.

Figure 2.4.36!: Site de fixation 4 du dŽrivŽ protŽine X + Gd-DO3A.

Les trois sites de fixation mineurs du complexe (taux d'occupation ~30%) se trouvent
Žgalement dans des cavitŽs cbm.

Gd-DOTA-BOM  (charge -1)

Site 4 (taux d'occupation!: 0,95)
Le complexe se lie avec un taux d'occupation tr•s ŽlevŽ dans la cavitŽ cbm du site 4. Cette
cavitŽ, relativement large, est formŽe par trois tryptophanes et une tyrosine perpendiculaires.
La densitŽ Žlectronique expŽrimentale et 1Fo-Fc autour de l'ion Gd3+ est tr•s forte, mais elle
ne semble pas correspondre ˆ une orientation ordonnŽe du complexe (figure 2.4.37.a) et ne
permet pas de modŽliser le complexe fixŽ.

Figure 2.4.37!: a) DensitŽ Žlectronique expŽrimentale au site 4 du dŽrivŽ protŽine X + Gd-DOTA-BOM.
b)!Formule du ligand DOTA-BOM.
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Gd-DTPA-BMA (charge 0)!:
Le complexe se lie avec des taux d'occupation de l'ordre de 30% dans les cavitŽs cbm du site
2 et du site 4.

II.4.11. RŽsultats sur la fixation des complexes

L'affinement des structures dŽrivŽes montre que ces derni•res sont assez isomorphes avec la
structure native. GŽnŽralement, la fixation des complexes engendre peu de changement de la
structure protŽique, des param•tres de maille et de la forme cristalline. Pour certains dŽrivŽs la
liaison du complexe engendre des mouvements de cha”ne latŽrale de rŽsidus en interaction
directe avec le complexe. La fixation des complexes sur les protŽines est non-covalente et de
faible affinitŽ. GŽnŽralement, elle rŽsulte de multiples interactions faibles, impliquant le plus
souvent un rŽseau de molŽcules d'eau coordonnŽes entre le complexe et la surface protŽique et
elle dŽpend de la forme de la surface protŽique.

La fixation des complexes peut combiner diffŽrents types d'interaction dont les suivants!:

1) L'interaction directe entre l'ion Gd3+ et des atomes chargŽs nŽgativement des rŽsidus de la
surface protŽique. Pour des complexes o• l'ion Gd3+ est entourŽ par 8 atomes de coordination
du ligand, l'ion interagit avec un seul atome de la surface protŽique, par exemple avec l'atome
dÕoxyg•ne de la cha”ne latŽrale des rŽsidus Asn, Gln, Asp ou Glu. Pour le Gd-DO3A
fournissant 7 atomes de coordination, l'ion pourra interagir avec deux atomes chargŽs
nŽgativement (les deux atomes dÕoxyg•ne carboxyliques de lÕAsp ou du Glu).

1b) L'ion Gd3+ coordonne une molŽcule d'eau. Cette m•me molŽcule d'eau ponte l'ion Gd3+ ˆ
un ou plusieurs rŽsidus protŽiques.

2) Des ponts salins ou des liaisons H directes entre les atomes d'oxyg•ne des bras des ligands
(les atomes d'oxyg•ne et d'azote pour Gd-DTPA-BMA) et des atomes d'oxyg•ne ou d'azote de
la surface protŽique.

3) L'interaction hydrophobe entre le macrocycle (ou "pseudo-macrocycle") et des rŽsidus
aromatiques de la surface protŽique.

4) L'Žtablissement d'un rŽseau de liaisons H ˆ travers la coordination de molŽcules d'eau par
les atomes dÕoxyg•ne (et dÕazote) des bras des ligands. Ces molŽcules d'eau Žtablissent
Žventuellement des ponts vers la surface protŽique.

5) L'interaction entre deux complexes menant ̂ la fixation coopŽrative de deux molŽcules de
complexe voisines (lysozyme).

Le tableau 2.4.9 rŽsume quelle sorte d'interaction dŽcrite ci-dessus intervient lors de la
fixation des complexes pour les diffŽrents dŽrivŽs.
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Gd-HPDO3A (0) Gd-DO3A (0)
lysozyme protŽine X lysozyme protŽine X YGGV yeaZ GI
3  4  5 3  1b  2  4 1  3  4  5 1  3  4 1 1  2 1  2  4
4  5 3  1b  2  4 1  3  4  5 1  3

3  4 3
3  4

Gd-DOTMA (-1) Gd-DTPA-BMA (0)
protŽine!X urate Yggv yeaZ urate thaumatine
4 3  2  4 2  4 1  4 1  2  4 3

1  2  4
1b  2  4

Gd-DTPA (-2) Gd-DOTA (-1) Gd-DOTA-BOM (-1)
protŽine!X GI thaumatine lysozyme thaumatine lysozyme thaumatine
1  2  4 1b  2  4 3  2  4 3  1  2  5 3  2 3  2  4 3

3  5 2  4
Tableau 2.4.9!: Interactions intervenant pour la fixation des complexes avec les diffŽrentes protŽines (entre

parenth•ses la charge totale du complexe). Plusieurs lignes correspondent ˆ diffŽrents sites de fixation.
AbrŽviations des noms de protŽine!: GI!: glucose isomŽrase, urate!: urate oxydase.

Les complexes se lient souvent dans des cavitŽs plus ou moins prononcŽes, formŽes par la
surface de la protŽine (thaumatine) ou par l'empilement cristallin (lysozyme), ce qui indique
l'importance de facteurs stŽriques pour la fixation. La reprŽsentation des surfaces
Žlectrostatiques permet de constater que les complexes chargŽs nŽgativement ont plus
tendance ̂ se lier sur des parties de surface chargŽes positivement que les complexes neutres.
La reprŽsentation de la surface montre que le complexe se lie de prŽfŽrence selon une
orientation qui accorde sa forme ˆ la forme de la surface, typiquement avec les bras
carboxyliques ou mŽthylamides qui se nichent dans des creux de la surface. On remarque que
deux complexes de structure tr•s proche peuvent se lier selon des modes de fixation tout ̂  fait
diffŽrents (exemples!: Gd-DOTA-BOM - Gd-DOTMA dans les protŽines lysozyme, urate
oxydase et protŽine X, Gd-HPDO3A - Gd-DOTA dans le lysozyme et la thaumatine). La
possibilitŽ de liaison par interaction hydrophobe entre un complexe particulier et le cycle
aromatique de tryptophanes ou de phŽnylalanines semble dŽpendre, outre de la nature du
rŽsidu aromatique, de l'environnement du rŽsidu aromatique ou peut-•tre des conditions
physico-chimiques. Ainsi dans le lysozyme les complexes Gd-HPDO3A et Gd-DO3A
interagissent avec le(s) tryptophane(s), mais non pas le Gd-DOTMA, alors que c'est l'inverse
pour l'urate oxydase. Les complexes qui interagissent avec la phŽnylalanine dans les dŽrivŽs
de thaumatine sont d'autres complexes, dont les deux complexes avec un ligand linŽaire qui,
eux, ne semblent pas interagir avec les tryptophanes.

II.4.11.a. Quelques caractŽristiques rŽcurrentes de la fixation des diffŽrents complexes

Gd-DO3A
Le mode de fixation principal du complexe correspond ̂ la coordination de l'ion Gd3+ par les
deux atomes dÕoxyg•ne carboxyliques d'un aspartate ou glutamate de la surface protŽique. Un
mode de fixation alternatif est l'interaction hydrophobe du macrocycle avec le cycle
aromatique de tryptophanes.
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Gd-HPDO3A et Gd-DOTA-BOM
Les deux complexes ont tendance ˆ Žtablir des liaisons hydrophobes avec les tryptophanes.

Les complexes Gd-DTPA-BMA, Gd-DTPA, Gd-DOTA, Gd-DOTMA et Gd-DOTA-BOM
interagissent de diffŽrentes mani•res avec les protŽines.

Le mode d'interaction peut, en partie, expliquer l'influence de la prŽsence du complexe sur la
solubilitŽ de la protŽine. L'interaction hydrophobe pourrait solubiliser la protŽine, car, dans
ces conditions, les complexes couvrent des parties hydrophobes de la protŽine. Inversement,
la fixation d'un complexe ̂ des rŽsidus ioniques de la surface par son c™tŽ ionique et tournant
son c™tŽ apolaire vers le solvant pourrait diminuer la solubilitŽ de la protŽine.

Conclusions
L'utilisation du complexe Gd-DO3A m•ne souvent ̂ des dŽrivŽs avec des sites de fixation
multiples et des taux de fixation moyens, mais suffisants pour un bon phasage. L'utilisation du
complexe Gd-HPDO3A est indiquŽe pour des protŽines avec un taux ŽlevŽ de tryptophanes
dans la sŽquence, pourvu que ces derniers soient supposŽs situŽs en surface.
La forte fixation des complexes Gd-HPDO3A et Gd-DO3A sur le motif structural cbm en fait
des candidats de premier choix pour prŽparer des dŽrivŽs avec des protŽines qui lient la
choline (ChBP). Il serait envisageable d'introduire des sites cbm dans d'autres protŽines par
mutagen•se dirigŽe. Pourvu qu'une telle introduction n'agisse trop fortement sur le repliement,
la solubilitŽ et la cristallisation de la protŽine les sites cbm pourraient alors agir comme sites
de fixation des complexes.

II.5. Conclusions

L'Žtude cristallographique de la fixation des complexes dans les cristaux de protŽines a ŽtŽ
menŽe avec un grand nombre de dŽrivŽs. Pour toutes les protŽines testŽes, il a ŽtŽ possible
d'obtenir des cristaux dŽrivŽs avec un fort pouvoir de phasage avec au moins un des
complexes testŽs.
Pendant ma th•se, l'utilisation des complexes a par ailleurs permis la rŽsolution de la structure
de quatre nouvelles protŽines.
Les rŽsultats de l'Žtude confirment le potentiel des complexes pour se fixer fortement dans les
cristaux et permettre ainsi l'obtention de dŽrivŽs ̂ fort pouvoir de phasage. Ils confirment la
facilitŽ d'utilisation des complexes et leur applicabilitŽ gŽnŽrale dans de nombreuses
conditions testŽes.
Pour une combinaison de protŽine et de complexe quelconque, le taux de succ•s pour obtenir
un dŽrivŽ performant est de l'ordre de 50%.
Pour prŽparer un dŽrivŽ anomal avec une nouvelle protŽine, en choisissant le complexe ̂
utiliser de mani•re ciblŽe, tenant compte des caractŽristiques de la protŽine, et Žventuellement
en testant deux ou trois complexes diffŽrents, il est tr•s probable d'obtenir un bon dŽrivŽ.
Les rŽsultats des affinements du mode de fixation des diffŽrents complexes permettent de
mieux orienter le choix du complexe ̂ utiliser en fonction des propriŽtŽs de la protŽine.
NŽanmoins, sauf pour des cas exceptionnels, comme celui des protŽines ChBP, il n'est pas
possible de prŽvoir avec certitude la fixation d'un complexe sur une protŽine. Cela est dž au
fait que la fixation des complexes rŽsulte gŽnŽralement de nombreuses interactions faibles,
impliquant, entre autres, le rŽseau de molŽcules d'eau ordonnŽes ˆ la surface de la protŽine en
combinaison avec des conditions stŽriques favorables ˆ la liaison du complexe.
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Il serait donc d'un grand intŽr•t de trouver un mŽthode relativement simple et facile ̂  mettre
en Ïuvre comme alternative ̂  la cristallographie pour dŽtecter la fixation ou non d'un
complexe avec une protŽine.



Partie III.

MŽthodes physico-chimiques pour dŽtecter
la fixation d'un complexe sur une protŽine
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III.0. MŽthodes physico-chimiques pour caractŽriser la fixation
des complexes sur des protŽines - Introduction

Les rŽsultats des affinements du mode de fixation des complexes sur les protŽines ne
permettent pas, dans le cas gŽnŽral, de prŽvoir la fixation ou non d'un complexe sur une
nouvelle protŽine. C'est pourquoi nous avons cherchŽ une mŽthode physico-chimique,
alternative ̂ la cristallographie, qui permettrait de caractŽriser l'interaction des complexes
avec des protŽines, en solution ou dans le cristal. On pourrait ainsi dŽterminer parmi les
complexes le meilleur candidat pour se fixer sur la protŽine avant d'Žventuelles expŽriences
cristallographiques. Le but est donc de trouver une mŽthode relativement simple et facile ̂
mettre en Ïuvre pour dŽterminer la constante de dissociation caractŽrisant l'interaction du
complexe avec la protŽine. L'ordre de grandeur attendu pour cette constante est dŽterminŽ ̂
partir des taux d'occupations observŽs lors de Žtudes cristallographiques (voir chapitre I.5.4).
Elle est de l'ordre de 100!mM.

Boggon & Shapiro (2000) et Lott et al. (2003) recommandent d'utiliser l'Žlectrophor•se de
gels de polyacrylamide natifs pour cribler des potentiels dŽrivŽs d'atomes lourds. L'analyse de
la migration du mŽlange protŽine avec le composŽ lourd permettrait de dŽtecter d'Žventuelles
incompatibilitŽs qui provoqueraient la dŽnaturation de la protŽine et seraient rŽvŽlŽes sur le
gel. En outre, la fixation d'un composant chargŽ sur la protŽine pourrait modifier sa migration,
ce qui permettrait de dŽtecter la fixation du complexe lourd sur la protŽine. Ils recommandent
Žgalement l'utilisation de la spectromŽtrie de masse pour dŽtecter l'Žventuelle fixation du
composant sur la protŽine. Des expŽriences de spectromŽtrie de masse en utilisant des dŽrivŽs
de protŽine obtenus avec nos complexes ont montrŽ qu'il Žtait possible de dŽtecter
l'association non covalente des complexes avec diffŽrentes protŽines. En revanche, il semble
difficile d'Žtablir par cette mŽthode la spŽcificitŽ de l'interaction et de comparer les diffŽrents
complexes entre eux (Eric Girard, communication personnelle).

Le choix de la mŽthode de dŽtection de la fixation du composant va dŽpendre des propriŽtŽs
physico-chimiques de l'atome lourd utilisŽ. Pour la recherche d'une telle mŽthode, nous nous
sommes appuyŽs sur les propriŽtŽs physico-chimiques particuli•res des lanthanides qui
permettraient leur dŽtection.

La forte fluorescence des lanthanides dans leur seuil d'absorption LIII  les rend facilement
dŽtectables par spectroscopie des rayons X. Cependant, cette mŽthode ne semble pas bien
adaptŽe pour dŽtecter la fixation d'un de nos complexes sur une protŽine. Comme nous
travaillons ̂ des concentrations de complexe ŽlevŽe, il y a une grande quantitŽ de molŽcules
de complexe non-liŽes dans les canaux de solvant et il serait difficile de distinguer ces
derni•res des molŽcules liŽes. En effet, la fluorescence des lanthanides ne varie que peu en
fonction de l'environnement. D'Žventuels changements de l'environnement de l'ion lors de la
fixation ne modifieraient pas le signal dŽtectŽ.
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III.0.1. DifficultŽs liŽes aux caractŽristiques des complexes utilisŽs

Pour dŽtecter la fixation de nos complexes, il faut tenir compte des particularitŽs des
complexes et de leur interaction avec les protŽines.
Premi•rement, la faible affinitŽ des complexes pour les protŽines fait qu'ils doivent •tre
utilisŽs avec une concentration ŽlevŽe. Il semble difficile de distinguer les molŽcules non-
liŽes, prŽsentes en grande quantitŽ dans les canaux de solvant du cristal des molŽcules liŽes ̂
la protŽine dans des sites spŽcifiques. Un trempage dans une solution ne contenant pas de
complexe de gadolinium afin d'enlever le complexe des canaux de solvant (back-soak) risque
de provoquer la dissociation des sites de fixation des molŽcules de complexe liŽes.
Pour des mŽthodes de dŽtection qui se servent des ions de lanthanides comme sondes pour
dŽtecter la fixation du complexe, un probl•me est que la fixation des complexes ̂ la protŽine
n'entra”ne pas de forts changements de l'environnement de l'ion, car la sph•re de coordination
de l'ion est presque saturŽe par les atomes du ligand.

III.0.2. ConsidŽrations expŽrimentales

La plupart des mŽthodes ont ŽtŽ testŽes en utilisant le lysozyme de blanc d'Ïuf de poule
comme protŽine mod•le, car elle est disponible en grandes quantitŽs et pas ch•re.
Comme nous ne connaissions pas l'influence des conditions physico-chimiques sur la fixation
des complexes sur les protŽines et afin de pouvoir comparer les rŽsultats obtenus par
diffŽrentes mŽthodes avec les rŽsultats obtenus par cristallographie, nous avons travaillŽ dans
des conditions physico-chimiques proches des conditions de cristallisation, si possible.
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III.1. CalorimŽtrie de titrage isotherme

III.1.1. Introduction

Une expŽrience de calorimŽtrie de titrage isotherme (ITC!: Isothermal Titration Calorimetry)
permet l'Žtude de l'interaction d'un ligand avec une macromolŽcule biologique. Elle permet de
dŽterminer l'enthalpie de la liaison du ligand avec la macromolŽcule (! Hb), ainsi que la
constante d'association (Ka) et la stÏchiomŽtrie de la rŽaction (n).
Dans une expŽrience de titrage ITC, le "ligand", contenu dans une seringue, est titrŽ dans une
solution de la "macromolŽcule", contenue dans une cellule (ou vice versa). L'expŽrience est
rŽalisŽe ˆ tempŽrature constante. Apr•s chaque ajout d'une petite quantitŽ de ligand, la chaleur
libŽrŽe ou absorbŽe est mesurŽe par rapport ̂  une cellule de rŽfŽrence remplie de solution
tampon. La diffŽrence de chaleur est exprimŽe comme la puissance Žlectrique requise pour
maintenir une tempŽrature constante entre la cellule contenant l'Žchantillon et la cellule de
rŽfŽrence, qui sont toutes deux placŽes dans un rŽcipient adiabatique. Quand la
macromolŽcule est saturŽe par le ligand, le signal de chaleur diminue et il ne reste plus que la
chaleur de dilution.
La figure 3.1.1 montre le schŽma du montage d'une expŽrience ITC.

Figure 3.1.1!: Diagramme d'une cellule ITC et seringue. La cellule contenant l'Žchantillon et la cellule de
rŽfŽrence (qui n'est pas montrŽe ici) sont placŽes dans un rŽcipient adiabatique, dont la tempŽrature est contr™lŽe

par le calorim•tre (McMahon, 2005).

Le domaine de constantes d'association directement mesurables est de 102 ˆ 109 M-1 (Pierce et
al., 1999). Les constantes d'affinitŽ typiques, que nous avons dŽterminŽes pour nos complexes
ˆ partir des expŽriences de cristallographie sont de l'ordre de 10 M-1.

La figure 3.1.2 montre des courbes de mesures typiques pour une rŽaction endothermique. La
pente au point dÕinflexion de la courbe de chaleur intŽgrŽe augmente avec la constante
d'association.



102

Figure 3.1.2!: Courbes de mesure typiques pour une rŽaction endothermique. La figure du haut montre la chaleur
absorbŽe ˆ chaque ajout de ligand. La figure du bas montre la chaleur absorbŽe intŽgrŽe par mole de ligand

ajoutŽ (http://www.microcalorimetry.com).

La figure 3.1.3 montre les isothermes de liaison simulŽes pour des valeurs diffŽrentes du
param•tre c, qui caractŽrise l'isotherme expŽrimentale, avec!: 

! 

c= Ka M[ ]n, o• [M] est la
concentration de la macromolŽcule dans la cellule et o• n caractŽrise la stÏchiomŽtrie n!:1 de
lÕassociation entre le ligand et la macromolŽcule.

Figure 3.1.3!: Isothermes de liaison simulŽes pour diffŽrentes valeurs du param•tre "c" (Wiseman et al. 1989).

Pour que la courbe expŽrimentale puisse •tre interprŽtŽe, il est nŽcessaire que la valeur de c
soit comprise entre 1 et 1000. Pour des faibles valeurs de c, la forme caractŽristique
sigmo•dale du graphe est perdue!: la transition devient tr•s large, sÕapprochant dÕune relation
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linŽaire. Le point d'Žquivalence, correspondant au rapport molaire n entre ligand et protŽine,
ne peut pas •tre dŽterminŽ.
Dans nos conditions expŽrimentales, avec une constante d'association de 10 M-1 et une
concentration de protŽine de 1,5!mM, nous obtenons une valeur approximative de

! 

c = Ka M[ ]n =10M" 1 * 1,5* 10" 3 M * 2 = 0,03.

III.1.1.a. DŽtermination des param•tres thermodynamiques

Pour un syst•me avec une stÏchiomŽtrie 1!:1, la chaleur absorbŽe ou libŽrŽe lors de l'ajout du
ligand est de

! 

Q =
V0" Hb M[ ] t Ka L[ ]

1+Ka L[ ]
(I)

Avec!: V0!: volume de la cellule, [M]t!: concentration de la macromolŽcule totale (incluant
molŽcules libres et liŽes), [L]!: concentration de ligand libre.

Avant l'intŽgration des pics des donnŽes brutes, les chaleurs de liaison sont normalisŽes en
fonction de la concentration du ligand et corrigŽes de l'effet de dilution.

En exprimant le relation (I) en fonction de la concentration totale de ligand [L]t, les valeurs de
Ka et ! Hb sont dŽterminŽes en ajustant les param•tres ̂ dŽterminer de fa•on ̂  faire concorder
la courbe calculŽe ˆ la courbe expŽrimentale.

Avant l'expŽrience, titrant et macromolŽcule devraient •tre dialysŽs, de prŽfŽrence dans un
m•me rŽcipient, afin de minimiser les artefacts dus ˆ des diffŽrences de tampon.

III.1.2. ƒtude de l'association d'une solution de lysozyme avec le complexe
Gd-HPDO3A par calorimŽtrie de titrage isotherme

Des expŽriences calorimŽtriques de titrage isotherme ont ŽtŽ rŽalisŽes en collaboration avec
Pierre le Parlou‘r (Thermal Consulting) avec la protŽine lysozyme de blanc d'Ïuf de poule et
le complexe Gd-HPDO3A.

III.1.2.a. Appareillage

Les expŽrimentations ont ŽtŽ rŽalisŽes avec le calorim•tre de titrage isotherme ITC CSC 4200,
ˆ l'entreprise SŽtaram ̂ Caluire. Le calorim•tre assure les fonctions suivantes dans une
gamme de tempŽrature de 0 ˆ 110 ¡C : programmation et rŽgulation de la tempŽrature du
calorim•tre, acquisition et numŽrisation des signaux de tempŽrature et de chaleur.

III.1.3. Conditions expŽrimentales

Les conditions expŽrimentales ont ŽtŽ choisies de mani•re ̂  •tre proche des conditions de
cristallisation (tampon, pH, concentration du complexe de gadolinium). Il Žtait cependant
nŽcessaire de travailler avec une concentration de NaCl plus basse que pour la cristallisation,
afin d'Žviter la formation de cristaux de lysozyme lors de l'expŽrience de titrage. La
concentration de la protŽine doit •tre ŽlevŽe pour obtenir une valeur ŽlevŽe du coefficient c.
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Nous avons choisi de rŽaliser les deux expŽrimentations suivantes :

ExpŽrience 1
Pour la premi•re expŽrience, le titrant est une solution tr•s concentrŽe de la protŽine, est c'est
la solution de complexe qui est placŽe dans la cellule (ˆ l'inverse des conditions habituelles,
o• cÕest la protŽine qui est placŽe dans la cellule). Les deux agents sont prŽparŽs dans le
m•me tampon.

Solution de titrage
250 µL

200!g/L lysozyme
50 mM acŽtate de sodium pH = 4,6

Solution de la cellule
1300 µL

110!mM Gd-HPDO3A
0,55!M NaCl
50 mM acŽtate de sodium pH = 4,6

ExpŽrience 2
Pour la deuxi•me expŽrience, le titrant est une solution concentrŽe du complexe Gd-
HPDO3A. La cellule contient la solution protŽique.

Solution de titrage
250 µL

1,0 M Gd-HPDO3A
0,5 M NaCl
50 mM acŽtate de sodium pH = 4,6

Solution de la cellule
1300 µL

22 g/L lysozyme
0,55 M NaCl
50 mM acŽtate de sodium pH = 4,6

Le calorim•tre rŽgule la tempŽrature ˆ 20¡C.
Pour les deux expŽriences, la cellule de rŽfŽrence, servant ̂ mesurer la chaleur de dilution du
titrant lors des injections, est remplie dÕune solution contenant 0,55!M de NaCl et tamponnŽe
avec 50!mM dÕacŽtate de sodium ˆ pH!4,6.

Pour chacune des deux expŽriences, 16 injections de 10 µL sont rŽalisŽes. LÕintervalle de
temps sŽparant 2 injections successives est de 5 minutes.
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III.1.4. RŽsultats

Le tableau 3.1.1 rŽsume les valeurs de chaleur mesurŽes ˆ chaque injection de ligand pour
l'expŽrience 1 et 2. Les courbes correspondantes sont montrŽes dans les figures 3.1.4 et 3.1.5.

ExpŽrience 1 ExpŽrience 2
Chaleur Vinj Chaleur Vinj

(µJ) (µL) (µJ) (µL)
44,01693 10 32863,33 10
-287,579 10 22479,15 10
-362,934 10 22008,67 10
-419,445 10 20797,67 10
-432,448 10 19612,49 10
-469,076 10 18678,75 10
-489,097 10 17771,14 10
-470,921 10 17165,28 10
-501,129 10 16536,61 10
-530,293 10 15940,74 10
-544,488 10 15348,6 10
-609,12 10 14749,4 10
-633,114 10 14164,71 10
-649,918 10 13509,32 10
-698,847 10 12991,81 10
-701,745 10 12132,76 10

Tableau 3.1.1!: Valeurs de chaleur mesurŽes pour l'expŽrience 1 et 2.
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ExpŽrience 1

La figure 3.1.4 montre la diffŽrence de chaleur pour les 16 injections de la solution protŽique
dans la cellule contenant le complexe. Le premier pic est endothermique et les 15 suivants
sont exothermiques. La chaleur de dilution de la protŽine dans le tampon a ŽtŽ soustraite.

Figure 3.1.4!: Chaleur dissipŽe (absorbŽe) en fonction du temps. Chaque pic correspond ˆ l'injection de 10!µL de
solution protŽique dans la cellule contenant le complexe. L'unitŽ en abscisses est en secondes, l'unitŽ en

ordonnŽes est arbitraire.

Figure 1
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ExpŽrience 2

La figure 3.1.5 montre la diffŽrence de chaleur pour les 16 injections de la solution de,
complexe dans la cellule contenant la protŽine. Tous les pics sont endothermiques. La chaleur
de dilution du complexe dans le tampon a ŽtŽ soustraite.

Figure 3.1.5!: Chaleur absorbŽe en fonction du temps. Chaque pic correspond ˆ l'injection de 10!µL de solution
de complexe dans la cellule contenant la protŽine. L'unitŽ en abscisses est en secondes, l'unitŽ en ordonnŽes est

arbitraire.

LÕallure des courbes obtenues (figure 3.1.4 et 3.1.5) ne correspond pas ̂ l'allure des courbes
qui est habituellement observŽe, et qui tend vers un valeur constante quand le point
d'Žquivalence (rapport molaire [titrant!/!agent dans la cellule]!= n) est atteint.
Un calcul des rapports molaires atteints dans nos conditions en montre la raison.
ExpŽrience!1!: le rapport molaire protŽine!/!ligand atteint lors de la derni•re injection est de
2,24!µM/143!µM!= 0,02.
ExpŽrience!2!: le rapport molaire ligand!/!protŽine atteint lors de la premi•re injection est de
160!µM/2!µM!= 5.
Pour l'expŽrience 1, le point d'Žquivalence (n!: rapport molaire protŽine!/!ligand!=!0,5) n'est
jamais atteint, alors que pour l'expŽrience 2, il est dŽpassŽ d•s la premi•re injection (n!:
rapport molaire ligand!/!protŽine!= 2).

Pour obtenir de meilleures conditions expŽrimentales, nous sommes limitŽs d'un c™tŽ par la
solubilitŽ de la protŽine (expŽrience 1) et de l'autre c™tŽ, en travaillant avec une concentration
de complexe plus faible, ou en injectant des volumes plus faibles (expŽrience 2), il est

Figure 3
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probable que les diffŽrences de chaleur dues ̂ l'association spŽcifique des deux molŽcules
deviennent nŽgligeables devant les effets parasites de l'expŽrience.
Le rŽsultat obtenu n'est pas surprenant, puisque, pour l'expŽrience 2, la valeur

! 

c= Ka M[ ]n =10M " 1 * 1,5* 10" 3M * 2= 0,03 est significativement plus faible que les valeurs
recommandŽes.
En outre, nous avons nŽgligŽ de dialyser les diffŽrentes solutions dans un m•me tampon, ce
qui peut engendrer des chaleurs parasites dues ̂  d'Žventuelles diffŽrences de pH et de
concentration.

III.1.5. Conclusion

L'affinitŽ du complexe Gd-HPDO3A, qui se fixe avec des populations ŽlevŽes sur la protŽine
lysozyme lors de la cristallisation, est trop faible pour pouvoir caractŽriser la fixation par des
expŽriences de calorimŽtrie. Cette mŽthode ne semble donc pas permettre de dŽtecter la
fixation d'un de nos complexes sur une protŽine en solution.

III.2. ExpŽriences de rŽsonance plasmonique de surface pour
caractŽriser l'interaction de la protŽine lysozyme avec le complexe
Gd-HPDO3A

La rŽsonance plasmonique de surface (RPS) est une mŽthode de caractŽrisation de la liaison
d'un "ligand" sur un "rŽcepteur" adsorbŽ ̂ la surface d'une couche mŽtallique. Le syst•me
dŽtecte la faible variation de l'indice de rŽfraction de l'interface quand le ligand se fixe aux
rŽcepteurs. Le signal mesurŽ est le changement de l'angle de rŽsonance.
Nous avons rŽalisŽ des expŽriences de RPS (Biacore) avec la protŽine lysozyme et le
complexe Gd-HPDO3A. Les courbes obtenues n'ont pas indiquŽ d'interaction spŽcifique entre
la protŽine et le complexe. Il est probable que la constante de dissociation de l'ensemble
protŽine et complexe de gadolinium soit trop faible pour que l'interaction puisse •tre
caractŽrisŽe par RPS. En effet, le domaine de constantes de dissociation typique pour des
expŽriences de RPS est compris entre Kd!=!10!mM et Kd!=!1!pM (McDonnell, 2001).
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III.3. ƒlectrophor•se de gels d'acrylamide natifs

L'Žlectrophor•se de gels natifs permet la sŽparation des protŽines en fonction de leur charge et
de leur taille hydrodynamique.
Nous aimerions voir si la fixation des complexes sur une protŽine modifie la vitesse de
migration de la protŽine. Pour des complexes chargŽs, leur charge ajoutŽe ̂ la charge de la
protŽine pourrait modifier la vitesse de migration de l'ensemble constituŽ de la protŽine et du
complexe. Pour une migration en sens direct, de lÕanode vers la cathode, la fixation d'un
complexe chargŽ nŽgativement devrait augmenter la vitesse de migration!; la migration en
sens inverse devrait •tre freinŽe par la fixation. Que les complexes soient chargŽs ou non, la
fixation du complexe pourrait freiner la migration en augmentant la taille de la molŽcule. La
masse approximative des complexes est de 650 g/mol!; la protŽine la plus petite que nous
avons ŽtudiŽe, le lysozyme, a une masse de 14!kDa. Pour deux sites de fixation par molŽcule
de protŽine, la diffŽrence relative de masse entre une molŽcule avec et sans complexe fixŽ
serait de ! m/m!~10%. Si le complexe se fixe dans une cavitŽ de la protŽine, l'influence sur la
taille hydrodynamique pourra •tre moindre.
Nous nous sommes posŽ la question suivante!: pour •tre proche des conditions de
cristallisation, quelle concentration de complexe faut-il ajouter ̂ la protŽine!? Dans la solution
dŽposŽe dans les puits du gel, la concentration de la protŽine est dÕenviron 1!mg/mL, alors que
dans la solution de cristallisation, la concentration protŽique est de 40!mg/mL (lysozyme).
Faut-il choisir une concentration de complexe proche de la concentration utilisŽe pour la
cocristallisation (Ccomplexe!=!100!mM) ou faut-il garder un rapport molaire protŽine!/!complexe
similaire ̂  celui des conditions de cristallisation (Ccomplexe!=!2,5!mM)!? Dans un premier temps,
nous avons choisi de travailler avec une concentration de complexe ŽlevŽe, pour voir si l'ajout
du complexe pouvait modifier la vitesse de migration.

III.3.1. PrŽparation des gels

Habituellement on prŽpare le gel natif pour la migration de la protŽine avec un tampon et un
pH choisi en fonction du point isoŽlectrique (pI) de la protŽine. La concentration d'acrylamide
est choisie en fonction de la taille de la protŽine. Cette concentration dŽtermine la taille du
maillage du gel polymŽrisŽ. On choisit cette concentration plus faible dans la partie supŽrieure
du gel ("stacking"), qui sert ̂  concentrer la protŽine, que dans la partie "running" qui sert ̂  la
sŽparation des bandes. Habituellement, le gel est prŽparŽ ̂ un pH supŽrieur au pI de la
protŽine. Dans le gel, la protŽine sera alors chargŽe nŽgativement. Le sens habituel de la
migration se fait alors de haut en bas, de l'anode, chargŽe nŽgativement, vers la cathode,
chargŽe positivement. La tension appliquŽe entre les deux Žlectrodes, et le courant rŽsultant,
sont choisis de sorte que la chaleur dissipŽe dans le gel nÕŽchauffe pas trop l'Žchantillon
(valeurs typiques!: 100!V et 30!mA). Pour la composition des gels, je me suis appuyŽ sur
lÕarticle de McLellan (1982).
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III.3.2. PrŽparation du gel pour la migration du lysozyme de blanc d'Ïuf de
poule

Tampon "running"
25!mM histidine
30!mM tampon MOPS [acide 3-(N-Morpholino)propanesulfonique] ŽquilibrŽ ̂ pH 6,6 avec
NaOH

Composition du gel
Le gel a ŽtŽ prŽparŽ avec le tampon "running" ˆ pH 6,6 et 7,5% d'acrylamide. Je n'ai pas
ajoutŽ de partie "stacking".
Pour un volume de 30!mL, le gel se prŽpare en mŽlangeant!:

21,6!mL tampon "running"
7,5!mL acrylamide (30%)
900 µL APS (1%) (persulfate dÕammonium, (NH4)2S2O8)
35 mL TEMED (N,N,NÕ,NÕ-Tetramethylethylenediamine, catalyseur pour la polymŽrisation
des gels de polyacrylamide)

PrŽparation des Žchantillons de protŽine ˆ dŽposer et dŽp™t des Žchantillons
Dans chaque puits, j'ai dŽposŽ 7!µL de solution contenant 5 ou 10!µg de protŽine, 100!mM de
complexe de gadolinium et 2!µL de la solution dŽcrite ci-dessous!:

Solution de dŽp™t
20% tampon "running"
80% glycŽrol
une petite quantitŽ de bleu de bromophŽnol

Tampon de migration
25!mM de tampon tris pH 8,3
92!mM glycine

Le gel, placŽ dans le tampon de migration, est reliŽ au gŽnŽrateur de courant. La migration a
ŽtŽ rŽalisŽe ̂ tempŽrature ambiante pendant ~2!h ̂  une tension de 100!V, dans des appareils
d'Žlectrophor•se de Amersham Biosciences "mighty small II" reliŽs ̂  un gŽnŽrateur de
courant EPS1.
Le pI de la protŽine (pI du lysozyme!=!11) est supŽrieur au pH du gel!: la protŽine sera
chargŽe positivement dans le gel. Pour faire migrer la protŽine dans le gel, il faut donc
inverser le sens des Žlectrodes par rapport au sens habituel.

Le gel est colorŽ avec le bleu de Coomassie.

III.3.3. RŽsultats obtenus avec le lysozyme de blanc d'Ïuf de poule

La figure 3.3.1 montre le gel d'Žlectrophor•se natif obtenu avec le lysozyme de blanc d'Ïuf de
poule et diffŽrents complexes de gadolinium.
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Figure 3.3.1!: Gel d'Žlectrophor•se natif o• 7 µL de solution contenant 5 ou 10 µg de lysozyme et un des
complexes de gadolinium ˆ une concentration de 100 mM ont ŽtŽ dŽposŽs dans les puits.

Le tableau 3.3.1 indique les complexes correspondant au numŽro de puits. La charge des
complexes est indiquŽe entre parenth•ses.

Sans additif Gd-DOTA-
BOM (-1)

Gd-DOTA
(-1)

Gd-DOTMA
(-1)

Gd-HPDO3A
(0)

Lysozyme 5!µg 1 2 3 4 5
Lysozyme 10!µg 6 7 8 9 10

Tableau 3.3.1!: QuantitŽ de protŽine dŽposŽe dans les puits du gel de la figure 3.3.1 et complexe ajoutŽ.

La figure 3.3.1 montre que la migration de la protŽine a ŽtŽ ralentie pour tous les puits
contenant des complexes chargŽs. Parmi les complexes chargŽs, ce sont les complexes Gd-
DOTA-BOM et Gd-DOTA qui se fixent dans les cristaux de lysozyme, le premier avec un
site de fixation unique, le deuxi•me avec deux sites de fixation (chapitre II.4.8). Le complexe
Gd-DOTMA ne se fixe pas de mani•re significative dans les cristaux de lysozyme. Alors que
le fort ralentissement de la migration de la protŽine dans les puits 3 et 8 est en accord avec la
fixation du complexe chargŽ Gd-DOTA sur deux sites de fixation, les deux complexes Gd-
DOTA-BOM et Gd-DOTMA ralentissent la migration de mani•re comparable, alors que ce
n'est que le premier qui se fixe significativement dans les cristaux de la protŽine. Pour le
complexe non chargŽ, Gd-HPDO3A, il ne semble pas y avoir de ralentissement significatif de
la migration (puits 5 et 10), alors que, dans le cristal, le complexe se fixe fortement.

III.3.4. Essais d'Žlectrophor•se de gels natifs avec d'autres protŽines

Des essais d'Žlectrophor•se de gel natif ont ŽtŽ rŽalisŽs avec les protŽines urate oxydase
d'Aspergillus flavus et glucose isomŽrase de Streptomyces rubiginosus. Les conditions de
prŽparation des gels sont rŽsumŽes dans le tableau 3.3.2. Cependant, aucun des gels n'a jamais
permis de discerner de diffŽrence de vitesse de migration dž ˆ l'ajout des complexes.
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Urate oxydase Glucose isomŽrase
pI 7,3 5
pH du gel 6,8 8,8 6,8 8,8
sens de migration inverse direct direct direct

Tableau 3.3.2!: Conditions de prŽparation de gels d'acrylamide natifs pour la migration des protŽines urate
oxydase et glucose isomŽrase.

La figure!3.3.2.montre l'exemple d'un gel d'acrylamide avec la protŽine glucose isomŽrase. Le
gel a ŽtŽ prŽparŽ avec un tampon TRIS pH!6,8, avec 3,75 % d'acrylamide dans la partie
"stacking" et 10% d'acrylamide dans la partie "running". Dans chaque puits, j'ai dŽposŽ 30!µg
de protŽine glucose isomŽrase avec 100!mM de complexe de Gd3+, sauf dans le puits 9, dans
lequel j'ai dŽposŽ la protŽine mŽlangŽe ˆ 10!mM d'EuCl3. Les puits 2 ̂  8 et 10 correspondent
aux huit diffŽrents complexes. La migration a ŽtŽ faite en sens direct.

Figure 3.3.2!: Gel d'acrylamide de la protŽine glucose isomŽrase et diffŽrents complexes de gadolinium.

Le gel correspond au cas le plus souvent observŽ avec les gels que j'ai prŽparŽs!: il n'y a pas
de diffŽrence de la vitesse de migration significative entre les diffŽrents puits. M•me l'ajout de
l'ion Eu3+, qui se fixe fortement ̂  la glucose isomŽrase dans deux sites de fixation et qui
devrait provoquer une diffŽrence de charge de +6, ne ralentit pas de mani•re significative la
migration.

III.3.5. Conclusions

Les rŽsultats du gel de lysozyme montrent que, pour les conditions utilisŽes ici, la migration
est ralentie par l'ajout des complexes chargŽs, et m•me par l'ajout de ceux qui ne se fixent pas
dans le cristal. Il reste ̂ dŽterminer, par des expŽriences supplŽmentaires, si un rapport peut
•tre trouvŽ entre le taux de fixation du complexe dans le cristal et la migration, peut-•tre en
travaillant avec des concentrations de complexe plus basses. Pour le lysozyme, la fixation du
complexe non chargŽ ne modifie pas de mani•re suffisante la taille hydrodynamique de la
protŽine pour provoquer un ralentissement de la fixation. Ceci veut dire que la mŽthode n'est
probablement pas bien adaptŽe ˆ la dŽtection de la fixation des complexes non chargŽs (qui
reprŽsentent la moitiŽ des complexes ŽtudiŽs).
Il reste cependant ̂ optimiser les conditions de prŽparation de gel et de migration pour les
gels avec d'autres protŽines, afin de pouvoir observer une diffŽrence de migration quand on
ajoute un complexe chargŽ. Les conditions ̂ modifier seraient la concentration d'acrylamide
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qui dŽtermine la vitesse de migration, le temps de migration, le pH et la concentration de
complexe utilisŽe.

III.4. ExpŽriences de rŽsonance magnŽtique nuclŽaire

III.4.1. Introduction

Le noyau de certains atomes poss•de un moment magnŽtique (spin) non nul. Dans un champ
magnŽtique externe (B0) lÕalignement du spin des noyaux avec le champ correspond ̂ des
niveaux d'Žnergie discrets. Pour faire passer le spin d'un noyau d'un niveau d'Žnergie ̂ un
autre niveau, d'Žnergie supŽrieure, il faut appliquer un rayonnement ŽlectromagnŽtique dont la
frŽquence correspond exactement ̂ la diffŽrence d'Žnergie entre les deux niveaux. Les
frŽquences typiques sont de l'ordre du MHz (frŽquence radio). Cette frŽquence de rŽsonance
dŽpend de l'intensitŽ du champ magnŽtique B0 et de l'environnement chimique du noyau. Un
spectre de rŽsonance magnŽtique nuclŽaire (RMN) unidimensionnel est obtenu en balayant un
domaine de frŽquences radio et en mesurant l'absorption pour toutes les frŽquences. Une
frŽquence d'absorption particuli•re correspond ̂ un type de noyau magnŽtique avec un
environnement chimique particulier. Dans les protŽines sans marquage isotopique, seuls les
protons ont un spin non nul. La frŽquence de rŽsonance des diffŽrents types de protons est
mesurŽe par rapport ̂  la frŽquence de rŽsonance d'un composŽ de rŽfŽrence, la diffŽrence
relative par rapport ̂  cette rŽfŽrence est appelŽe le dŽplacement chimique du proton et ne
dŽpend pas du champ magnŽtique appliquŽ. Le temps de relaxation d'un proton est la durŽe
pendant laquelle le spin reste dans l'Žtat excitŽ. La largeur de la bande d'absorption
correspondante est inversement proportionnelle ˆ la durŽe de vie de l'Žtat excitŽ.

III.4.2. DŽtection de la fixation d'un complexe sur une protŽine

En thŽorie, il y a deux possibilitŽs de dŽtecter la fixation du complexe sur la protŽine!:

a) Une premi•re possibilitŽ consiste ̂ utiliser comme sonde les molŽcules d'eau liŽes ̂  l'ion
Gd3+ dans le complexe en solution, molŽcules qui peuvent •tre remplacŽes par des rŽsidus
protŽiques lors de la fixation ˆ la protŽine. En effet, le voisinage du centre paramagnŽtique
Gd3+ provoque une forte baisse du taux de relaxation des protons des molŽcules d'eau (Aime
et al., 2000; Huskens et al., 1995). C'est cet effet qui est utilisŽ pour l'imagerie mŽdicale. Le
probl•me, si nous utilisions cette mŽthode, serait que, dž ˆ la faible affinitŽ des complexes
pour les protŽines, nous devrions travailler avec un large exc•s de complexe non liŽ, dont le
signal couvrirait alors le signal des molŽcules de complexe liŽes ˆ la protŽine.

b) La deuxi•me possibilitŽ consiste ̂ utiliser les protons de la protŽine proches du site de
fixation du complexe comme sonde. En effet, le centre paramagnŽtique Gd3+ provoque une
forte baisse du temps de relaxation des protons situŽs ˆ proximitŽ.
Avec un complexe dans lequel l'ion Gd3+ est remplacŽ par un autre ion de lanthanide non
paramagnŽtique (par exemple le lutŽtium), la fixation du complexe entra”nerait un
changement du dŽplacement chimique des protons de la protŽine ̂ proximitŽ du site de
fixation. Dans les deux cas, le probl•me est que, pour avoir une occupation suffisamment
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forte des sites de fixation sur la protŽine, il faut travailler avec un large exc•s de complexe.
Comme l'effet relaxant du Gd3+ est tr•s fort, en travaillant avec une concentration ŽlevŽ de
complexe de Gd3+, on risque d'avoir un Žlargissement des pics de lÕensemble des protons de la
protŽine, dž ˆ la prŽsence du complexe dans le solvant.

III.4.3. ExpŽriences de RMN 1D avec le lysozyme de blanc d'Ïuf de poule et
les complexes Gd-HPDO3A et Lu-HPDO3A

Nous avons choisi dÕŽtudier si la deuxi•me possibilitŽ (mŽthode b) permettrait de dŽtecter la
fixation d'un complexe sur une protŽine. Comme, en outre, nous disposions du complexe Lu-
HPDO3A, nous avons dŽcidŽ d'utiliser les complexes Gd-HPDO3A et Lu-HPDO3A, en
combinaison avec la protŽine lysozyme de blanc d'Ïuf de poule. En effet, le choix du
lysozyme comme protŽine test nous a paru prŽfŽrable ˆ plusieurs Žgards!:
-!nous pouvions facilement disposer d'une grande quantitŽ de la protŽine pure, qui n'est pas

ch•re,
-!nous avions ŽtudiŽ la fixation des complexes avec la protŽine!: les complexes de lanthanides

Ln-HPDO3A se fixent fortement dans les cristaux de la protŽine,
-!la protŽine a Žgalement ŽtŽ ŽtudiŽe en RMN et son spectre est attribuŽ (Redfield & Dobson,

1988).

Le complexe Ln-HPDO3A se lie au lysozyme ̂ proximitŽ de trois tryptophanes (voir chapitre
II.4.8.). Dans le spectre RMN 1D 1H du lysozyme, les protons liŽs aux atomes d'azote des
noyaux indole de cinq des six tryptophanes donnent lieu ˆ des raies uniques (Laurents &
Baldwin, 1997). Nous voulions donc tester si l'ajout du complexe Ln-HPDO3A (avec
Ln!=!Gd ou Lu) aurait une influence sur la position, l'intensitŽ et la largeur des raies
correspondant aux trois tryptophanes ˆ proximitŽ des sites de fixation. Des expŽriences 1D 1H
prŽsentent l'avantage de pouvoir se faire dans un temps expŽrimental tr•s court (acquisition du
spectre en quelques secondes) et d'•tre facile ˆ interprŽter. Elles ne nŽcessitent pas de
marquage isotopique de la protŽine.

III.4.4. PrŽparation des Žchantillons

Pour •tre proche des conditions de cristallisation, nous avons travaillŽ avec le m•me tampon
et au m•me pH que pour la cristallisation. Nous avons travaillŽ avec la protŽine ̂  la
concentration CP!=!2!mM et avec les deux diffŽrents lanthanides Gd et Lu en faisant varier la
concentration de complexe de 2!mM ̂  100!mM. En supposant une constante de dissociation
de 100!mM pour la fixation du complexe sur la protŽine, ceci donnerait des taux d'occupation
du site de fixation de la protŽine de 1,9%, de 8,9% et de 49,8% pour des concentrations
respectives de complexe de 2, 10 et 100!mM. Sauf pour la concentration de complexe la plus
ŽlevŽe, le signal de la protŽine qu'on aimerait dŽtecter, celui qui rŽsulte de la forme liŽe au
complexe, correspond ˆ la forme largement minoritaire.

Toutes les solutions contiennent 2!mM de lysozyme, 50!mM de tampon acŽtate de sodium
pH!4,6 et 10% de D2O. Le volume d'Žchantillon nŽcessaire est 500!µL.
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Les solutions ont ŽtŽ prŽparŽes en ajoutant ˆ la solution dŽcrite ci-dessus les agents suivants!:

a) blanc!: solution de protŽine seule
b) Gd-HPDO3A 2!mM, c) 10!mM, d) 100!mM
e) Lu-HPDO3A 2!mM, f) 10!mM, g) 100!mM

III.4.4.a. SpŽcifications techniques

Les expŽriences ont ŽtŽ rŽalisŽes au Laboratoire de RMN (LRMN) de lÕIBS, en collaboration
avec RŽmy Sounier qui a enregistrŽ pour nous les spectres 1D et 2D.
Tous les spectres ont ŽtŽ enregistrŽs avec le spectrom•tre 600 MHz du laboratoire, avec un
temps d'acquisition d'une minute et ˆ la tempŽrature de 25¡C.

III.4.5. Spectres 1D 1H

III.4.5.a. ProtŽine native

Le spectre RMN 1D 1H d'une solution native de lysozyme a tout dÕabord ŽtŽ enregistrŽ
(figures 3.4.1 et 3.4.2).

Figure 3.4.1!: Spectre RMN 1D 1H d'une solution de lysozyme sans ajout de complexe. En rouge!: le domaine o•
apparaissent les pics des tryptophanes. Le pic du H2O appara”t ˆ 4,7!ppm. Le large pic ˆ 2!ppm correspond au

tampon.
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Figure 3.4.2!: Spectre RMN 1D 1H d'une solution de lysozyme sans ajout de complexe. Aggrandissement du
domaine des tryptophanes. Les numŽros correspondent aux numŽros des tryptophanes dans la sŽquence du

lysozyme.

La figure 3.4.1 montre les pics de rŽsonance des protons de la solution de lysozyme. La
figure!3.4.2 correspond ̂ l'agrandissement du domaine o• apparaissent les pics des protons
liŽs aux atomes d'azote des noyaux indole de cinq tryptophanes du lysozyme. L'attribution des
pics est celle de Laurents & Baldwin (1997). Les positions des pics sont les suivantes!:
Trp123!: 10,755!ppm!; Trp111!: 10,38!ppm!; Trp63!: 10,225!ppm!; Trp62!: 10,16!ppm!;
Trp108!: 10,015!ppm.
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III.4.6. ProtŽine avec le complexe Gd-HPDO3A

Les figures 3.4.3 et 3.4.4 montrent les pics des protons des tryptophanes pour des solutions
supplŽmentŽes avec, respectivement, 2!mM et 10!mM de Gd-HPDO3A.

Figure 3.4.3!: Spectre RMN 1D 1H d'une solution de lysozyme avec 2!mM de Gd-HPDO3A. Agrandissement du
domaine des tryptophanes.

Figure 3.4.4!: Spectre RMN 1D 1H d'une solution de lysozyme avec 10!mM de Gd-HPDO3A. Agrandissement
du domaine des tryptophanes.
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DŽjˆ dans la figure 3.4.3, il ne reste plus que les pics des tryptophanes 111 et 108, et les pics
encore prŽsents se sont beaucoup affaissŽs et se sont Žlargis. Cet effet est dž ˆ la chute du
temps de relaxation provoquŽ par le Gd3+. Dans la figure 3.4.4, correspondant ̂ une
concentration de complexe de 10!mM, l'affaissement des pics est encore plus fort. CÕest
pourquoi nous n'avons pas mesurŽ de spectre correspondant ˆ 100!mM de complexe, car, dŽjˆ
ˆ des concentrations plus faibles, la prŽsence du Gd3+ entra”ne l'affaissement de tous les pics
de la protŽine. CÕest ce que montre la comparaison du spectre de la protŽine native
(figure!3.4.1) au spectre complet de la protŽine avec 10!mM de Gd-HPDO3A (figure 3.4.5).

Figure 3.4.5!: Spectre RMN 1D 1H d'une solution de lysozyme avec 10!mM de Gd-HPDO3A.
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III.4.7. ProtŽine avec le complexe Lu-HPDO3A

Les figures 3.4.6 ̂  3.4.8 correspondent au spectres enregistrŽs en ajoutant le compexe Lu-
HPDO3A ˆ la solution de lysozyme.

Figure 3.4.6!: Spectre RMN 1D 1H d'une solution de lysozyme avec 2!mM de Lu-HPDO3A. Agrandissement du
domaine des tryptophanes.



120

Figure 3.4.7!: Spectre RMN 1D 1H d'une solution de lysozyme avec 10!mM de Lu-HPDO3A. Agrandissement
du domaine des tryptophanes.

Figure 3.4.8!: Spectre RMN 1D 1H d'une solution de lysozyme avec 100!mM de Lu-HPDO3A. Agrandissement
du domaine des tryptophanes.

Les figures 3.4.6 ˆ 3.4.8 montrent l'Žvolution des pics des tryptophanes en ajoutant
respectivement 2, 10 et 100!mM de Lu-HPDO3A ̂  la solution de protŽine. On remarque le
dŽplacement et la baisse d'intensitŽ relative graduelles de certains pics. Dans la figure 3.4.8,
les positions des pics sont les suivantes!: Trp123!: 10,82!ppm!; Trp111!: 10,39!ppm!; Trp63!:
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10,36!ppm!; Trp62!: 10,29!ppm!; Trp108!: 10,03!ppm. Par rapport ̂  la protŽine native, on
remarque un dŽcalage notable pour les pics des Trp62 et 63 et un peu moins fort pour le pic
du Trp123. Ce sont Žgalement ces m•mes pics qui subissent une baisse d'intensitŽ par rapport
aux pics des Trp111 et 108, qui changent relativement peu. Comme le montre la figure 3.4.9,
l'ajout d'une forte concentration du complexe de Lu3+ modifie l'intensitŽ de certains pics des
rŽsidus de la protŽine, mais ne les affecte pas tous.

Figure 3.4.9!: Spectre entier de la solution de protŽine avec 100!mM de Lu-HPDO3A. Les pics tr•s intenses entre
1 et 5!ppm correspondent aux protons du ligand HPDO3A.

III.4.8. InterprŽtation des spectres

Dans le cristal, ce sont les tryptophanes Trp62, Trp63 et Trp123 qui sont proches des
molŽcules de complexe fixŽes, avec des distances entre l'atome d'azote indole et l'ion Ln3+ de
6,8!•, 8,6!•, 7,5!• et 15,0!• pour le Trp62, 63, 123 et 108 respectivement. Le tableau 3.4.1.
montre la vitesse d'Žchange du proton liŽ ˆ l'azote du noyau indole des tryptophanes de
lysozyme dans D2O d'apr•s Laurents & Baldwin (1997). La vitesse d'Žchange correspond
directement ̂ l'exposition des rŽsidus au solvant. Les tryptophanes avec des petites vitesses
d'Žchange sont donc plut™t enfouis dans la protŽine.

RŽsidu Trp62 Trp63 Trp123 Trp111 Trp108
Vitesse d'Žchange
[s-1]

tr•s rapide rapide
6x10-3

lente
2x10-5

tr•s lente lente
4x10-5

Tableau 3.4.1!: Vitesse d'Žchange des protons d'azote indole des tryptophanes de lysozyme dans D2O d'apr•s
Laurents & Baldwin (1997). Pour les vitesses tr•s lente et tr•s rapide les valeurs numŽriques ne pouvaient pas

•tre mesurŽes.

Si les changements d'intensitŽ et de position des pics des protons de tryptophanes sont dus ̂ la
prŽsence du complexe de lanthanide dans le solvant, alors les changements devraient le plus
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fortement affecter les tryptophanes les plus exposŽs au solvant, donc d'abord le Trp62, ensuite
le Trp63 et finalement le Trp123 et Trp108. Si, par contre, le changement est dž ̂  la fixation
spŽcifique du complexe sur les sites de fixation, ce devrait •tre en premier lieu les Trp62, 63
et 123 qui sont affectŽs.

Les pics les plus affectŽs par la prŽsence des complexes correspondent aux tryptophanes 62 et
63 et, semble-t-il un peu moins fort, le Trp123. Les tryptophanes 62 et 63, situŽs au voisinage
des sites de fixation, sont Žgalement les plus exposŽs au solvant, le changement d'intensitŽ et
de position des pics peut donc •tre dž ̂  la prŽsence des ions dans le solvant. Le pic du Trp111
est le moins affectŽ. Ce dernier rŽsidu est ŽloignŽ des sites de fixation et est peu exposŽ au
solvant.
Le pic du Trp108 semble moins affectŽ par la prŽsence des ions Lu3+ et Gd3+ que le pic du
Trp123, alors que leur exposition au solvant est analogue. Ceci indique un effet de fixation
spŽcifique en proximitŽ du Trp123. Mais cet effet peut aussi nÕ•tre dž quÕau hasard, car le
dŽplacement et le changement d'intensitŽ du pic peuvent •tre diffŽrents selon les conditions
particuli•res qui affectent le rŽsidu.
Comme les tryptophanes les plus exposŽs au solvant sont, ̂ lÕexception du Trp108, Žgalement
les plus proches des sites de fixation, nous avons dŽcidŽ d'enregistrer des spectres 2D 1H-1H
NOESY pour obtenir de l'information supplŽmentaire sur d'Žventuelles interactions du
complexe avec la protŽine.

III.4.9. Spectres 2D 1H-1H NOESY

Des spectres de RMN bidimensionnels sont obtenus en appliquant plusieurs impulsions de
radiofrŽquence ̂ l'Žchantillon avant de mesurer la dŽcroissance du signal. Dans une
expŽrience NOESY (Macura et al., 1981) on mesure les effets dus ̂  l'interaction de protons
voisins dans l'espace. Ils interagissent par transfert d'Žnergie de rŽsonance d'un proton excitŽ ̂
un proton non excitŽ pendant le temps de mŽlange entre deux impulsions. Une expŽrience
NOESY permet d'obtenir de l'information sur l'interaction de protons distants de moins de
6!•, gr‰ce aux pics de corrŽlation dus ˆ l'effet Overhauser nuclŽaire (NOE).
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III.4.9.a. Enregistrement des spectres 2D

Les Žchantillons utilisŽs correspondent aux Žchantillons a) et g) dŽcrits ci-dessus. En outre, le
spectre 1D 1H du complexe Lu-HPDO3A seul a ŽtŽ enregistrŽ pour identifier les positions des
pics correspondant aux protons du ligand (figure 3.4.10).

Figure 3.4.10!: Spectre 1D des protons du complexe Lu-HPDO3A.

III.4.9.b. SpŽcifications techniques

Les spectres 2D sont enregistrŽs avec le spectrom•tre 600MHz du LRMN de l'IBS. Le temps
de mŽlange est de 300!ms et le temps de mesure pour un spectre est d'une nuit.

III.4.10. Spectres 2D 1H-1H NOESY de lysozyme et de lysozyme avec
100!mM de Lu-HPDO3A

La figure 3.4.11 correspond au spectre NOESY de la protŽine seul, la figure 3.4.12 au spectre
de la protŽine avec, en plus, 100!mM du complexe Lu-HPDO3A.
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Figure 3.4.11!: Spectre 1H-1H NOESY enregistrŽ sur une solution de 2!mM de lysozyme. Agrandissement du
domaine des tryptophanes.

Figure 3.4.12!: Spectre 1H-1H NOESY enregistrŽ sur une solution de 2!mM de lysozyme avec 100!mM de Lu-
HPDO3A. Agrandissement du domaine des tryptophanes.
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Dans les spectres des figures 3.4.11 et 3.4.12, on observe, en bas du spectre, entre 10,0 et
10,8!ppm, les pics de rŽsonance diagonaux des protons des tryptophanes. Ce sont les pics qui
correspondent aux bandes observŽes dans les spectres 1D. On observe le m•me dŽplacement
entre les pics diagonaux des tryptophanes des deux spectres que celui qui est observŽ dans les
spectres 1D quand on ajoute le complexe de Lu3+ (figure 3.4.12). Le dŽplacement relatif entre
les pics des deux spectres appara”t plus clairement dans la figure 3.4.13, qui superpose les
spectres des figures 3.4.11 et 3.4.12.

Figure 3.4.13!: Superposition des spectres enregistrŽs avec la solution protŽique sans (rouge) et avec (bleu)
100!mM de Lu-HPDO3A. Agrandissement du domaine des tryptophanes.

Les pics diagonaux correspondant aux protons du ligand HPDO3A n'apparaissent pas dans les
figures 3.4.12 et 3.4.13, car ils sont situŽs entre 1 et 5!ppm (voir spectre 1D du ligand seul!:
figure 3.4.10).
La figure 3.2.14 montre le spectre complet de la protŽine avec le complexe Lu-HPDO3A. En
raison de la concentration ŽlevŽe du complexe, les pics correspondant aux protons du ligand
forment des tracŽs entre 1 et 5!ppm. La forte intensitŽ de ces pics par rapport au reste du
spectre, emp•che la dŽtection d'Žventuels pics de corrŽlation entre les protons du ligand et des
protons de la protŽine, qui rŽsonnent dans le m•me domaine. Il est plus aisŽ de chercher de
tels pics dans le domaine des frŽquences de rŽsonance des tryptophanes.
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Figure 3.2.14!: Spectre 1H-1H NOESY enregistrŽ sur une solution de 2!mM de lysozyme avec 100!mM de Lu-
HPDO3A. En raison de la concentration ŽlevŽe du complexe, les pics correspondant aux protons du ligand

forment des tracŽs entre 1 et 5!ppm.

III.4.11. InterprŽtation des spectres

S'il y avait fixation spŽcifique du complexe Lu-HPDO3A ̂  proximitŽ des tryptophanes 62, 63
et 123, des pics de corrŽlation entre les protons du ligand et le tryptophane considŽrŽ
pourraient appara”tre dans le spectre de la figure 3.4.12, alors que ces pics ne seraient pas
prŽsents dans la figure 3.4.11. Ces pics devraient appara”tre aux frŽquences de rŽsonance des
tryptophanes concernŽs. La comparaison du spectre de la figure 3.4.12 au spectre de la
figure!3.4.11 ne montre aucune Žvidence d'apparition de tels pics.

III.4.12. Conclusions sur les expŽriences RMN 1D et 2D

Les expŽriences 1D et 2D n'ont pas permis de dŽtecter la fixation du complexe sur la protŽine,
pourtant observŽe dans le cristal. Ceci peut •tre dž ̂  diffŽrentes raisons!: la fixation peut •tre
trop peu spŽcifique, avec une constante de dissociation trop ŽlevŽe pour permettre de dŽtecter
l'interaction.
Il se peut Žgalement que le complexe ne se fixe pas sur la protŽine en solution. Il semble
probable que la fixation du complexe dans le cristal de lysozyme soit favorisŽe par
l'empilement cristallin qui forme une cavitŽ autour des sites de fixation, impliquant trois
molŽcules de protŽine symŽtrique (voir chapitre II.4.8.).
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Il serait intŽressant de savoir si le rŽsultat d'expŽriences analogues avec une protŽine de la
famille des ChBP serait le m•me, car pour ces protŽines la cavitŽ de fixation est Žgalement
prŽsente en solution.
M•me si les rŽsultats Žtaient plus probants, ce type d'expŽrience ne permettrait pas de dŽtecter
la fixation d'un complexe sur une protŽine, de mani•re rapide et simple. En effet, l'expŽrience
demande un Žquipement particulier (spectrom•tres RMN). De plus, l'interprŽtation des
spectres est tr•s compliquŽe, car les pics de la protŽine ne sont gŽnŽralement pas attribuŽs et
les diffŽrents complexes ne se fixent pas forcŽment sur les tryptophanes, et, enfin, l'expŽrience
nŽcessite une grande quantitŽ de protŽine, de l'ordre de la dizaine de milligrammes.

III.5. La luminescence des lanthanides

III.5.1. PropriŽtŽs photophysiques des ions de lanthanides trivalents

Les cations trivalents des lanthanides ont la configuration Žlectronique (Xe) 4fn, avec n
variant de 1 (Ce3+) ˆ 14 (Lu3+). Les transitions des Žlectrons f sont responsables des propriŽtŽs
optiques des ions de lanthanides. La luminescence des lanthanides est caractŽrisŽe par une
longue durŽe de vie des Žtats excitŽs, de l'ordre de la milliseconde (en comparaison, la durŽe
typique de fluorescence de fond dans du matŽriel biologique (rŽsidus aromatiques) est de
l'ordre de la nano- ̂ la microseconde). Les spectres d'absorption et d'Žmission sont composŽs
de raies fines tr•s marquŽes, et sont remarquablement insensibles ̂ des changements
environnementaux, dues au blindage des Žlectrons f contre des perturbations extŽrieures par
les orbitales 5s et 5p remplies.
C'est l'interdiction des transitions f-f qui est responsable de la longue durŽe de vie des Žtats
excitŽs, mais cette premi•re rŽsulte aussi en de faibles coefficients d'extinction des ions (de
l'ordre de 0,3 (Tb3+) ˆ 3 (Gd3+) L.mol-1.cm-1 aux raies d'absorption (Binnemans & Gšrller-
Walrand, 1995)), qui rendent difficile la photoexcitation directe des ions. Pour des ions de
lanthanides en solution aqueuse, le rendement de luminescence est tr•s faible, car les
molŽcules d'eau de la premi•re sph•re de coordination donnent lieu ̂  la dŽsexcitation par voie
non-radiative des Žtats excitŽs par couplage vibronique ̂ des Žtats vibrationnels des liaisons
O-H (et N-H). La liaison des molŽcules d'eau entra”ne Žgalement un fort raccourcissement de
la durŽe de vie de la luminescence.
L'intensitŽ de luminescence est proportionnelle ̂ la concentration du lanthanide (Parker &
Williams, 1996), dans la limite de concentrations "raisonnables", ne donnant pas lieu au
phŽnom•ne dÕextinction par effet de concentration (Ç!concentration quenching!È).

III.5.1.a. Choix des ions

De tous les ions Ln3+, seuls les ions Eu3+, Tb3+, Gd3+, Ce3+, Dy3+ et Sm3+ luminescent de
mani•re significative en solution aqueuse, ˆ tempŽrature ambiante (Horrocks, 1993). Au vu
des conditions expŽrimentales accessibles, nous avons choisi de travailler avec l'europium et
le terbium, leurs raies d'absorption et d'Žmission Žtant situŽes dans le domaine de l'ultraviolet
et du visible. Nous avons Žgalement essayŽ d'utiliser la luminescence du Gd3+, qui absorbe et
qui Žmet dans l'ultraviolet. L'utilisation de la luminescence du Gd nous permettrait d'utiliser
nos complexes sans essayer de remplacer l'ion Gd3+ des complexes utilisŽs par un autre ion de
lanthanide. Cependant, comme le comportement de fixation des complexes sur les protŽines
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semble indŽpendant de l'ion Ln3+ chŽlatŽ (Girard et al.,!2003c) l'utilisation des complexes
avec le gadolinium nÕest pas impŽratif pour notre Žtude.

III.5.1.b. ƒmission stimulŽe par effet dÕantenne (sensitized emission)

Pour les applications habituelles de lanthanides comme marqueurs luminescents, la faiblesse
des coefficients d'absorption est gŽnŽralement contournŽe en coordonnant l'ion avec un ligand
qui contient un chromophore. Le chromophore, servant dÕantenne, absorbe de la lumi•re et
transf•re de l'Žnergie sur l'ion qui luminesce. Le ligand sert Žgalement ˆ exclure des molŽcules
de solvant de la sph•re de coordination de l'ion, ce qui emp•che la dŽsexcitation non-radiative
de l'ion. En augmentant ainsi l'absorption de lumi•re et le rendement de luminescence, on
obtient un signal fortement amplifiŽ qui permet de dŽtecter de faibles concentrations de
l'agent luminescent, m•me en utilisant des sources de lumi•re peu intenses. M•me pour des
ions de lanthanides sans complexe "antenne", lÕamplification de l'Žmission peut •tre
importante. Ainsi, pour des ions de Tb3+ liŽs ̂  des acides nuclŽiques, ces derniers servent
d'antenne quand on irradie l'ensemble avec du rayonnement ultraviolet!: les acides nuclŽiques
absorbent la lumi•re et transmettent une partie de l'Žnergie aux ions Tb3+ qui transforment
partiellement cette Žnergie en luminescence (Feig et al., 1999). De mani•re analogue, les
tryptophanes des protŽines absorbent la lumi•re UV et transmettent de l'Žnergie aux ions Tb3+

liŽs ̂  la protŽine. Cet effet dŽpend de la distance entre l'antenne et l'ion, mais il peut •tre
encore observŽ pour des distances sensiblement supŽrieures ˆ 10!• (Horrocks & Collier,
1981). Ce m•me effet n'est pas observŽ pour les ions Eu3+.

III.5.1.c. Influence des molŽcules d'eau coordonnŽes ˆ l'ion sur sa luminescence

Les molŽcules d'eau de la premi•re sph•re de coordination de l'ion provoquent le
raccourcissement de la durŽe de vie et la baisse d'intensitŽ de la luminescence. Le rendement
de la dŽsexcitation non-radiative, via les molŽcules d'eau liŽes, dŽpend de la diffŽrence
d'Žnergie entre l'Žtat excitŽ, Žmissif, de l'ion, et le niveau vibrationnel de l'Žtat fondamental le
plus ŽlevŽ. Plus la diffŽrence est faible, plus l'effet de dŽsexcitation par voie non-radiative est
fort. Pour les ions dÕEu, de Tb et de Gd, l'effet est le plus fort pour l'Eu, avec un rapport ID/IH*
de 40. Ce rapport est de 10 pour le Tb. Il est de 1 pour le Gd, pour lequel la diffŽrence
d'Žnergie est la plus ŽlevŽe, ce qui emp•che le transfert d'Žnergie aux Žtats vibrationnels des
molŽcules d'eau.
* ID/IH!: rapport des intensitŽs de luminescence Žmises pour des ions dans une solution de D2O et dans une
solution de H2O, les liaisons D-H ne permettant pas la dŽsexcitation de l'ion.

III.5.1.d. DurŽe de vie de la luminescence

Des expŽriences en temps rŽsolu, qui consistent ̂ mesurer l'intensitŽ Žmise apr•s le dŽlai t qui
suit lÕarr•t de lÕexcitation, permettent de dŽterminer la durŽe de vie de l'Žtat excitŽ de l'ion
luminescent. Pour un seul environnement des ions luminescents, le dŽclin de la luminescence
Žmise obŽit ˆ une loi exponentielle!: 

! 

I(t) = I0 exp(" kobst) , avec la constante de dŽcroissance de
luminescence observŽe dans l'eau!: 

! 

kobs
H2O = k0 + ki

nr" + kOH , avec 

! 

k0!: constante de
dŽcroissance radiative, 

! 

ki
nr" !: la somme des constantes de processus de dŽsexcitation non-

radiative autres que par les liaison O-H de molŽcules d'eau liŽes, 

! 

kOH !: constante de
dŽsexcitation non-radiative par transfert d'Žnergie aux oscillateurs O-H de molŽcules d'eau
liŽes (Parker & Williams, 1996).
Le tableau 3.5.1 montre des durŽes de vie mesurŽes pour trois complexes d'europium, pour
des complexes en solution de H2O et de D2O (Anelli et al., 1991). Dans les deux premiers
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complexes, la sph•re de coordination de l'ion comporte une molŽcule d'eau!; dans le complexe
Eu-DO3A elle comporte deux molŽcules d'eau (voir chapitre I.5.2). Si, lors de la fixation du
complexe ̂ la protŽine, ces molŽcules d'eau sont remplacŽes par des rŽsidus protŽiques, alors
l'effet sur la durŽe de vie de la luminescence du complexe liŽ devrait •tre le m•me que
lorsqu'on remplace les molŽcules d'eau entourant le complexe par des molŽcules de D2O.

Complexe "D2O, 77K [ms] "H2O, 77K [ms] "D2O, 300K [ms] "H2O, 300K [ms]
Eu-DOTA 2,3 0,89 2,6 0,65
Eu-HPSA-DO3A 2,4 0,93 2,3 0,62
Eu-DO3A 0,74 0,38 0,70 0,31

Tableau 3.5.1!: DurŽes de vie mesurŽe pour les diffŽrents complexes d'europium dans une solution de D2O et
dans une solution de H2O, ˆ tempŽrature ambiante et ˆ tempŽrature cryogŽnique. La durŽe de vie est mesurŽe

pour l'Žmission correspondant ˆ la transition 5D0!->!7F1.

III.5.1.e. Influence de l'environnement sur la forme du spectre d'Žmission

La forme du spectre d'Žmission est relativement peu sensible ̂ l'environnement de l'ion, car
les Žlectrons de la couche f sont blindŽs contre des perturbations extŽrieures par les Žlectrons
5s et 5p. Pour les complexes des lanthanides, le changement du profil du spectre est d'autant
moins important que l'environnement de l'ion est principalement imposŽ par le ligand qui
lÕentoure. L'environnement de l'ion peut avoir une influence sur l'intensitŽ relative de
certaines raies d'Žmission (transitions hypersensibles) (Eu!: 615!nm, Tb!: 490!nm) (Horrocks
& Albin, 1991).

III.5.1.f. Applications en biologie

La luminescence des lanthanides, en particulier ̂  travers l'utilisation de complexes de
lanthanides blindant l'ion contre le solvant et comportant un chromophore, joue un r™le
important pour les marqueurs employŽs dans la microscopie de fluorescence, ou, pour des
dosages immunologiques par fluorescence (fluoroimmunoassays), en utilisant un complexe
contenant un ion Ln3+ liŽ ˆ l'anticorps ou ̂  lÕantig•ne de la substance ˆ dŽtecter. La longue
durŽe de vie de la luminescence permet, par des expŽriences en temps rŽsolu, de distinguer la
luminescence du marqueur de la fluorescence de fond du matŽriel biologique.
Une autre application est l'Žtude des sites de fixation des ions Ca2+ ou Mg2+ dans les protŽines.
Avec un rayon ionique proche de celui de ces derniers ions, les ions de lanthanides ont une
forte affinitŽ pour la protŽine ̂ ces sites de fixation. L'inspection de la luminescence des ions
Ln3+ liŽs ̂  la protŽine dans ces sites permet de caractŽriser leur environnement, en particulier
le nombre de molŽcules d'eau remplacŽes lors de la liaison de l'ion, et, par lˆ m•me, de
dŽterminer le nombre de sites de fixation diffŽrents (BŸnzli & Pfefferle, 1994; Elbanowski &
Makowska, 1996). Le titrage de la protŽine avec des ions de lanthanides permet, par une
expŽrience de compŽtition, la comparaison d'affinitŽs de diffŽrents ions pour le site de fixation
(Feig et al., 1999).

III.5.2. But!: dŽtecter la fixation de nos complexes sur les protŽines

Le but de l'expŽrience est de dŽtecter la fixation d'un complexe ̂  une protŽine, soit en
solution, soit dans le cristal. Le probl•me est que l'Žmission de luminescence des molŽcules de
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complexe liŽes ̂  la protŽine sera superposŽe ˆ l'Žmission des molŽcules prŽsentes ˆ forte
concentration dans le solvant. En outre, comme les ions sont encagŽs dans les complexes, leur
environnement direct ne change que tr•s peu lors de l'interaction avec la protŽine et il y a
donc peu de chance de pouvoir observer de fortes diffŽrences dans les caractŽristiques de la
lumi•re Žmise.
Il n'est pas possible de se dŽbarrasser des ions non-liŽs prŽsents dans les canaux de solvant,
car il est probable que le lavage du cristal (back-soak) dans une solution ne contenant pas de
complexe entra”nerait non seulement une diminution de la concentration de complexe dans le
solvant mais aussi une diminution du taux dÕoccupation des molŽcules de complexe dans les
sites de fixation. En effet, des Žtudes prŽliminaires sur des cristaux dŽrivŽs contenant un
complexe d'europium de taille comparable ̂ la taille de nos complexes et utilisant la
luminescence des lanthanides, indiquent que, dans un cristal dŽrivŽ trempant dans une
solution qui ne contient pas de complexe, les molŽcules de complexe se dissocient des sites de
fixation avec un temps caractŽristique de l'ordre de quelques minutes. (G. Pompidor, IBS-
LCM, communication privŽe)
Il serait intŽressant de voir, si, avec des mesures prŽcises et en choisissant de mani•re
astucieuse les conditions expŽrimentales, il serait possible de dŽtecter certains effets dus ̂  la
fixation d'un complexe sur une protŽine. De tels effets pourraient •tre!:

a) Le changement de durŽe de vie par le remplacement de molŽcules d'eau, avec un
effet attendu le plus fort pour un complexe d'Eu. Ceci nŽcessite que la fixation du
complexe se fasse via la coordination de l'ion par des rŽsidus protŽiques, rempla•ant
ainsi la (ou les) molŽcule(s) d'eau liŽe(s) ̂ l'ion (voir, au chapitre II.4, les modes de
fixation affinŽs). Une expŽrience en temps rŽsolu permettrait de distinguer la
luminescence des molŽcules de complexe non-liŽes, hydratŽes, de la luminescence
des ions liŽs ˆ la molŽcule qui dŽcro”trait moins rapidement.

b) Le changement d'intensitŽ rŽsultant des trois effets suivants!:
- dans le cas d'un cristal, de l'augmentation de concentration du complexe due ̂  la

fixation du complexe ˆ la protŽine,
- de l'Žventuel remplacement de molŽcules d'eau liŽes ̂  l'ion de lanthanide par des

rŽsidus protŽiques,
- Žventuellement, avec les ions Tb3+ et en utilisant une source de lumi•re UV, par une

augmentation de la luminescence par transfert d'Žnergie absorbŽe par les tryptophanes
sur les ions.

c) Distinguer les molŽcules de complexe de Tb3+ en solution de celles qui sont liŽes ̂
des tryptophanes (lysozyme, ChBP), par excitation avec un rayonnement absorbŽ
par les tryptophanes mais non pas par les ions. Cependant, il n'est pas sžr que le
complexe et la protŽine soient liŽs pendant suffisamment longtemps pour permettre
le transfert d'Žnergie. Et dans ce cas, le transfert se fera-t-il de mani•re privilŽgiŽe
sur les ions des complexes liŽs et non pas sur les ions dans le solvant!?

LÔŽtude du changement dÕintensitŽ de luminescence dž ̂  la fixation du complexe ̂ la protŽine
dans le cristal nÕest possible qu'en comparant diffŽrents complexes dans des cristaux d'une
m•me protŽine, car la concentration apparente dŽpend du contenu de solvant du cristal. Pour
une concentration de 100!mM des molŽcules de complexe non-liŽes dans les canaux de
solvant dÕun cristal de lysozyme et de glucose isomŽrase, avec des pourcentages de solvant
respectifs de 29% et 48%, la concentration apparente est de 29!mM et de 48!mM. Si on
consid•re que les molŽcules de complexe liŽes s'ajoutent aux molŽcules de complexe libres et
en supposant quÕune molŽcule de complexe se lie ˆ une molŽcule de protŽine, avec la
concentration de protŽine dans le cristal de 14!mM pour la glucose isomŽrase (voir chapitre
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I.5.4.) et de 

! 

Cp =
16

Vmaille " NA

=120mM pour le lysozyme, la fixation du complexe entra”nerait

donc une augmentation notable de la concentration, de 30 % et de 400% respectivement.
Les effets attendus dŽpendront des conditions expŽrimentales, de l'ion de lanthanide utilisŽ,
mais Žgalement du mode de fixation du complexe sur la protŽine (fixation par le c™tŽ ionique,
par le c™tŽ du macrocycle, via des tryptophanesÉ).
La mesure des effets mentionnŽs ci-dessus nŽcessite un montage expŽrimental qui permette de
choisir une longueur d'onde d'excitation dans le domaine d'absorption des ions ou
d'Žventuelles antennes et dŽtecter le rayonnement ̂ la longueur d'onde dÕŽmission. Il est
nŽcessaire de pouvoir quantifier la luminescence mesurŽe et de pouvoir rŽaliser des
expŽriences en temps rŽsolu avec des temps caractŽristiques de l'ordre de la milliseconde.

III.5.3. ExpŽriences de luminescence avec des complexes et des ions de
lanthanides avec des cristaux et des solutions de protŽine

III.5.3.a. Choix de la longueur d'onde de la lumi•re incidente

Pour l'excitation directe des ions, les spectres d'absorption correspondent aux spectres
d'excitation, ce qui correspond ̂ un rendement relativement constant (Anelli et al., 1991).
Pour une excitation directe efficace il faut donc viser des raies d'absorption. Le tableau 3.5.2
montre les domaines d'absorption et d'Žmission des ions Eu3+ et Tb3+ dŽcrits dans la littŽrature.

Raies d'absorption [nm] Raies d'Žmission [nm]
Eu3+ 250, 280-330, 355-360, 370-400 585-600, 610-630, 577-581, 700
Tb3+ 245-300a, 300-380b 280-330, 355-360, 370-400, 485-500, 540-555

Tableau 3.5.2!: Longueurs d'onde des raies d'absorption et Žmission pour les ions Eu3+ et Tb3+. a!: forte
absorption, b!: faible absorption. (Elbanowski & Makowska, 1996!; Binnemans & Gšrller-Walrand, 1995!;

Binnemans & Gšrller-Walrand, 1995!; Anelli et al., 1991). Dans Horrocks & Albin (1991), les spectres sont
enregistrŽs avec des solutions de [LnEDTA]-, dans Binnemans & Wallrand (1995) avec des solutions de

perchlorate de Ln(III). Toutes les gammes de longueur d'onde sont approximatives.

Pour une absorption de la lumi•re par les rŽsidus de protŽine aromatiques il faut travailler
avec une source de lumi•re UV. Le maximum d'absorption des tryptophanes est situŽ ̂
280!nm (Brooks, 2005).
En travaillant avec une source de lumi•re de longueur d'onde supŽrieure ˆ 300!nm on exclue
le transfert d'Žnergie via les rŽsidus aromatiques.

III.5.3.b. La luminescence de l'ion Gd3+

L'ion Gd3+ prŽsente plusieurs raies d'absorption vers 275!nm (Binnemans & Gšrller-Walrand,
1995). La seule raie d'Žmission relativement intense est situŽe vers 310!nm (Anelli et al.,
1991), elle co•ncide avec le domaine d'Žmission des rŽsidus aromatiques de la protŽine et ne
pourra probablement en •tre distinguŽe que par des expŽriences en temps rŽsolu.

III.5.3.c. Synth•se des complexes de lanthanides

Notre premier probl•me pour procŽder aux expŽriences de luminescence a ŽtŽ que nous ne
disposions que des complexes de Gd3+ et non pas des complexes analogues dÕEu3+ ou de Tb3+.
Par la suite, nous avons pu obtenir les complexes Eu-DOTA et Eu-HPSA-DO3A de la part de
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Pier Lucio Anelli de la sociŽtŽ Bracco Imaging, qui nous avait dŽjˆ fourni la plupart des
complexes de gadolinium. Nous avons Žgalement contactŽ l'Žquipe de David Parker (Parker &
Williams, 1996) qui devait nous fournir du complexe Eu-DO3A qui ne nous est pas encore
parvenu.
En fait, lorsquÕon dispose du ligand et du sel de lanthanide, la synth•se des complexes est
relativement facile et nous aurions pu la faire nous-m•mes. Gr‰ce ˆ la forte affinitŽ des
ligands pour les ions de lanthanides, il suffit d'ajouter la quantitŽ stÏchiomŽtrique de sel de
lanthanide ̂ la solution du ligand. Cependant, parmi les huit ligands, trois seulement sont
disponibles commercialement!: les ligands DTPA, DOTMA et DOTA. Remplacer un ion de
lanthanide chŽlatŽ par le ligand contre un autre ion est beaucoup plus dŽlicat!: pour dissocier
le ligand de l'ion d'origine, il faut travailler dans des conditions tr•s acides tout en chauffant
pendant plusieurs jours ce qui nŽcessite des Žquipements dont nous ne disposons pas ˆ l'IBS.

III.5.4. Conditions expŽrimentales

Les expŽriences de luminescence ont ŽtŽ rŽalisŽes avec le microspectrophotom•tre du
"!cryobench!", Žquipement installŽ ˆ l'ESRF en collaboration avec l'IBS, et qui est
habituellement utilisŽ pour des Žtudes d'absorption et fluorescence de cristaux de protŽines
dans l'UV/visible (Bourgeois et al., 2002). Les expŽriences ont ŽtŽ rŽalisŽes avec l'aide
d'Antoine Royant (LCCP, IBS) qui m'a montrŽ comment utiliser cet Žquipement.

III.5.4.a. SpŽcifications techniques du microspectrophotom•tre utilisŽ

Figure 3.5.1!: Montage expŽrimental sur le "!cryobench!".

La figure 3.5.1 montre le montage expŽrimental utilisŽ. L'Žchantillon est montŽ dans une
boucle standard sur une t•te goniomŽtrique. L'expŽrience peut se faire soit ˆ tempŽrature
ambiante, soit avec un Žchantillon congelŽ sous flux d'azote gazeux. La lumi•re est amenŽe
sur l'Žchantillon ̂ travers un premier objectif qui est reliŽ ̂  la source de lumi•re par une fibre
optique. Un deuxi•me objectif, face au premier, recueille la lumi•re envoyŽe au dŽtecteur qui
permet de mesurer des spectres d'absorption. Un troisi•me objectif, ˆ 90¡ de la lumi•re

Microscope-
vidŽo

Objectif 1

Objectif 2

Objectif 3

Flux cryo

ƒchantillon
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incidente, permet l'acquisition de spectres de fluorescence. Un microscope permet d'observer
l'Žchantillon et de rŽgler les objectifs et les fentes pour pouvoir concentrer la lumi•re incidente
sur l'Žchantillon et recueillir la lumi•re transmise ou Žmise ̂ travers les deux autres objectifs.
L'Žchantillon peut •tre un cristal de protŽine ou une goutte de solution. Dans le deux cas, la
quantitŽ de protŽine utilisŽe est assez faible, avec un volume de l'Žchantillon de l'ordre de
10-12!-!10-9!L. Nous avons effectuŽ toutes les expŽriences ˆ tempŽrature cryogŽnique, ce qui
emp•che l'Žchantillon de sŽcher et peut retarder d'Žventuels dŽg‰ts d'irradiation.
Les sources de lumi•re disponibles sur le microspectrophotom•tre sont des lasers avec des
longueurs d'onde d'Žmission de 266!nm, 355!nm et 532!nm et une lampe de lumi•re blanche
Žmettant un spectre avec une intensitŽ relativement constante sur l'ensemble du domaine
UV/visible. Le dŽtecteur CCD Ç!one-shot!È utilisŽ, permet lÕacquisition rapide de spectres
dÕŽmission UV/visible avec une rŽsolution de 2,3!nm.

III.5.4.b. Probl•mes expŽrimentaux

Le montage, simple, fait que le signal ̂  dŽtecter doit •tre relativement intense (pertes dans les
objectifs, passage ̂ travers l'air, lumi•re diffusŽeÉ). Ceci, ajoutŽ ̂  la faible taille de
l'Žchantillon, fait que nous nÕavons pas pu dŽtecter de signaux de luminescence, ni acquŽrir
des spectres d'absorption en utilisant la source de lumi•re blanche. Nous n'avons pu dŽtecter
des signaux de luminescence provenant des ions de lanthanide qu'en utilisant les lasers. Notre
choix de longueur d'onde d'excitation a donc ŽtŽ restreint aux longueurs d'onde 266!nm et
355!nm. Il n'est pas possible, sur ce montage, de faire des expŽriences en temps rŽsolu et
l'acquisition des spectres se fait en m•me temps que l'irradiation. C'est pourquoi nous ne
pouvons ni dŽterminer la durŽe de vie des Žtats excitŽs des ions luminescents, ni distinguer la
luminescence d'ions dans des environnements diffŽrents (liŽs, non-liŽs), ni enfin nous
dŽbarrasser de la fluorescence de fond du matŽriau biologique utilisŽ.
De nombreux phŽnom•nes peuvent venir perturber la mesure!: l'intensitŽ du signal de
luminescence dŽpend fortement de l'orientation de l'Žchantillon dans le trajet de la lumi•re, il
peut y avoir des rŽflexions, des perturbations par le porte-Žchantillon, etcÉ Il n'est donc pas
possible de rŽaliser des mesures d'intensitŽ quantitatives absolues qui permettraient de
comparer les signaux de diffŽrents Žchantillons, mais il est possible de comparer l'intensitŽ
relative de diffŽrentes raies d'Žmission. La nŽcessitŽ de travailler avec une lumi•re excitatrice
intense peut entra”ner une dŽgradation rapide de l'Žchantillon lorsqu'on travaille avec le laser
ultraviolet (voir figure !3.5.15).

III.5.4.c. Porte-Žchantillons utilisŽs

Pour nos premi•res expŽriences, nous avons utilisŽ des boucles en nylon comme porte-
Žchantillon. Pour les expŽriences suivantes, nous avons travaillŽ avec des boucles
lithographiŽes en mylar, car le nylon est lui-m•me fluorescent. On s'est alors aper•u que, sur
les boucles de mylar utilisŽes pour la premi•re fois, des impuretŽs fluorescaient fortement
lorsqu'on les irradiait avec de la lumi•re ultraviolette, et leur fluorescence pouvait, selon la
gŽomŽtrie utilisŽe, perturber fortement nos spectres d'Žmission (figure!3.5.12).
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III.5.5. ExpŽriences de luminescence

Dans un premier temps, nous avons voulu dŽterminer des conditions expŽrimentales, comme
la longueur d'onde et l'intensitŽ de la lumi•re excitatrice, adaptŽes ˆ l'acquisition des spectres
de luminescence avec les diffŽrents Žchantillons.
La longueur d'onde d'excitation (#exc) et le temps d'acquisition (t) sont indiquŽs sur tous les
spectres prŽsentŽs. Dans ces spectres, la raie observŽe ̂ la longueur d'onde de la lumi•re
excitatrice correspond ̂ un reflet de la lumi•re incidente, la raie ̂  730!nm ̂ un artefact du
dŽtecteur.
Les protŽines utilisŽes sont le lysozyme de blanc d'Ïuf de poule et la glucose isomŽrase (GI)
de Streptomyces rubiginosus.

III.5.5.a. PrŽparation des Žchantillons

Les cristaux utilisŽs sont obtenus avec les conditions de cristallisation dŽcrites en II.1.3. Sauf
mention contraire, les cristaux sont cryoprotŽgŽs par trempage dans une solution
cryoprotectrice et les solutions de protŽine et de complexes de lanthanides par ajout de la
quantitŽ nŽcessaire d'agent cryoprotecteur afin d'Žviter la formation de cristaux de glace, qui
provoqueraient une forte diffusion de la lumi•re Žmise.

III.5.6. Spectre de fluorescence d'un cristal et d'une solution de protŽine
native

Les figures!3.5.2 et 3.5.3 montrent la fluorescence des Žchantillons de protŽine, dont il faut
tenir compte pour l'interprŽtation des spectres qui suivent, puisque, avec ce montage
expŽrimental, on ne peut pas sŽparer la fluorescence de fond, de courte durŽe de vie, de la
luminescence Žmise par les lanthanides. Les Žchantillons biologiques et la boucle de nylon
fluorescent, avec un large domaine d'Žmission entre 400 et 500!nm (figure!3.5.2),
fluorescence ̂ laquelle s'ajoute, lorsque l'Žchantillon est irradiŽ avec de la lumi•re
ultraviolette, la forte fluorescence des rŽsidus aromatiques, avec un maximum d'Žmission
autour de 330!nm (figure!3.5.3).
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Figure!3.5.2.!: Spectre de luminescence d'un cristal de glucose isomŽrase native, irradiŽ avec un laser de
longueur d'onde 355!nm. La raie ˆ 355!nm correspond ˆ un reflet de la lumi•re excitatrice, la raie ˆ 730!nm ˆ un
artefact du dŽtecteur. L'Žmission entre 400 et 500!nm provient de la fluorescence de la protŽine et de la boucle de

nylon.
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Figure!3.5.3.!: Spectre de luminescence d'un cristal de glucose isomŽrase native, irradiŽ avec un laser de
longueur d'onde 266!nm. La forte luminescence avec un maximum autour de 330!nm correspond ˆ la

fluorescence des rŽsidus aromatiques. L'incision vers 355!nm est un artefact du dŽtecteur.
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Le tableau 3.5.3 rŽsume les caractŽristiques de la luminescence des rŽsidus aromatiques. On
remarque les valeurs assez ŽlevŽes du coefficient d'absorption et du rendement de
fluorescence, en particulier pour le tryptophane.

Absorption Fluorescence
Longueur
d'onde [nm]

Coefficient
dÕabsorption
molaire

Longueur
d'onde [nm]

DurŽe de vie
[ns]

Rendement de
fluorescence

Tryptophane 280 5600 348 2,6 0,20
Tyrosine 274 1400 303 3,6 0,14
Phenylalanine 257 200 282 6,4 0,04

Tableau 3.5.3.!: CaractŽristiques de la fluorescence des rŽsidus aromatiques (Brooks, 2005).

III.5.7. RŽsultats dÕexpŽriences prŽliminaires avec des ions de lanthanides

Comme nous ne disposions pas de complexes dÕEu3+ ou de Tb3+ nous avons d'abord procŽdŽ ˆ
des expŽriences prŽliminaires avec des ions de lanthanides.

III.5.7.a. Interaction des ions Ln3+ avec les protŽines

Il est connu que la glucose isomŽrase lie fortement les ions de lanthanides sur ses sites de
fixation des mŽtaux divalents Ca, Mn ou Mg (Rey et al., 1988). Le lysozyme, quant ̂ lui, ne
lie pas les ions de lanthanides.

III.5.7.b. PrŽparation des Žchantillons

Les cristaux dŽrivŽs de protŽine avec les ions de lanthanides ont ŽtŽ prŽparŽ en ajoutant de la
solution de chlorure dÕeuropium, EuCl3, ou de nitrate de terbium, Tb(NO3)3, ˆ la goutte
contenant les cristaux natifs de protŽine. Les volumes ajoutŽs ont ŽtŽ calculŽs pour obtenir une
concentration de 1 ̂  10!mM de sel de lanthanide dans la goutte. Les gouttes ont ŽtŽ mises en
Žquilibre avec le puits pendant plusieurs jours. Lors de la manipulation des Žchantillons
contenant des sels de lanthanides, j'ai bien fait attention dÕŽviter toute contamination de
personne ou de matŽriel, car, contrairement aux complexes qu'on utilise habituellement, les
sels des lanthanides sont toxiques.

III.5.7.c. ExpŽriences de luminescence avec l'ion Tb3+

La figure!3.5.4 reprŽsente le spectre enregistrŽ avec une solution de Tb3+ ˆ une concentration
de 50!mM. Ce spectre prŽsente les raies d'Žmission caractŽristiques du Tb3+. La raie
dÕŽmission ˆ 580!nm est dŽdoublŽe. La figure!3.5.5 reprŽsente le spectre enregistrŽ avec une
solution contenant la protŽine glucose isomŽrase et des ions de terbium. On y distingue
toujours clairement les raies d'Žmission du terbium.
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