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Préambule : 

 

Ce travail de thèse, financé par une bourse de l’Agence Nationale de Recherches sur le 

Sida (ANRS) est le résultat d’une collaboration entre le laboratoire de BioCristallographie 

dirigé par le Dr R. Haser à l’Institut de Biologie et de Chimie des Protéines de Lyon (UMR 

5086, CNRS-UCBL) et le laboratoire de Virologie et de Pathogenèse Virale (UMR 5537, 

CNRS-UCBL) dirigé par le Pr P. Boulanger. Il porte principalement sur la détermination de la 

structure cristallographique de la protéine humaine EED (Embryonic Ectoderm 

Development). Cette protéine semble jouer un rôle important au cours du cycle viral du virus 

VIH-1, en se liant avec sa protéine de Matrice (MA) et son Intégrase (IN). Cette étude 

structurale de EED et de son implication au cours du cycle viral a été motivée par le besoin de 

développer des médicaments différents de ceux actuellement dirigés contre la transcriptase 

inverse et la protéase du VIH-1 (Inhibiteurs Nucléosidiques de la Transcriptase Inverse tels 

l’AZT ou zidovudine (RETROVIR®), le ddI ou didanosine (VIDEX®), le 3TC ou lamivudine 

(EPIVIR®) ou encore le ténofovir (VIREAD®) / Inhibiteurs Non Nucléosidiques de la 

Transcriptase Inverse tels la névirapine (VIRAMUNE®), la delavirdine (RESCRIPTOR®) et 

l’efavirenz (SUSTIVA®) / Inhibiteurs de la protéase virale tel le saquinavir (INVIRASE®)). 

Les zones d’interaction entre EED et ses partenaires viraux ont donc été identifiées dans le 

cadre de cette recherche, afin d’envisager la synthèse d’inhibiteurs peptidomimétiques 

performants. 

Au cours de ce travail sur EED, nous avons été contacté par le Dr C. Ronfort dirigeant 

l'équipe «Rétrovirus et Intégration Rétrovirale» du laboratoire Rétrovirus et Pathologie 

Comparée, dirigé par le Pr J.F. Mornex, (UMR 754, INRA-UCBL-ENVL) afin de caractériser 

les relations structure-fonction de l’Intégrase aviaire de ALSV (Avian Leukemia and Sarcoma 

Viruses). Cette équipe avait exprimé et caractérisé 11 mutants ponctuels du domaine 

catalytique et 8 mutants ponctuels du domaine C-terminal de l'Intégrase aviaire de ALSV, et 

voulait confronter leurs résultats expérimentaux (tests d’activité in vitro) à la modélisation de 

ces mutants. Ces études ont donné lieu à deux publications (Moreau et al., 2004 ; Moreau et 

al., 2003) présentées dans ce manuscrit (Publication 2 et Publication 3, respectivement). 

 

J’ai également travaillé durant cette thèse à l’étude cristallographique de deux 

glycosides hydrolases adaptées aux températures extrêmes : (i) l’amylo-pullulanase ThApu de 

l’organisme hyperthermophile Thermococcus hydrothermalis et (ii) l’endoglucanase Cel5G 

de l’organisme psychrophile Pseudoalteromonas haloplanktis en collaboration avec le 

laboratoire de Biochimie du Pr C. Gerday (Institut de Chimie B6, Université de Liège, B-
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4000 Liège Sart-Tilman, Belgique) qui nous a fourni l’enzyme purifiée. Ce travail devait 

permettre de mieux comprendre les mécanismes moléculaires d’adaptation aux conditions 

extrêmes mis en œuvre par ces deux enzymes. 

Des cristaux de ThApu ont été obtenus, mais ceux-ci étaient trop petits et n’ont jamais pu être 

optimisés afin de pouvoir être utilisés pour des expériences de diffraction aux rayons X. Ce 

sujet ne sera donc pas présenté dans le manuscrit de thèse. 

Des cristaux du domaine catalytique de la «cellulase froide» Cel5G ont également été obtenus 

conduisant à la détermination de sa structure native à une résolution de 1,4 Å. Sa structure en 

complexe avec le cellobiose, produit de la réaction, a également été résolue à une résolution 

de 1,6 Å. Ce complexe met en évidence une fixation très spécifique du cellobiose dans les 

sous sites -2 et -3 du site catalytique. La comparaison structurale des domaines catalytiques de 

Cel5G et de Cel5A révèle des déterminants structuraux de l’adaptation de cette enzyme aux 

basses températures. Des données de diffusion des rayons X aux petits angles ont été obtenues 

pour l’enzyme entière en collaboration avec le laboratoire AFMB (UMR 6098, CNRS et 

Universités d’Aix-Marseille I et II). Ces résultats sont présentés dans ce manuscrit sous la 

forme de deux articles (Publication 4 et Publication 5). 

 

 

Liste des publications jointes au manuscrit 

 
Publication 1 Violot, S., Hong, S.S., Rakotobe, D., Petit, C., Gay, B., Moreau, K., Billaud, 

G., Priet, S., Sire, J., Schwartz, O., Mouscadet, J.F. and P. Boulanger. (2003) 
The human Polycomb group EED protein interacts with the integrase of human 
immunodeficiency virus type 1. J. Virol., 77, 12507-12522. 

 
Publication 2 Moreau K., Faure C., Violot S., Verdier G. and Ronfort C. (2003) Mutations in 

the C-terminal domain of ALSV (Avian Leukaemia and Sarcoma Viruses) 
integrase alter the concerted DNA integration process in vitro. Eur. J. 
Biochem., 270, 4426-4438. 

 
Publication 3 Moreau, K., Faure, C., Violot, S., Gouet, P., Verdier, G. and Ronfort, C. 

(2004) Mutational analyses of the core domain of Avian Leukaemia and 
Sarcoma Viruses integrase: critical residues for concerted integration and 
multimerization. Virology, 318, 566-581. 

 
Publication 4 Violot, S., Haser, R., Sonan, G., Georlette, D., Feller, G. and Aghajari, N. 

(2003) Expression, purification, crystallization and preliminary X-ray 
crystallographic studies of a psychrophilic cellulase from Pseudoalteromonas 
haloplanktis. Acta Cryst., D59, 1256-1258. 

 
Publication 5 Violot S., Aghajari N., Czjzek M., Feller G., Sonan G.K., Gouet P., Gerday C., 

Haser R., and Receveur-Brechot V. (2005) Structure of a full length 
psychrophilic cellulase from Pseudoalteromonas haloplanktis revealed by X-
ray diffraction and small angle X-ray scattering. J. Mol. Biol., 348, 1211-1224. 
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A/ LA PROTEINE CELLULAIRE HUMAINE EED 

 

 

 

1. Caractérisation de EED : 

 

La mise en place des profils d’expression génétique en fonction du type cellulaire 

implique l’activation ou la répression de l’expression de gènes codant des promoteurs, des 

activateurs et des facteurs de transcription. De nombreux niveaux de contrôle sont nécessaires 

pour le maintien de cette expression ou répression génique au fil des divisions cellulaires. 

Chez les eucaryotes, plusieurs complexes protéiques associés à la chromatine et impliqués 

dans la maintenance de la différenciation cellulaire ont été identifiés, dont le groupe des 

Polycomb (PcG). Les PcG sont des répresseurs de la transcription découverts initialement 

chez la drosophile (Struhl, 1981). Les PcG, ainsi que leurs antagonistes activateurs de la 

transcription du groupe trithorax (TrxG) prennent part aux mécanismes épigénétiques, c'est-à-

dire au maintien d’un profil d’expression génétique au cours des divisions cellulaires 

successives. Au cours des phases précoces du développement embryonnaire, ces deux 

familles de protéines sont impliquées dans l’expression transitoire de gènes de la 

segmentation afin de maintenir un profil d’expression spatial de gènes homéotiques (Hox). 

 

Les PcG ont été découverts initialement chez la drosophile, mais de nombreux homologues 

ont récemment été identifiés chez d’autres invertébrés et vertébrés, tels l’homme, la souris, le 

poulet, le xénope, la drosophile ou le nématode (Table 1). 

 

Protéines PcG Organisme Interactants 

Pc   

   Pc Drosophila Psc, RING1 

   XPc Xenopus XBmi1 

   CHCB3 Poulet  

   M33 Souris Bmi1, Ring1A et B 

   MPc2 Souris  

   Cbx2 / HPC1 Homme RING1 

   HPC2 Homme RING1, CtBP 

Psc   

   Psc Drosophila Pc, Ph 
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   XBmi1 Xenopus HPH1, HPH2, XPc 

   Bmi1 Souris MPh2, Ring1B, M33 

   mel-18 Souris  

   BMI1 Homme RING1, BMI1 

Ph   

   Ph Drosophila Ph, Scm 

   Rae-28 / MPh1 Souris Rae-28, Bmi1 

   MPh2 Souris Bmi1, Ring1B 

   HPH1 Homme HPH1, HPH2 

   HPH2 Homme HPH1, HPH2, BMI1 

Scm   

   Scm Drosophila Scm 

   SCML1 Homme  

E(z)   

   E(Z) Drosophila Esc 

   mes-2 C. elegans mes-6 

   Enx1 / Ezh2 Souris eed, Vav 

   Enx2 / Ezh1 Souris eed 

   EZH1 Homme  

   EZH2 Homme EED 

Esc   

   Esc Drosophila E(Z) 

   Xeed Xenopus  

   mes-6 C. elegans mes-2 

   eed Souris Enx1 / Ezh2, Enx2 

   EED Homme EZH2, SUZ12 

Pho   

   Pho Drosophila  

   YY1 Homme EED 

Enhancer of polycomb   

   E(Pc) Drosophila  

   Epc1, Epc2 Souris  

   EPC1, EPC2 Homme  
 

Table 1 : Protéines homologues appartenant à la famille des PcG. Pour chaque protéine, ses 

interactants connus sont également mentionnés. 
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Peu de choses sont connues sur les mécanismes moléculaires d’action des PcG. Toutefois, il a 

été suggéré qu’ils agissaient sous forme de complexes multi protéiques, en s’associant à la 

chromatine1 et en modifiant la structure de cette dernière (Pirrotta et al., 2003). 

Le premier complexe PcG à avoir été isolé chez l’homme est PRC1 (Polycomb repressive 

complex 1). Il comporte les protéines BMI-1 (B cell-specific Mo-MLV integration site 1) 

HPC2 (Human Polycomb 2) HPH (Human Polyhomeotic) et RING1 (Ring-finger protein 1 ; 

Mager et al., 2003). EED, pour Embryonic Ectoderm Developement, fait partie d’un autre 

complexe appelé PRC2. Celui-ci comporte également les protéines EZH2 (Enhancer of Zeste 

2) SUZ12 (Supressor of Zeste 12) et les protéines de fixation aux histones RbAp46 et 48 (Cao 

et al., 2002 ; Figure 1). 

 

RING1
BMI-1

HPH

HPC2

PRE Promoteur Gène

EZH2

EED

SUZ12

RbAp48

?

OFF

PRC1 PRC2

RING1
BMI-1

HPH

HPC2
RING1RING1

BMI-1BMI-1
HPHHPH

HPC2HPC2

PRE Promoteur Gène

EZH2

EED

SUZ12

RbAp48

EZH2

EED

SUZ12

RbAp48

?

OFF

PRC1 PRC2

 
Figure 1 : Modèle de deux complexes protéiques PcG humains. Ces deux complexes, PRC1 et 

PRC2, ne semblent pas interagir l’un avec l’autre. Par contre, chaque complexe interagit 

avec une séquence PRE (Polycomb Response Element) située à proximité du gène cible. Selon 

un mécanisme encore obscur, la région promotrice pourrait être masquée par le / les 

complexe(s) PcG, empêchant ainsi l’expression du gène cible (d’après Satijn et al., 1999). 

 

Il est intéressant de souligner que des travaux récents rapportent l’existence de quatre 

isoformes de EED (Figure 2) dans les cellules mammifères, chacune d’entre elles pouvant 

interagir avec EZH2 et SUZ12 et donnant lieu à la formation de complexes distincts appelés 

PRC2 et PRC3 (Kuzmichev et al., 2004). PRC2 serait ainsi composé d’une protéine EED 

(EED isoforme 1) de 535 résidus débutant par la valine 1 et serait hyperphosphorylée. PRC3 

serait quant à lui composé des protéines EED isoforme 3 ou 4, correspondant respectivement 

                                                 
1La chromatine constitue le support de l'information génétique chez les organismes eucaryotes. C'est 
une structure complexe constituée d'ADN et de protéines (histones) localisée dans le noyau cellulaire. 
On distingue l’hétérochromatine, qui représente la forme condensée de la chromatine et qui ne 
change pas d'état au cours du cycle cellulaire de l’euchromatine, qui représente la chromatine et qui 
apparaît relâchée pendant l'interphase. 
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à des produits d’initiation en Met95 et Met110. EED isoforme 2, qui correspond à une 

protéine de taille intermédiaire entre EED forme 1 et EED forme 3, pourrait quant à elle entrer 

dans la composition d’un nouveau complexe PRC4 (Kuzmichev et al., 2005). 

 

V1 V36 M95 M110 R535

7 motifs WD-40

EED isoforme 1
EED isoforme 2
EED isoforme 3
EED isoforme 4

PRC2
PRC4

PRC3

V1 V36 M95 M110 R535

7 motifs WD-40

EED isoforme 1
EED isoforme 2
EED isoforme 3
EED isoforme 4

PRC2
PRC4

PRC3
 

Figure 2 : Caractérisation des 4 isoformes de EED. Le site d’initiation de la traduction (V1, 

V36, M95 et M110) de chaque isoforme est indiqué, ainsi que son appartenance à un 

complexe PRC. Dans cette étude sur la protéine EED, c’est l’isoforme 3 qui sera étudiée ; sa 

numérotation, résidus 95 à 535 (441 résidus) sur cette figure, sera notée des résidus 1 à 441 

(441 résidus) dans la suite de ce manuscrit. 

 

La caractérisation des complexes PRC2 et PRC3 montre que chaque complexe comporte une 

activité histone lysine méthyltransférase (HMTase) intrinsèque portée par le domaine SET2 de 

EZH2 (Kuzmichev et al., 2002). In vitro, EZH2 dans PRC2/3 peut méthyler la lysine 9 (H3-

K9) et la lysine 27 (H3-K27) de l’histone H3 ou la lysine 26 (H1-K26) de l’histone H1. 

L’efficacité avec laquelle ces deux histones peuvent être méthylées dépend de l’isoforme de 

EED présente dans le complexe PRC2/3.  

EZH2 possède la même activité méthyl-transférase dans le complexe PRC4 et dans le 

complexe PRC2/3, à la seule différence qu’elle perd sa capacité à méthyler H3 en présence de 

H1. 

 

 

1.a) Répression des gènes homéotiques : (Figure 3) 

 

Les gènes Hox sont connus comme étant des cibles des PcG chez la drosophile, les vertébrés 

et les plantes. Des études récentes ont montré que ce système de régulation est également 

conservé chez le nématode C.elegans (Ross et Zarkower, 2003). La méthylation de la lysine 
                                                 
2 Les protéines à domaine SET catalysent le transfert d’un groupement méthyle du cofacteur S-
adénosylméthionine (AdoMet) vers des résidus lysines spécifiques de protéines substrats, telles que 
la queue N-terminale des histones H3 ou H4. Les gènes codant pour les protéines à domaine SET 
sont largement représentées parmi les génomes eucaryotes et ont été initialement classées en trois 
catégories, SU(VAR)3-9, E(Z) et Trithorax. 
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K27 de l’histone H3 par PRC2 pourrait constituer un site de reconnaissance pour le 

chromodomaine de PRC1. PRC1 pourrait ainsi bloquer le recrutement d’activateurs de la 

transcription tels SWI/SNF du groupe TrxG. De la même manière, il a été montré que la 

méthylation de la lysine K9 de l’histone H3 (H3-K9) crée un site de haute affinité pour la 

protéine de l'hétérochromatine HP1 (Heterochromatin Protein 1 ; Lachner et al., 2001) 

laquelle semble constituer le maillon indispensable à la formation d'hétérochromatine, donc 

au maintien d’un état silencieux de la transcription. 

 

 
Figure 3 : Au cours de la répression des gènes Hox, le complexe PRC2 

(EED/EZH2/SUZ12/RbAp48) pourrait faciliter le recrutement du complexe PRC1 en assurant 

la méthylation de H3-K27. Le recrutement de PRC1, via son chromodomaine (CD) avec 3m-

K27, pourrait participer à la condensation de la chromatine, réprimant ainsi l’expression des 

gènes cibles (d’après Cao et al., 2002). 

 

 

1.b) Inactivation du chromosome X : (Figure 4) 

 

En plus de réguler le développement embryonnaire, les PcG mammifères sont également 

impliquées dans les phénomènes d’inactivation du chromosome X et dans le contrôle de la 

prolifération cellulaire. 

En effet, malgré un nombre de copies différent du chromosome X selon le sexe (XX pour la 

femelle et XY pour le mâle) un mécanisme de compensation permet un taux d’expression des 

gènes quasiment identique. Chez les mammifères, ceci est rendu possible par le maintien 

silencieux de la transcription de la plupart des gènes d’un des deux chromosomes X très tôt au 

cours du développement : c’est le processus d’inactivation du chromosome X. 

Durant ce processus d’inactivation, le chromosome X inactif (Xi) acquiert plusieurs 

caractéristiques physico-chimiques distinctes de son homologue actif. L’une de ces 

caractéristiques les plus remarquable est un profil de méthylation différentiel de l’histone H3 

dès les premières étapes du processus d’inactivation du chromosome X (Cohen et Lee, 2002). 
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Figure 4 : Au cours de l’inactivation du chromosome X, la transcription de l’ARN Xist à 

partir du chromosome X inactif (Xi) aide au recrutement du complexe PRC2 

(EED/EZH2/SUZ12/RbAp48). La méthylation de H3-K27 par PRC2 pourrait contribuer à la 

répression de l’expression des gènes du Xi (d’après Cao et al., 2002). 

 

L’association transitoire du complexe PRC2 avec le chromosome X inactif intervient dès les 

premières étapes du processus d’inactivation et est corrélée avec son association en Cis avec 

un transcrit spécifique du X inactif (Xist) qui est le marqueur le plus précoce connu du 

processus d’inactivation du X. L’activité histone méthyltransférase (HMTase) intrinsèque de 

PRC2, portée par le domaine SET de Ezh2, permet alors la méthylation des lysines K9 et / ou 

K27 de l’histone H3. Cette méthylation des nucléosomes du Xi contribue au maintien 

silencieux de l’expression de ses gènes par l’adoption d’un état hétérochromatique. 

 

 

1.c) Prolifération cellulaire et cancer : (Figure 5) 

 

Les PcG et notamment le complexe PRC2 sont enfin impliqués dans des phénomènes de 

prolifération cellulaire. Les protéines Ezh2 et SUZ12 du complexe PRC2 sont surexprimées 

respectivement lors de cancers de la prostate (Varambally et al., 2002) et dans plusieurs 

tumeurs humaines, notamment dans des tumeurs du colon, du sein et du foie (Kirmizis et al., 

2003). Des études montrent que EED, Ezh2 et SUZ12 sont sous le contrôle du facteur de 

transcription E2F (Bracken et al., 2003). Comme de nombreux gènes cibles de E2F codent 

des protéines essentielles pour le contrôle de la prolifération cellulaire, il est possible qu’un 

dérèglement de l’expression de Ezh2 ou SUZ12 entraîne un mauvais contrôle des gènes sous 

le contrôle de PRC2, conduisant à une prolifération cellulaire incontrôlée. 
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Figure 5 : Au cours d’un cancer, une mauvaise expression de EZH2 ou SUZ12 sous 

l’influence de Rb-E2F peut modifier la stœchiométrie du complexe PRC2 

(EED/EZH2/SUZ12/RbAp48) conduisant à une mauvaise expression de gènes impliqués 

(d’après Cao et al., 2002). 

 

 

 

2. Connaissances structurales sur EED : 

 

Une recherche d’homologie éventuelle par rapport à l’ensemble des séquences 

répertoriées dans les banques de données de séquences protéiques SWISSPROT et TrEMBL 

(Boeckmann et al., 2003) montre que la protéine EED humaine possède 99 % d'identité en 

acides aminés avec son homologue murin. Chez la souris, cette protéine est considérée 

comme un régulateur central de la segmentation de l'axe antéropostérieur. Son rôle apparaît 

indispensable dans ce mécanisme et certaines mutations ponctuelles sont létales pour 

l'embryon (Faust et al., 1995 ; Holdener et al., 1995). EED est par ailleurs identique à 55 % 

avec la protéine ESC (Extra Sex Combs) de la drosophile (Gutjahr et al., 1995). ESC fait 

également partie de la grande famille des protéines Polycomb (Gutjahr et al., 1995 ; Struhl, 

1981 ). 

 

Plus généralement, une recherche sur la banque de données de signatures protéiques 

PROSITE (Hulo et al., 2004) montre que EED présente dans sa séquence des motifs 

caractéristiques des protéines de la famille WD-40. Les protéines de cette famille, en très 

grande majorité retrouvées chez des organismes eucaryotes, interviennent dans des 

mécanismes moléculaires très divers et se rencontrent dans tous les compartiments cellulaires 

(Table 2). 
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Fonction biologique Protéine à motif WD-40 impliquée 

Transduction du signal Protéine Gβ, RbAp48 

Synthèse et maturation des ARN TUP1, Ski8p 

Assemblage de la chromatine CAF-1 

Trafic vésiculaire SEC13 

Assemblage du cytosquelette MAP, Aip1 

Régulation du cycle cellulaire Mad2, CDC4, Bub3 

Programmation de la mort cellulaire Apaf-1 

Fonction inconnue WDR1, WDR3, WDR4, WDR6, WDR10 
 

Table 2 : Diverses fonctions biologiques de protéines à motifs WD-40. 
 

Le motif WD-40 canonique, s’écrit (X6-94-[GH-X23-41-WD])4-8 (Neer et al., 1994). Il 

comprend 40 à 60 résidus et peut contenir le dipeptide GH, situé entre 10 et 20 résidus de son 

extrémité N-terminale, et le dipeptide WD situé à son extrémité C-terminale. Il est à noter que 

ni le dipeptide GH, ni le dipeptide WD ne sont absolument conservés. 

Généralement, les protéines appartenant à cette famille comportent entre 4 et 8 répétitions de 

ce motif. Ce nombre varie pour EED selon les auteurs. Denisenko et collaborateurs 

considèrent EED comme une protéine à 6 motifs WD-40 (Denisenko et Bomsztyk, 1997) 

alors que Shumacher et collaborateurs la considère comme une protéine à 5 motifs 

(Shumacher et al., 1996). 

Pour notre part, nous préférons considérer que EED contient 7 motifs WD-40. Ces motifs 

WD-40, numérotés dans notre étude, II (131-176) III (179-219) IV (222-264) V (295-332) et 

VII (397-438) sont aussi répertoriés par les deux autres équipes. La séquence comprise entre 

les résidus 356 et 390 (motif WD-40 VI dans notre étude) est considérée comme un motif 

WD-40 par l'équipe de Bomsztyk (Denisenko et Bomsztyk, 1997) mais pas par celle de 

Magnuson (Shumacher et al., 1996). Enfin, contrairement aux deux autres équipes, nous 

avons considéré un septième motif WD-40 entre les résidus 81 et 125 (domaine I dans notre 

étude). 

 

A ce jour, neuf structures cristallographiques de protéines à motifs WD-40 sont 

connues (Figure 6): 
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(1) la sous-unité β des protéines G (code PDB :1TBG ; Gaudet et al., 1996 ; 

Lambright et al., 1996 ; Sondek et al., 1996 ; Wall et al., 1995). 

 

(2) le domaine C-terminal du répresseur transcriptionnel Tup1 (code PDB : 1ERJ ; 

Sprague et al., 2000). 

 

(3) la protéine ARPC1 p40 (code PDB : 1K8K ; Robinson et al., 2001). 

 

(4) le domaine C-terminal du corépresseur transcriptionnel Groucho / TLE1 (code 

PDB : 1GXR ; Pickles et al., 2002). 

 

(5) la protéine Cdc4 (code PDB : 1NEX ; Orlicky et al., 2003). 

 

(6) la protéine Aip1 (code PDB : 1PI6 ; Voegtli et al., 2003). 

 

(7) la protéine TrCP1 (code PDB : 1P22 ; Wu et al., 2003). 

 

(8) la protéine Bub3 (code PDB : 1U4C ; Larsen et Harrison, 2004, non publié). 

 

(9) la protéine Ski8p (code PDB : 1SQ9 ; Madrona et Wilson, 2004). 

 

Toutes ces protéines adoptent une structure en turbine constituée de pales en feuillet β. Le 

nombre de pales est égal au nombre de motifs WD-40 présents dans leur séquence. Ceci 

renforce l’hypothèse que toutes les protéines à motifs WD-40 pourraient se structurer en 

turbine-β. En outre, si la plupart de ces protéines adoptent une structure en turbine-β à 7 pales, 

la protéine Cdc4 en présente 8. Enfin, la protéine Aip1, dont la séquence était prédite pour 

contenir 10 motifs répétés WD-40, présente une structure formée de 2 turbines-β à 7 pales 

connectées l’une à l’autre.  
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Figure 6 : Diagramme en rubans des protéines à motifs WD-40 de structures connues. (1) 

protéine Gβ ; (2) domaine C-terminal de Tup1 ; (3) protéine ARPC1 p40 ; (4) domaine C-

terminal de Groucho / TLE1 ; (5) protéine Cdc4 ; (6) protéine Aip1 ; (7) protéine TrCP1 ; (8) 

protéine Bub3 ; (9) protéine Ski8p. 

 

Chaque pale est constituée d’un feuillet β à 4 brins β antiparallèles disposés radialement 

autour d’un axe central. La stabilité de ces structures est due à des interactions hydrophobes 

entre les feuillets, et à un système de «fermeture du cercle» également appelé système 

«Velcro». En effet, la séquence répétée WD-40 ne correspond pas à une pale, mais au brin β 
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externe (brin β d) d’une pale et aux 3 brins β les plus proches de l'axe central (brins a, b et c) 

de la pale suivante (Figure 7). Ainsi, le brin β externe de la dernière pale de la turbine-β est 

fourni par la partie variable du premier motif WD-40 situé en N-terminal de la protéine, alors 

que les trois brins β internes sont fournis par le dernier motif WD-40 (Figure 7). Ceci permet 

d'obtenir une molécule circulaire. La nécessité apparente d’un tel mécanisme de fermeture 

suggère que de telles structures circulaires seraient instables en son absence, et que ce 

mécanisme les protège d’un mauvais repliement qui pourrait conduire à la formation de 

fibrilles amyloïdes (Chiti et al., 1999). 
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Figure 7 : (A) Diagramme en ruban d’une portion de protéine en turbine-β montrant 3 pales 

constituées chacune de 4 brins β. La dernière pale (noire et bleue) montre le système «velcro» 

de fermeture permettant à la protéine d’acquérir une structure circulaire. (B) Représentation 

schématique montrant le décalage entre un motif répété WD-40 et la structure observée (la 

pale), le premier brin β (d) du motif répété WD-40 n constituant le brin β externe de la pale n-

1. 

 

Ces protéines en turbines-β contiennent ainsi trois surfaces potentielles d’interaction ; la face 

supérieure constituée principalement des boucles reliant les brins β d aux brins β a (boucle d-

a), la face inférieure constituée principalement des boucles reliant les brins β a aux brins β b 
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(boucles a-b) et celles reliant les brins β c aux brins β d (boucles c-d) et leur circonférence 

composée principalement des brins β d (Figure 8). 

 

 
Figure 8 : (A) Représentation schématique des éléments structuraux au sein d’un même motif 

répété WD-40. (B) Représentation schématique des positions des éléments structuraux 

présentés en (A) au sein de la structure tridimensionnelle de la turbine-β. Sa face supérieure 

est montrée en bleue, sa face inférieure en rouge et sa circonférence en vert (d’après Smith et 

al., 1999). 

 

Aucune protéine à motifs WD-40 n’est connue pour posséder une activité catalytique. Elles 

joueraient plutôt un rôle de «plateforme» stable pouvant donner lieu à la formation réversible 

de complexes multi protéiques Elles pourraient ainsi coordonner des interactions séquentielles 

ou simultanées de plusieurs jeux de protéines (Smith et al., 1999). Plus récemment, Cooley et 

son équipe ont suggéré que les protéines en turbine-β pouvaient agir en temps 

qu’«organisateurs de complexes multimoléculaires», exploitant la grande variabilité de leurs 

boucles pour établir des contacts avec des partenaires moléculaires variés (Adams et al., 

2000). 
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B/ BIOLOGIE DU VIRUS DE L'IMMUNODEFICIENCE HUMAINE 

 

 

1. Introduction : 

 

Depuis sa découverte il y a plus de 20 ans, le virus du Sida est devenu la première 

cause de mortalité dans le monde. 40 millions de personnes sont à ce jour infectées par le 

VIH, alors que 3 millions de personnes ont été tué par la maladie en 2003. 

Tout commence aux Etats-Unis en 1981, lorsque 5 cas d'une maladie rare, la pneumocystose 

pulmonaire, furent détectés. A la fin de l'année, la première étude épidémiologique indique 

qu'une maladie inconnue, provoquant une immunodéficience, se transmet par voie sexuelle et 

sanguine en touchant principalement les homosexuels. Le nom de SIDA (Syndrome de 

l'Immunodéficience Acquise) est créé. 

Fin 1982, le nombre de cas de SIDA augmente considérablement et s’étend à l’ensemble de la 

population, notamment aux hémophiles, aux personnes à partenaires sexuels multiples et aux 

enfants nés de mère à risque. 

En 1983, l’agent viral responsable de la maladie est isolé à l'Institut Pasteur par l'équipe du Pr 

Montagnier à partir de cellules lymphocytaires d’un patient atteint d’une lymphadénopathie 

(Barre-Sinoussi et al., 1983). C'est un nouveau virus baptisé LAV (Lymphadenopathy 

Associated Virus). 

En 1984 le Pr Gallo isole un virus qu'il nomme le HTLV-3 (Popovic et al., 1984). Ce virus 

s'avérera être identique au virus identifié un an plus tôt par l'équipe Française. 

La communauté scientifique s'accorde en 1986 pour leur donner le nom commun de virus de 

l'immunodéficience humaine (VIH). Un deuxième virus du Sida, donnant des symptômes 

légèrement différents du premier sérotype, est découvert à l'Institut Pasteur (Clavel et al., 

1986). Ce VIH-2 est présent majoritairement en Afrique de l'Ouest. 

En 1990 naît l'idée d'associer plusieurs molécules thérapeutiques pour bloquer la réplication 

du virus. Cette multithérapie pourrait éviter l'apparition de souches virales résistantes aux 

médicaments. Le nombre de malades est alors estimé à environ 1 million. 

Les premiers tests de vaccins contre le Sida ont lieu chez l'Homme en 1993. C'est un échec 

car le vaccin ne parvient pas à arrêter la prolifération du virus. Une étude publiée en 1995 

conclut à l'efficacité des inhibiteurs de protéases pour lutter contre le Sida, ainsi qu'à l'effet 

positif des bi- et trithérapies. L'association de plusieurs molécules pour lutter contre le Sida 

devient rapidement la norme dans les pays industrialisés. Le nombre de morts liés au Sida 

diminue pour la première fois dans les pays occidentaux et l'état des patients s'améliore alors 
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malgré les effets secondaires des traitements. Le nombre de personnes infectées dans le 

monde est alors estimé à 20 millions. 

En 1996, l'efficacité des trithérapies est confirmée. Cette année-là, le premier inhibiteur non 

nucléosidique de la transcriptase inverse apparaît aux USA. En 1998, l'effet protecteur de 

l'azidothymidine (AZT) est démontré dans la transmission de la mère à l'enfant.  

En 1999 débutent des essais cliniques pour tester l'efficacité d'une nouvelle molécule (T-20) 

appartenant à une nouvelle classe de molécules anti-virales : les inhibiteurs de la fusion. 

C'est durant l'année 2000 qu'est émise l'idée de faire des pauses dans les traitements anti-

viraux pour tenter de limiter l'apparition de souches virales résistantes.  

L'année 2001 est le vingtième anniversaire de la découverte du virus. Malgré d'énormes 

progrès réalisés dans la compréhension de la maladie et dans la prise en charge des malades, 

aucune solution à court terme ne semble se dessiner. Le Sida tue toujours. 

 

 

 

2. Classification des rétrovirus : 

 

Le VIH-1 est un lentivirus de la famille des retroviridae. Cette famille regroupe une 

cinquantaine de virus exogène retrouvés généralement chez les vertébrés et répartis d’après le 

comité international de taxonomie des virus (ICTV, 2000) en sept genres selon leur 

pathogénicité et leurs propriétés structurales (Table 3). Le cycle viral de tous ces virus se 

caractérise par une étape de réplication inverse de leur génome ARN en ADN grâce à une 

polymérase virale, la transcriptase inverse, puis par l’intégration de ce dernier dans le génome 

de l’hôte. 

 

Genre Espèce type 

Alpharétrovirus Virus de la leucémie aviaire (ALV) 

Betarétrovirus Virus de la tumeur mammaire murine (MMTV) 

Gammarétrovirus Virus de la leucémie murine (MLV)  

Deltarétrovirus Virus de la leucémie bovine (BLV) 

Epsilonrétrovirus Virus du sarcome dermique du saumon (WDSV) 

Lentivirus Virus de l’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) 

Spumavirus Virus spumeux du Chimpanzé CFV) 
 

Table 3 : Classification des rétrovirus selon le comité international de taxonomie des virus 

(ICTV, 2000). 
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Une autre classification basée sur la complexité des génomes a également été proposée 

(Cullen, 1991). Des rétrovirus simples et complexes ont ainsi été définis (Table 3). Les 

rétrovirus simples nécessitent la seule présence des gènes gag, pol et env, alors que les 

rétrovirus complexes (Lentivirus et Spumavirus) possèdent en plus des séquences codant des 

protéines accessoires de régulation.  

 

 

 

3. Morphologie de la particule virale et organisation du génome : 

 

Le VIH-1 est un virus enveloppé dont la particule virale sphérique présente un 

diamètre de 90 à 120 nm (Figure 9). Cette dernière est composée d’une enveloppe externe de 

nature protéo-lipidique, issue du bourgeonnement de la membrane plasmique de la cellule 

infectée. Y sont ancrées les glycoprotéines gp120 ou SU (Surface protein) et gp 41 ou TM 

(Transmembranar protein). Ces deux protéines associées de manière non covalente 

s’organisent en trimère, formant des spicules à la surface de la particule virale. 

La membrane interne est constituée des protéines de Matrice (MA) organisées en trimères. 

Celles-ci tapissent la surface interne de l’enveloppe et sont étroitement associées à la bicouche 

lipidique grâce à leur extrémité N-terminale myristoylée. 

 

 
Figure 9 : Morphologie de la particule virale. Les différents composants sont indiqués : CA 

(capside) ; IN (Intégrase) RT (transcriptase inverse) MA (Matrice) NC (nucléocapside) TM 

(gp41) et SU (gp 120 ; d’après Sherman et Greene, 2002). 
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Les protéines de capside (CA) forment une capside virale de forme conique renfermant et 

protégeant le génome viral. Celui-ci est constitué d’un ARN bicaténaire associé à des 

protéines de nucléocapside (NC). Ces petites protéines basiques permettent une compaction 

de l’ARN au sein de la capside. Cette capside renferme également des enzymes virales libres 

(Intégrase, reverse transcriptase, protéase et protéines accessoires) et des molécules d’origine 

cellulaire (ARN de transfert, ARN ribosomaux). 

 

Le génome viral comporte 9 cadres ouverts de lecture codant 15 protéines (Figure 10). Ceci 

est rendu possible par la synthèse de polyprotéines, par la présence de nombreux sites 

d’épissage et de sites différents d’initiation de la transcription. 

 

 
Figure 10 : Organisation génomique de l’ADN du VIH-1. Le génome comporte 9 phases 

ouvertes de lecture encadrées par deux séquences LTR (Long Terminal Repeat). 3 ORF 

correspondent aux gènes gag, pol et env, et 6 codent les protéines accessoires Vif, Vpr, Vpu et 

Nef, ainsi que les protéines de régulation Tat et Rev (d’après Sherman et Greene, 2002). 

 

Les gènes gag, pol et env sont présents chez tous les rétrovirus. Le gène gag code le 

précurseur Pr55gag, qui une fois clivé par PR donnera les protéines virales MA, CA, NC et 

p63. Le gène pol code la polyprotéine Pr160gag-pol qui après maturation donne les enzymes 

rétrovirales PR, RT et IN. Les gènes gag et pol se chevauchent sur 241 nucléotides et 

l’expression du précurseur Pr160gag-pol est rendue possible par un glissement de type -1 du 

ribosome par rapport au cadre de lecture du gène gag (Jacks et al., 1988). Ce changement de 

cadre de lecture ne survient qu’avec une faible fréquence (5 %). Cette régulation de 

l’expression des enzymes virales s’explique par le fait que la synthèse de nouvelles particules 

virales requiert plus de protéines de structure (MA, CA et NC) que de protéines enzymatiques 

(PR, RT et IN). Le gène env code les protéines d’enveloppe SU et TM. Elles sont issues de la 

                                                 
3La protéine p6 du VIH-1 est une protéine flexible de 52 résidus sans structure apparente. Elle 
contient 2 motifs critiques : un motif PTAPP impliqué dans le processus de bourgeonnement des 
particules virales et dans l'incorporation de Pol et du RNA, probablement par interaction avec des 
facteurs cellulaires pour l'instant non définis. Un deuxième motif de p6 joue un rôle dans 
l'incorporation de la protéine accessoire VPr 
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maturation du précurseur Pr160env par des protéases cellulaires au niveau du Golgi, avant leur 

adressage à la membrane en vue de leur incorporation au sein de particules virales néo-

synthétisées. 

Le VIH-1 présente 6 gènes supplémentaires codant pour des protéines de régulation (Tat et 

Rev) et des protéines dites accessoires (Nef, Vif, Vpr et Vpu). La conservation de ces gènes 

malgré la forte pression de sélection suggère qu’ils participent à des mécanismes importants 

lors de l’infection virale. Les protéines Tat, Rev et Nef sont issues d’ARNm multi-épissés et 

les protéines Vif, Vpr et Vpu d’ARNm mono-épissés. Ces protéines revêtent différentes 

fonctions, telle Tat qui a un rôle transactivateur des gènes viraux, Vif qui intervient dans 

l’assemblage et la maturation des virions, Rev qui est impliqué dans le transport des ARNm 

non-épissés du noyau vers le cytoplasme, Vpr qui joue un rôle prépondérant dans le transport 

du complexe de pré-intégration (PIC) du cytoplasme vers le noyau, Nef et Vpu qui facilitent 

le transport des protéines d’enveloppe à la surface cellulaire en vue de la formation de 

nouvelles particules virales (Frankel et Young, 1998). 

 

 

 

4. Le cycle viral du VIH-1 : 

 

Le cycle viral s'étend de l’entrée de la particule virale dans la cellule hôte jusqu'à la 

production des nouvelles particules infectieuses (Figure 11). Il peut être divisé en plusieurs 

étapes successives regroupées en deux phases distinctes : la phase précoce et la phase tardive. 

La phase précoce est constituée des étapes comprises entre la pénétration du virus dans la 

cellule hôte et l'intégration du provirus dans son génome. La phase tardive débute avec 

l'expression des protéines virales et s'achève par le bourgeonnement des particules virales 

néo-synthétisées. 

 

 

4.a) La phase précoce du cycle réplicatif : 

 

La pénétration du virion dans le cytoplasme de la cellule hôte nécessite dans un premier 

temps la fixation de ce dernier sur sa cible. Ceci est réalisé par la reconnaissance de la 

glycoprotéine d'enveloppe SU par les molécules membranaires réceptrices CD4 de la cellule 

hôte. Cette interaction à haute affinité induit un changement conformationnel de SU, 

permettant la reconnaissance de régions particulières de cette protéine par d’autres protéines 
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cellulaires de surface, telles les récepteurs aux chimiokines CCR5 et CXCR4. La formation de 

ce complexe conduit, par l’intermédiaire de la protéine virale TM, à la fusion de l’enveloppe 

virale avec la membrane plasmique et permet la libération de la capside virale dans le 

cytoplasme de la cellule hôte. 

Suite à la pénétration du virus, le virion subit une «décapsidation» conduisant à la formation 

d'un complexe nucléoprotéique, le complexe de rétro-transcription, composé des deux 

molécules d'ARN virales associées à des protéines et enzymes virales telles NC, MA, IN, RT 

et VPr 

La transcription inverse est initiée par l’ARN de transfert Lys-3, coencapsidé dans la particule 

virale et utilisé comme amorce de polymérisation par la transcriptase inverse. La molécule 

d’ADN bicaténaire synthétisée s’associe alors fortement à IN au sein d’un complexe 

nucléoprotéique désigné sous le terme de complexe de pré-intégration (PIC). Sous l’action 

coordonnée des protéines MA, IN et Vpr, le PIC est transporté activement à l’intérieur du 

noyau cellulaire. L’ADN viral est alors intégré au sein du génome de la cellule hôte par action 

de l’Intégrase et est appelé provirus. 

 

 
Figure 11 : Le cycle viral du VIH-1 (d’après Sherman et Greene, 2002). 
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4.b) La phase tardive du cycle réplicatif : 

 

L'ARN viral est transcrit sous contrôle du promoteur localisé dans le LTR 5' du provirus. 

L'expression du génome viral est, quant à elle, initiée par la protéine Tat et régulée par des 

facteurs de transcription cellulaires. 

Les ARN viraux, partiellement épissés et non épissés, sont exportés par l'intermédiaire de Rev 

vers le cytoplasme où ils sont traduits ou encapsidés. 

Les ARN messagers des protéines d'enveloppe sont traduits dans le réticulum endoplasmique 

sous forme de précurseurs gp160, où ils s'associent avec les molécules CD4 nouvellement 

synthétisées. La protéine Vpu, en dirigeant la dégradation des CD4, permet la libération des 

gp160 vers le Golgi où ils seront glycosylés et maturés en TM et SU. Ces protéines 

d'enveloppe sont ensuite acheminées vers la membrane plasmique où elles sont protégées 

d'une éventuelle interaction avec les CD4 par la protéine Nef. 

Dans le même temps, les ARN messagers gag et pol sont traduits sous forme de précurseurs 

polypeptidiques Pr55gag et Pr160gag-pol par les polysomes libres du cytoplasme. Leur adressage 

à la membrane plasmique via un mécanisme indépendant du trafic vésiculaire reste à définir. 

Les précurseurs s'assemblent au niveau de la membrane plasmique et recrutent les protéines 

d'enveloppe. L'ARN génomique est encapsidé et les particules virales bourgeonnent. 

Simultanément, les protéines virales sont maturées par protéolyse sous l'action de la protéase 

virale et de la protéine Vif. 
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C/ ROLE DE EED DANS LE CYCLE VIRAL DU VIH-1 

 

 

 

1. Interaction avec la protéine Matrice du VIH-1 : 

 

L’équipe du Professeur P. Boulanger avec qui nous collaborons a mis en évidence 

l’interaction de EED avec la Matrice du VIH-1 par le système du double hybride dans la 

levure (cf. Annexe A pour le principe). Ces résultats ont été confirmés in vitro par différentes 

techniques (Peytavi et al., 1999). La zone d’interaction au niveau de EED a pu être localisée 

précisément par criblage d’une banque de phage filamenteux (technique du «phage-display» ; 

cf. Annexe B pour le principe) et vérifiée par mutagenèse dirigée. Elle se situe dans le motif 

WD-40 n°5 au sein d’une boucle reliant le premier et le second feuillet β. Ces boucles 

constituent chez les protéines à motifs WD-40 les principales zones d’interaction avec des 

partenaires protéiques. Il est intéressant de noter que cette région d’environ 20 résidus est 

conservée au cours de l’évolution, puisqu’elle présente 100 % d’identité avec son homologue 

ESC chez la drosophile (Ng et al., 1997). Cette région semble donc importante pour la 

fonction biologique de EED. 

Le fait que EED interagit avec la protéine de Matrice et non avec le précurseur Pr55gag laisse 

envisager que EED pourrait jouer intervenir pendant la phase précoce du cycle viral.  

 

 

Structure de la Matrice du VIH-1 

 

La protéine de Matrice du virus VIH-l a une masse moléculaire d’environ 15 kDa et est 

myristoylée sur sa glycine N-terminale. Sa structure 3D a été déterminée par RMN (Massiah 

et al., 1994 ; Massiah et al., 1996 ; Matthews et al., 1994 ; Matthews et al., 1995) et par 

diffraction aux rayons X (Hill et al., 1996). 

La protéine, constituée de 5 hélices α et de 3 brins β, est organisée autour de l'hélice centrale 

α4 (Figure 12). Celle-ci établit des contacts hydrophobes avec toutes les autres hélices, 

formant ainsi le coeur de la protéine. Les trois brins β forment une plate-forme basique à 

l'extérieur du coeur de la protéine près de son extrémité N-terminale. Ils portent les deux 

signaux de localisation nucléaire propres aux protéines de Matrice des lentivirus (Conte et 

Matthews, 1998). 
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Figure 12 : Représentation en ruban de la protéine de Matrice du VIH-1. Les structures 

secondaires sont numérotées respectivement de α1 à α5 pour les hélices α et de β1 à β3 pour 

les brins β. 

 

Les études cristallographiques de la Matrice du VIH-1 révèlent une oligomérisation de la 

protéine sous forme de trimères (Hill et al., 1996). L'interaction entre les trois monomères a 

lieu au niveau des boucles reliant les hélice α3 et α4. Ce modèle trimérique permet d'expliquer 

comment les groupements myristates agissent en synergie avec les 31 résidus N-terminaux 

basiques du domaine Matrice pour stabiliser le précurseur à la membrane plasmique. Dans 

cette structure, l'orientation des 3 myristates leur permet de s'ancrer ensemble dans la 

bicouche lipidique. Les résidus N-terminaux basiques sont alors situés à l'apex du trimère et 

sont correctement positionnés pour former des liaisons ioniques avec les têtes acides des 

phospholipides (Hill et al., 1996 ; Figure 13). 

 

Lors de la phase tardive du cycle viral, le domaine Matrice dirige le précurseur Pr55gag à la 

membrane plasmique grâce à la présence de son double signal d'adressage membranaire 

(myristate et domaine polybasique N-terminal). Lors de la phase précoce du cycle, la Matrice 

participe au transport du complexe de pré-intégration dans le noyau grâce à sa séquence NLS 

N-terminale constituée par le même domaine polybasique (Gallay et al., 1997). Or, le double 

signal d'adressage et d'ancrage à la membrane plasmique est présent à la fois dans les parties 

N-terminales de la Matrice et du Pr55gag. La différence d'affinité pour la membrane plasmique 
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ne peut être expliquée que par une meilleure accessibilité de ce double signal dans le 

précurseur Pr55gag par rapport à la Matrice. 

 

 
Figure 13 : Modèle moléculaire d’un trimère de Matrice myristoylée ancrée au niveau de la 

membrane virale. Les radicaux myristates (en rouge) de chaque monomère sont insérés dans 

la bicouche phospholipidique (d’après Hill et al., 1996). 

 

Pour expliquer ce phénomène, un mécanisme de repliement et de séquestration du myristate à 

l'intérieur de la Matrice mature a été envisagé (Spearman et al., 1997; Zhou et Resh, 1996). 

Récemment, Tang et collaborateurs ont confirmé cette hypothèse par la mise en évidence par 

RMN de deux états conformationnels de la protéine de Matrice myristoylée : une 

conformation exposant le myristate et une conformation séquestrant le myristate (Tang et al., 

2004). 

Cette équipe a également pu démontrer par des études de sédimentation à l’équilibre que la 

multimérisation de la Matrice favorisait l’exposition du myristate. Lors de la phase tardive du 

cycle viral, la concentration de précurseurs Pr55gag au niveau de raft lipidique entraînerait leur 

multimérisation. L’exposition consécutive des myristates permettrait alors l’ancrage à la 

membrane. Après le bourgeonnement des nouveaux virions, Pr55gag est clivé par la protéase 

mais la Matrice reste fixée à la membrane dans un état trimérique. Lors de l’infection et de la 

phase de fusion, le contenu de la particule virale est dilué dans le cytoplasme de la cellule 

hôte, entraînant la séquestration du myristate et donc la libération de la Matrice dans le 

cytosol (Figure 14). 
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Figure 14 : Régulation du «switch» du myristate au cours du cycle du VIH-1.Une 

représentation schématique de Pr55gag est donnée au cours de la phase tardive de l’infection 

(A) dans le virion (B) et au cours de la phase précoce de l’infection (C). Au sein de Pr55gag, 

la matrice est représentée en rose, la capside en vert, la nucléocapside en jaune et la protéine 

p6 en rouge (Resh, 2004). 

 

 

 

2. Interaction avec la protéine Intégrase du VIH-1 : 

 

Comme nous venons de voir, l’équipe du Professeur P. Boulanger a mis en évidence 

une interaction entre EED et MA (Peytavi et al., 1999). Au cours de ce travail, ils ont 

également suggéré une interaction entre EED et la protéine Intégrase par des études de co-

localisation par immuno-électromicroscopie (Peytavi, 1999). Comme pour la Matrice, des co-

localisations sont observées pour l’Intégrase et EED au niveau de régions du nucléoplasme. 

Des expériences de triples marquages des protéines de la Matrice, de l’Intégrase et de EED 

ont également été réalisées et des triples co-localisations peuvent être observées, toujours au 

niveau de régions du nucléoplasme. L’ensemble de ces résultats laisse supposer que EED 

pourrait lier l’Intégrase virale suite à son interaction avec la Matrice dans des régions denses 

du nucléoplasme. Ces régions pourraient correspondre aux régions de l’hétérochromatine 

condensée, au niveau desquelles EED agit naturellement. 

 

 

Structure des différents domaines de la protéine Intégrase du VIH-1 

 

L'Intégrase du VIH-1 est une protéine de 288 acides aminés, présentant trois domaines 
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fonctionnels bien définis : le domaine N-terminal constitué par les 50 premiers acides aminés, 

le domaine central long de 162 acides aminés et enfin le domaine C-terminal constitué de 76 

acides aminés. Ces trois domaines sont nécessaires à la formation d'un complexe stable entre 

l'Intégrase et l'ADN et à la réalisation du processus d'intégration. 

 

Le domaine N-terminal comporte 4 résidus très conservés communs à toutes les protéines 

Intégrase de rétrovirus (Khan et al., 1991). Il s'agit de deux résidus histidine (en position 12 et 

16 pour le VIH-1) et de deux résidus cystéine (en position 40 et 43 pour le VIH-1). Ces quatre 

résidus conservés sont impliqués dans la coordination d’ions Zn2+, mais ils ne présentent pas 

une structure similaire aux structures en doigt à zinc classiques (Eijkelenboom et al., 1997). 

La structure de ce domaine, composé de quatre hélices α, a été déterminée chez le VIH-1 par 

résonance magnétique nucléaire (Cai et al., 1997). Il se présente sous forme dimérique avec 

une interface composée exclusivement de résidus hydrophobes provenant de la partie N-

terminale de l'hélice α1 et des hélices α3 et α4. Ce domaine présente un motif hélice-tour-

hélice, impliquant les hélices αl et α3, caractéristique des protéines se fixant à l'ADN.  

Plus récemment, la structure du domaine «N-terminal + domaine catalytique» (Figure 15) a 

permis de définir une interface différente de celle définie avec le domaine N-terminal isolé 

(Wang et al., 2001). Dans ces conditions, seules les extrémités N-terminales des hélices αl et 

α3 composent l'interface du dimère. 

 
Figure 15 : Représentation en ruban du dimère des domaines N-terminaux + domaines 
centraux de l’Intégrase du VIH-1. Les sphères orange représentent les ions zinc du domaine 
N-terminal. 
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Le domaine central est le domaine le plus conservé entre les différentes protéines Intégrases 

(Khan et al., 1991). Il possède notamment trois résidus invariables qui constituent le motif D, 

D(35)E, c’est à dire deux résidus acide Aspartique et un résidu acide Glutamique 

respectivement en position 64, 116 et 152 pour le VIH-1. Les deux derniers résidus conservés 

sont toujours séparés par 35 acides aminés. 

La structure cristallographique de ce domaine a été obtenue pour le VIH-1 (Dyda et al., 

1994). Il se présente sous forme de dimère et se compose de 5 brins β et de 6 hélices α. La 

conformation tridimensionnelle de ce domaine montre que les trois résidus conservés et 

porteurs de l'activité catalytique sont très proches. En outre, cette étude a mis en évidence une 

boucle flexible composée par les résidus 141 à 148. La substitution des deux résidus G140 et 

G149 par des résidus Alanine rend cette boucle plus rigide. Les activités de cette protéine 

mutée, notamment l'activité de désintégration, sont fortement réduites, alors que la capacité à 

se fixer à l'ADN n'est que très faiblement affectée. Ils semble donc que la flexibilité de cette 

boucle joue un rôle important dans la structuration de la protéine IN active (Greenwald et al., 

1999). 

 

Le domaine C-terminal est le domaine le moins conservé. La structure tridimensionnelle du 

domaine C-terminal de la protéine Intégrase du VIH-l a été obtenue par résonance magnétique 

nucléaire (Lodi et al., 1995). Il comporte 5 brins β et présente une structure similaire à un 

domaine SH34. Il est présent sous forme de dimères avec les brins β 2, 3 et 4 impliqués dans 

l'interface. Plus récemment, la structure d’une Intégrase comportant le domaine catalytique et 

le domaine C-terminal a été résolue par cristallographie aux rayons X (Figure 16 ; Chen et al., 

2000). Seuls les domaines centraux se dimèrisent, tandis que les deux domaines C-terminaux 

se retrouvent de part et d'autre des domaines centraux. 

A ce jour, aucune structure de la protéine Intégrase entière n'a été obtenue. Comme nous 

venons de le voir, seules les structures des domaines pris séparément ou des domaines pris 

deux à deux (N-terminal + domaine catalytique ou domaine catalytique + C-terminal) ont été 

résolues. 

                                                 
4 Les régions SH3 (Src Homology 3) sont des domaines d'interaction protéine-protéine présentant une 
affinité pour des régions riches en prolines. 
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Figure 16 : Représentation en ruban du dimère des domaines centraux + domaines C-
terminaux de l’Intégrase du VIH-1.  
 

Ces études structurales ainsi que des expériences réalisées in vitro ont montré que l'Intégrase 

était fonctionnelle au minimum sous forme de dimères (Engelman et al., 1993). Certains 

auteurs suggèrent qu'elle fonctionnerait plus probablement sous forme de tétramères (Faure et 

al., 2005) voire sous la forme d'octamères (Deprez et al., 2000). 

 

 

 

3. Interaction avec la protéine Nef du VIH-1 : 

 

La possibilité de recrutement de EED au niveau de la membrane plasmique par Nef a 

récemment été envisagée (Witte et al., 2004). 

La protéine EED a été identifiée comme étant un partenaire de la protéine Nef, en utilisant le 

système du double hybride avec l’hélice α du domaine N-terminal de Nef comme appât. Ce 

résultat posait problème, car EED était jusqu’alors considérée comme une protéine 

strictement nucléaire (Sewalt et al., 1998) alors que Nef est cytoplasmique. La capacité de 

EED de faire la navette entre le noyau et le cytoplasme a été démontrée par micro-injection et 

«heterocaryon assays» par Witte et collaborateurs. Cette relocalisation semble être induite par 

l’expression de Nef. Ainsi selon cette équipe, la levée de l’inhibition de EED sur le LTR du 
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VIH-1 par Nef pourrait constituer un signal de dérépression permettant une transcription Tat-

dépendante efficace (Figure 17). 

 

 
Figure 17: Dérépression par Nef : A la membrane, le domaine N-terminal accessible de Nef 

recrute EED. Dans le noyau, EED exerce une répression sur le LTR en se liant à la région 

promotrice en formant un complexe multiprotéique avec d’autres facteurs tels la protéine YY1 

(cf. Etude bibliographique) et l’histone désacétylase HDAC1. Ce complexe bloque 

l’élongation de la transcription par Tat. La sortie du noyau de EED entraîne le 

désassemblage du complexe et la levée de la répression de la transcription (d’après Witte et 

al., 2004). 

 

La protéine Nef est l'une des quatre protéines accessoires du virus de l’immunodéficience 

humaine (VIH-1 et VIH-2) et simienne (VIS). Ces protéines ne sont pas indispensables à la 

croissance virale et la protéine Nef avait initialement été proposée comme étant un facteur 

négatif (Nef = «Negatif factor») pour le développement viral. Néanmoins, plusieurs études 

ont depuis montré que Nef est un déterminant important du pouvoir pathogène in vivo : un 

mutant du virus VIS dont le gène nef a été supprimé ne cause pas de SIDA chez des macaques 

adultes ; une telle souche virale a été utilisée avec succès comme vaccin contre le virus 

sauvage infectieux (Daniel et al., 1992). Le rôle critique de Nef est également confirmé par 

des études sur des porteurs sains, asymptomatiques à long terme, qui ont été infectés avec une 

souche virale caractérisée par des délétions dans le gène nef (Deacon et al., 1995). 

Il est maintenant établi que les effets biochimiques de Nef sont liés à son interaction 

fonctionnelle avec des molécules cellulaires. Plus d’une trentaine de cibles putatives de Nef 

ont été identifiées, la plupart de ces partenaires étant impliqués dans la transduction des 

signaux, l'activation des cellules T et la médiation de la réponse immunitaire. 

Trois effets peuvent en effet être attribués à l'action de Nef: (i) la diminution de l'expression 

du récepteur membranaire CD4, qui est aussi le récepteur principal du virus et du complexe 
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majeur d'histocompatibilité de type 1 (CMH-1) (ii) l'augmentation de l'infectivité des virions 

et (iii) la perturbation des voies de signalisation dans les cellules infectées. 

 

 

Structure de Nef du VIH-1 

 

La protéine Nef du virus VIH-l a une masse moléculaire d’environ 27 kDa et est myristoylée 

sur sa glycine N-terminale (Figure 18). Elle peut-être clivée in vitro après le résidu W57 par 

la protéase virale (Welker et al., 1996). La fonction de ce clivage n'est pas connue et ne 

semble pas être corrélée au pouvoir infectieux du virus (Chen et al., 1998). 

 

 
Figure 18 : Modèle moléculaire de Nef entière ancrée à la membrane. Ce modèle a été 

construit à partir de la structure RMN du domaine N-terminal myristoylé (résidus 2-57) et de 

la structure cristallographique du domaine central (résidus 56-206 ; d’après Arold et al., 

2001). 

 

La partie N-terminale comprend une grande boucle d’une centaine de résidus qui n’est pas 

structurée dans la forme libre de Nef. Un peptide correspondant aux résidus 1-25 de Nef a été 

caractérisé par RMN (Barnham et al., 1997). Cette région n'est pas structurée en milieu 

aqueux, alors que les résidus 6-22 forment une hélice α dans le méthanol. Ceci pourrait 

indiquer une structuration partielle en milieu apolaire, par exemple en interaction avec une 

membrane (Figure 18). 

La structure du coeur fonctionnel de Nef du VIH-l (résidus 58-206) a été déterminée par 

RMN (Grzesiek et al., 1996 ; Grzesiek et al., 1997) et par cristallographie (Arold et al., 

1997). La structure du coeur fonctionnel de Nef a également été résolue par cristallographie 
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en complexe avec le domaine SH3 d’une tyrosine kinase (Fyn ; Lee et al., 1996). Un motif 

du type PxxP, strictement conservé dans tous les isolats, est impliqué dans l’interaction de 

Nef avec ce domaine SH3. Les modèles du coeur fonctionnel de Nef libre montrent que la 

moitié N-terminale de la région du motif PxxP (résidus 71-73) n'est pas structurée (modèle 

cristallographique) ou plus mobile que le reste du coeur (modèle RMN). Les différences dans 

les modèles sont probablement liées à la longueur différente des constructions utilisées. Dans 

les structures cristallographiques de Nef en complexe avec un domaine SH3 la région entière 

contenant le motif PxxP (résidus 71-77) est structurée en hélice gauche de type polyproline II 

(Lee et al., 1996). Malgré une énergie entropique défavorable pour la structuration, un motif 

PxxP flexible de Nef pourrait avoir un avantage en permettant à la protéine virale de 

s'adapter à la surface des différents domaines SH3, permettant ainsi de cibler plusieurs 

kinases. 

Une étude récente suggère une dimérisation de Nef grâce à des interactions électrostatiques 

impliquant l’Arginine 105 et l’acide Aspartique 123 (Liu et al., 2000). L’analyse des 

structures cristallographiques fournit également une base moléculaire à cette dimérisation par 

l’intermédiaire de l’hélice α4 et de sa boucle adjacente (Arold et al., 2000). 
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A/ ETUDE FONCTIONNELLE DE EED DANS LE CYCLE VIRAL DU VIH-1 

 
Publication 1 : The Human Polycomb Group EED protein interacts with the Integrase of 
Human Immunodeficiency Virus type 1 
 

La première partie de mes recherches sur EED s'est déroulée dans le laboratoire de 

Virologie et de Pathogenèse Virale du Professeur P. Boulanger qui avait mis en évidence 

l'interaction entre EED et la Matrice (Peytavi et al., 1999) et suggéré celle entre EED et 

l’Intégrase (Peytavi, 1999). Mon travail consistait à confirmer cette nouvelle interaction entre 

EED et IN et à en caractériser les modalités aussi bien in vivo que in vitro. Tous ces résultats 

ont fait l’objet d’une publication (Publication 1 ; Violot et al., 2003). 

 

 

 

1. Résumé de la Publication 1 : 

 

Cet article décrit des expériences de double hybride en système levure qui permettent 

de confirmer in vivo l’existence d’une interaction EED-IN. De plus, des résultats obtenus in 

vitro par mutagenèse, essais «pull-down» et «phage-biopanning», suggèrent que le site 

d’interaction de l'Intégrase avec EED se situe dans domaine C-terminal de IN, entre les 

résidus 212 à 264. De même, ces expériences de «phage-display» montrent que les régions 

putatives d’interaction de EED avec IN se situent d’une part entre les résidus 96 à 105, et 

d’autre part entre les résidus 224 à 232. Ces deux zones d’interaction sont distinctes de celles 

mises en évidence pour la Matrice qui a été localisée entre les résidus 294 à 309 (Peytavi et 

al., 1999). Enfin, il a été montré que l’interaction EED-IN nécessitait l’intégrité des deux 

motifs répétés WD-40 C-terminaux de EED. 

 

J’ai plus particulièrement participé aux tests d’intégration in vitro (cf. Annexe C pour le 

principe) qui montrent que EED devrait avoir un effet activateur dose-dépendant sur la 

réaction d’intégration de l’ADN viral réalisée par l’Intégrase. Cet effet pourrait être indirect : 

en effet, EED pourrait par son interaction avec IN, faciliter l’oligomérisation de cette dernière 

et favoriser de ce fait le processus d’intégration. 

 

Enfin, l’article décrit des études de la distribution cellulaire de l’Intégrase et de EED dans des 

cellules infectées par le VIH-1 (cellules HeLa CD4+ ou cellules lymphoïdes MT4). Ces études 

ont été réalisées in situ par immuno-électromicroscopie et montrent une co-localisation de 
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EED et IN dans le noyau et à proximité des pores nucléaires. Cette co-localisation est 

observable au cours des phases précoces de l’infection, c'est-à-dire entre 1 h 30 et 6 h après 

l’infection des cellules. En outre, une triple co-localisation EED, IN et MA a pu être observée 

dans le nucléoplasme jusqu’à 6 h après l’infection, suggérant ainsi l’existence d’un complexe 

multiprotéique au stade précoce du cycle viral (complexe de pré-intégration ?). De tels 

phénomènes n’ont pas pu être observés avec un virus VIH-1 non infectieux et dépourvu de 

son enveloppe. 

Le fait qu’aucune co-localisation EED / IN n’ait pu être observée en présence d’AZT au cours 

des études par immuno-électromicroscopie (Inhibiteurs Nucléosidiques de la Transcriptase 

Inverse) suggère également que le rôle joué par EED au cours du cycle viral nécessite au 

préalable l’étape de rétro-synthèse de l’ADN proviral. 

 

 

 

2. Discussion sur la Publication 1 : 

 

Le fait que EED soit un partenaire de deux protéines virales, (i) la Matrice qui possède 

un rôle structural et fonctionnel au cours des phases précoces du cycle viral (Kiernan et al., 

1998) et (ii) l’Intégrase qui est responsable de l’intégration du provirus au sein du génome 

hôte (Bushman et Craigie, 1991) laisse supposer que EED pourrait participer au moins à deux 

étapes majeurs du cycle viral :  

 

• Le transport intracellulaire des virions 

 

• L’intégration du provirus 

 

 

2.a) Rôle possible de EED dans le transport intracellulaire des virions : 

 

La présence en double marquage de EED et de IN à proximité du complexe du port nucléaire 

mis en évidence par nos expériences d’immuno-électromicroscopie, suggère un rôle de 

navette pour EED. Elle pourrait donc jouer un rôle dans le transport intracellulaire et la 

translocation nucléaire du complexe de pré-intégration (PIC). En effet, en tant que constituant 

putatif de ce complexe multifactoriel de transport, EED pourrait par son interaction avec IN et 

MA jouer le rôle d’une navette permettant le convoyage du PIC jusque dans le noyau. 
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A ce jour, seul un petit nombre de protéines non-virales semblent être impliquées dans le 

transport du PIC. 

De manière intéressante, une protéine identique à EED, la protéine WAIT-1 (WD protein 

associated with integrin cytoplasmic tails-1) a été montrée comme interagissant avec les 

domaines cytoplasmiques des sous-unités des intégrines α4, αE et β7 (Rietzler et al., 1998). Il 

a également été suggéré que WAIT-1 pouvait faire la navette entre les intégrines associées à 

la membrane et le noyau. Il est à noter que parmi la sous-famille β7, les intégrines αEβ7 ne se 

retrouvent que dans les lymphocytes T et les cellules dendritiques. 

 

 

2.b) Rôle possible de EED dans le processus d’intégration du provirus : 

 

Malgré de nombreuses études, les facteurs cellulaires et viraux contrôlant la réaction et les 

sites d’intégration de l’ADN proviral demeurent uniquement partiellement élucidés.  

Les mécanismes moléculaires de l’intégration sont bien connus dans le cas des rétro-

transposons. Par exemple Ty5 s’intègre chez la levure dans des régions silencieuses de la 

chromatine grâce à la protéine cellulaire Sir (Zou et Voytas, 1997). Comme cette protéine Sir 

chez la levure, de nombreuses protéines de la famille des Polycomb Group sont responsables 

chez les organismes eucaryotes supérieurs du maintien dans un état silencieux de la 

chromatine. Ceci est généralement réalisé par le recrutement d’histones désacétylases 

(HDCA). En effet, le rôle de répresseur transcriptionnel de EED a récemment été démontré 

comme impliquant une désacétylation des histones (cf. Etude bibliographique, (van der Vlag 

et Otte, 1999)). De même, EED a été montrée comme co-localisant avec l’histone H1 dans 

des régions transcriptionnellement inactives de l’hétérochromatine périnucléaire de neurones 

murins (Akhmanova et al., 2000). Cette fonction de répresseur de la transcription des 

protéines du groupe des Polycomb a généralement été attribuée à une interaction avec des 

facteurs de transcription plutôt qu’à une interaction directe avec l’ADN. Par exemple, il a été 

montré que EED prend part à la fonction biologique du complexe PRC2 (Polycomb 

Repressive Complex 2) qui comporte les protéines EZH2 (Enhancer of Zeste 2) SUZ12 

(Supressor of Zeste 12) et les protéines de fixation aux histones RbAp46 et 48 (Cao et al., 

2002). Ces résultats démontrent une fixation indirecte de EED sur les régions cible de la 

chromatine via le complexe PRC2. 

Schroder et collaborateurs ont récemment localisé plus de 500 évènements d’intégration du 

VIH-1 dans des lignées de cellules T humaines infectées par le VIH-1, révélant ainsi que le 

processus d’intégration se produit préférentiellement dans des gènes hautement transcrits par 
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la polymérase III (Schroder et al., 2002). Cette spécificité pourrait entraîner une transcription 

plus efficace des gènes viraux, favorisant la propagation virale au détriment de la survie de la 

cellule hôte. Un tel tropisme préférentiel le long du génome hôte, et ceci en l’absence de 

séquence spécifique, suggère que le processus d’intégration puisse être influencé soit par des 

interactions spécifiques entre des composants viraux et des protéines cellulaires soit par une 

architecture spécifique de la chromatine. Ainsi, plusieurs protéines cellulaires se fixant à 

l’ADN ont été décrites comme interagissant avec l’Intégrase et pourraient constituer de bons 

candidats permettant l’adressage du PIC vers les sites d’intégration. La protéine INI1 

(Integrase Interactor 1, également appelée hSNF5) isolée en double hybride levure a été 

proposé comme favorisant in vitro l’étape de ligation et comme étant un facteur déterminant 

du ciblage du génome virale vers des sites privilégiés du génome hôte (Kalpana et al., 1994). 

De la même manière, la protéine HMG-I (Y), une protéine chromosomique non-histone 

impliquée dans le contrôle transcriptionnel et l’architecture du chromosome, et la protéine 

BAF (Barrier-to-Autointegration Factor ; Farnet et Bushman, 1997 ; Mansharamani et al., 

2003), une protéine cellulaire impliquée dans la réorganisation post-méiotique du nucléole, 

ont été identifiées comme des partenaires de IN. Ces deux protéines semblent nécessaires à 

une intégration efficace in vitro, mais leur rôle respectif pour le ciblage du PIC reste non 

évalué. 

 

Au vu de ces résultats, une hypothèse séduisante voudrait que l’interaction dans le noyau de 

EED avec IN et / ou MA puisse dérégler le maintien de l’état silencieux de la chromatine en 

libérant EED de son interaction avec le complexe PRC2 (ou tout autres complexes impliqués 

dans le processus de répression génique). 
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B/ SUREXPRESSION ET ESSAIS DE CRISTALLISATION DE EED SEULE ET 

EN COMPLEXE AVEC LA MATRICE, L’INTEGRASE ET NEF 

 

 

 

Les moyens mis en œuvre afin de surexprimer la protéine EED et ses partenaires 

viraux seront analysés dans de ce chapitre. 

 

La résolution de la structure d’une protéine par diffraction aux rayons X nécessite de 

surexprimer la protéine d’intérêt en quantité suffisante pour entreprendre des études de 

cristallogenèse. Les stratégies couramment employées comprennent l’expression en système 

bactérien des protéines d’intérêt (ce qui évite les modifications post-traductionnelles). Ces 

dernières sont exprimées avec des étiquettes d’affinité Histidine ou GST (Glutathion-S-

Transférase) afin de faciliter leur purification avant cristallisation. E. coli est l’hôte le plus 

utilisé dans le cadre d’une expression hétérologue (Baneyx, 1999). Il est en effet le mieux 

caractérisé et il ne nécessite pas d’équipements lourds. Il présente un coût réduit, un nombre 

important de vecteurs disponibles et un temps de génération efficace (le temps de génération 

correspond au temps de doublement de la culture bactérienne ; il peut varier selon les souches 

utilisées et il est d’environ 20 min pour E. coli). En général, E. coli surexprime les protéines 

recombinantes à un taux représentant 10 à 30 % de ses protéines totales. 

 

L’obtention d’une solution protéique compatible avec des expériences de cristallogenèse 

implique une grande pureté de la protéine (99 %), une grande homogénéité (mêmes espèces 

moléculaires en présence), une monodispersité de la solution (état monomérique ou 

oligomérique unique) et généralement une grande quantité de matériel biologique (>10 mg). 

La protéine purifiée est portée à une concentration supérieure à 3 mg.mL-1 pour être 

susceptible d’être cristallisée. 

 

Dans le cadre de cette étude, une stratégie simple de production des protéines d’intérêt a été 

développée (Figure 19). 
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Figure 19: Stratégie de production des protéines recombinantes chez E.coli. 

GST : Glutathion-S-Transférase ; DLS : Dynamic Light Scattering ; CD : Circular 

Dichroism. 
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1. Surexpression de la protéine EED dans E. coli : 

 

 

Matériels et méthodes 

 

- Clonage 

 

Préparation plasmidique 

Les préparations plasmidiques ont été réalisées selon la méthode de préparation quantitative 

«MIDI-PREP» (QIAGEN). Les bactéries sont cultivées sur la nuit à 37°C sous agitation dans 

30 à 150 mL de milieu sélectif, puis centrifugées 15 min à 5000g. Le culot est lavé, repris 

dans 4 mL de tampon P1 (Tris-HCl 50 mM ; EDTA 10 mM). Les bactéries sont lysées par 

addition de 4 mL de tampon P2 (NaOH 0,2 M ; SDS 1 %). Après 5 min d'incubation à 

température ambiante, 4 mL de tampon P3 (acétate de potassium 2,55 M pH 4,8) sont ajoutés 

au mélange et le tube est centrifugé à 4°C pendant 30 min à 20000 g. Une deuxième 

centrifugation du surnageant à 2000 g permet d'éliminer au maximum les particules en 

suspension dans le lysat. Le surnageant est déposé sur une colonne Qiagen-100 pré-équilibrée 

par 3 mL de tampon QBT pH 7,0 (NaCl 750 mM ; MOPS 50 mM ; EtOH 15 % ; Triton-X100 

0,15 %). La résine est lavée deux fois par 5 mL de tampon QC pH 7,0 (NaCl 1 M ; MOPS 50 

mM ; EtOH 15 %) L'ADN est élué par 5 mL de tampon QF à pH 8,2 (NaCl 1,25 M ; MOPS 

50 mM ; EtOH 15 %). L'ADN contenu dans l'éluat est concentré par précipitation à 

l'isopropanol (0,7 volume). Le culot, obtenu après centrifugation à température ambiante, est 

lavé, séché et enfin repris dans 50 µL d’eau stérile. 

 

Dosage des acides nucléiques 

Les solutions d'acides nucléiques sont dosées par spectrophotométrie à 260 nm. Une unité de 

DO correspond à 50 µg.mL-1 d'ADN bicaténaire et à 40 µg.mL-1 d'ARN ou d'ADN 

monocaténaire. Cette quantification n'est valable que dans la mesure où le rapport DO260 nm / 

DO280 nm est égal à 1,8 pour les ADN et 2 pour les ARN. Ce rapport est une estimation de la 

pureté de la solution par rapport aux contaminations protéiques. 
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Extraction de fragments d'ADN par agarose «low-melting» 

Cette technique repose sur l'utilisation d'un type d'agarose pouvant fondre à une température 

relativement basse, environ 65°C, c’est à dire bien en dessous de la température de fusion des 

ADN double-brins. Cette propriété permet la récupération de l'ADN à partir des gels 

(Wieslander, 1979). 

Des fragments d'ADN de 100 à 10000 pb peuvent être isolés avec un bon rendement à partir 

de bandes préalablement séparées sur gel d'agarose. L'électrophorèse doit avoir lieu à 4°C et à 

un voltage constant faible (30 volts). Après migration, le gel d'agarose est placé sur une table 

U.V. et incisé au scalpel autour de la bande à récupérer. Le morceau d'agarose prélevé est mis 

à fondre dans un tube Eppendorf à 65°C pendant 5 min en présence de 5 volumes de tampon 

Tris-HCl 20 mM pH 8,0 ; EDTA 1 mM. 

 

Ligation des molécules d'ADN 

L'ADN ligase du phage T4 (Boehringer) catalyse cette réaction qui est réalisée dans 10 µL de 

milieu réactionnel. Dans le cas d'extrémités cohésives, le mélange réactionnel ramené à 20 µL 

est d'abord chauffé 5 min à 45°C, puis refroidi dans la glace avant l'addition de l'enzyme et du 

tampon de ligation (Tris-HCl 20 mM ; MgCl2 10 mM ; EDTA 1 mM ; DTT 10 mM ; ATP 0,6 

mM). La durée d'incubation diffère selon le type de molécule. Dans le cas d'extrémités 

franches, la ligation se déroule sur la nuit à température ambiante alors que dans le cas 

d'extrémités cohésives, la ligation se fait pendant 1 à 4h à 16°C ou 16h à 12°C. De façon 

générale et simplifiée, la formule suivante peut être appliquée : 

 

quantité d'insert = 5 x quantité de vecteur x PMinsert / PMvecteur. 

 

Déphosphorylation des extrémités 

La phosphatase alcaline de veau (Biolabs) permet de déphosphoryler les extrémités 

proéminentes 3' ou 5' phosphate des acides nucléiques ainsi que les extrémités franches. Elle 

est surtout utilisée sur les vecteurs de clonage pour empêcher la ligation de ces molécules sur 

elles-mêmes lorsque les extrémités sont cohésives. La réaction se déroule dans un volume de 

10 µL pour 0,5 µg d'ADN directement dans le tampon TAB (évitant ainsi une précipitation 

intermédiaire du plasmide). L'enzyme est ajoutée à raison de 0,1 unité dans le cas des 

extrémités 5' et de 1 unité dans le cas des extrémités 3' ou franches. Après 1 h à 60°C, la 

réaction est arrêtée par addition d'EDTA 5 mM final suivie d'un chauffage de 15 min à 70°C.
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- Expression 

 

Vecteurs de clonage et d'expression 

La protéine a été exprimée sous forme d’une protéine de fusion avec la GST (protéine GST-

EED Full Lenght (GST-EED FL)). La séquence codante (résidus 1 à 441) a été clonée dans le 

vecteur d’expression pGEX-4T1 (Figure 20) entre les sites EcoR1 et Not1. 

 

 
Figure 20: Le plasmide pGEX-4T1 est un vecteur d'expression permettant la fusion de gène 

avec celui de la GST. Il possède un site multiple de clonage en aval de la séquence codant la 

GST et contenant 6 sites de restriction pour 6 endonucléases différentes, ainsi qu'une 

séquence de clivage protéique par la Thrombine. Le promoteur inductible en amont du gène 

GST ainsi que la séquence codant l'inhibiteur de l'opéron lactose permettent l'induction 

massive de l'expression du gène de fusion chez E.coli. Une origine de réplication et le gène de 

résistance à l'ampicilline complètent ce plasmide pour permettre sa multiplication, sa 

transmission et la sélection des bactéries transformées. 

 

La protéine a également été exprimée sous forme d’une protéine portant une étiquette 

histidine en C-terminal (EED-(His)6). La séquence codante de EED (résidus 1 à 441) a été 

clonée dans le vecteur d’expression pT7-7His6 (Figure 21) entre les sites de restriction Pst1 et 

Nde1. Le plasmide pT7-7His6 est dérivé du plasmide pT7-7 où six codons Histidines ont été 

insérés entre les sites de restriction Pst1 et HindIII, avec un codon STOP suivant le dernier 

codon His. 
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Figure 21 : Le plasmide pT7-7His6 est un vecteur d'expression permettant la fusion de gène 

avec une étiquette de six histidines en C-terminal de la séquence codante. Il possède un site 

multiple de clonage en amont de l’étiquette et contenant 7 sites de restriction pour 7 

endonucléases différentes. Ce plasmide contient le promoteur Ø 10 de la RNA polymérase T7. 

Une origine de réplication et le gène de résistance à l'ampicilline complètent ce plasmide 

pour permettre sa multiplication, sa transmission et la sélection des bactéries transformées. 

 

Pour toutes les constructions, les régions des plasmides codant les protéines EED 

recombinantes ont été séquencées avant de débuter les tests d’expression. 

 

Souches utilisées 

Le génotype de chacune des souches utilisées au cours de cette étude est précisé ci-dessous 

(Table 4) : 

 

Souche Caractéristiques Génotype 

BL21 (DE3) Exprime la polymérase T7 sous contrôle du 
promoteur lacUV5 inductible par l’IPTG 

F- ompT hsd SB (rb- mB-) gal 

dcm (DE3) 

BL21 (DE3) pLysS Possède un plasmide additionnel codant 
pour le lysozyme T7 et permettant de 
supprimer avant induction l’expression de 
la polymérase T7 

F- ompT hsdSB (rb- mB-) gal 

dcm (DE3) pLysS (CmR) 

BL21 star (DE3) Dérive de BL21 (DE3) mais n’exprime pas 
la protéase lon permettant en association 
avec la mutation ompT, 

De réduire l’activité protéasique 
responsable de la dégradation aberrante des 
protéines recombinantes. 

F- ompT hsd SB (r-
B m-

B) gal 

dcm rne 131(DE3) 

Origami (DE3) Possède une mutation dans les gènes de la 
thioredoxine réductase (trxB) et de la 

ara-leu7697 dlacX74 
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glutathion réductase (gor) facilitant la 
formation de ponts disulfures dans le 
cytoplasme 

phoAPvuII phoR araD139 

ahpC gale galK rspL F”[lac+ 

(lacIq) pro] gor522 Tn10 (TcR) 

trxB Kan (DE3) 

Rosetta (DE3) Possède un plasmide chloramphénicol 
résistant codant pour les ARNt AGG, 
AGA, AUA, CUA, CCC et GGA, 
améliorant ainsi l’expression de protéines 
eucaryotes possédant ces codons rares 

F- ompT hsdSB (rb- mB-) gal 

dcm lacY1 (DE3) pRARE6 

(CmR) 

TOP10 hsdR permettant une transformation 
efficace d’ADN méthylé ou non méthylé 

F- mcrA (mrr- hsdR MS-

mcrBC) 80lacZ M15 lacX74 

recA1 ara 139 (ara-leu) 7697 

galU galK rpsL (StrR) endA1 

nupG 

C41 (DE3) Dérive de BL21 (DE3) mais présente au 
moins une mutation non caractérisée 
évitant la mort cellulaire lors de 
l’expression de protéine recombinante 
toxique 

F- ompT hsd SB (rb- mB-) gal 

dcm (DE3) 

Table 4 : Caractéristiques des différentes souches bactériennes utilisées. 

 

Transformation des bactéries 

Les bactéries réceptrices sont rendues compétentes par les sels de calcium. La souche est 

cultivée dans 30 mL de milieu Luria-Bertani en Erlenmeyer de 250 mL sous agitation à 37°C. 

Lorsque la DO à 600 nm de la culture en phase exponentielle est comprise entre 0,3 et 0,4, les 

bactéries sont centrifugées à 4°C pendant 5 min à 2800 g. Le culot est repris par la moitié du 

volume initial de la culture (environ 15 mL de CaC12 50 mM) et incubé 1 h à 4°C dans la 

glace fondante. Les cellules sont de nouveau centrifugées à 4°C pendant 5 min à 2600 g et 

reprises soigneusement dans 1/10ème de volume (environ 1,5 mL) de CaCl2 50 mM. Les 

cellules conservent leur compétence environ 48 h. L'ADN transformant (maximum 40 ng de 

plasmide circulaire) contenu dans un volume de 10 µL est mélangé à 100 µL de TCM (Tris-

HCl 10 mM, pH 7,5 ; CaCl2 10 mM ; MgCl2 10 mM) et à 100 µL de cellules compétentes 

dans un tube de 1 mL stérile. La suspension est incubée 35 min dans la glace fondante puis 

soumise à un choc thermique de 2 min à 42°C. Après retour à température ambiante, 1,2 mL 

de LB sont rajoutés et les bactéries sont incubées pour une période de régénération de 45 min 

sous agitation douce à 37°C. Les bactéries sont alors récupérées par centrifugation 1 min à 

2500 g et les culots sont repris par 100 µL de LB avant d'être étalées sur milieu sélectif. Les 

clones apparus après une nuit d'incubation à 37°C sont repiqués sur milieu sélectif ou 

conservées à - 80°C dans 50 % de glycérol. 
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Cultures bactériennes 

Quelques colonies sont prélevées et mises dans 10 mL de préculture dans un milieu riche de 

Luria-Bertani (LB ; tryptone 1 %, extrait de levure 0,5 %, chlorure de sodium 0,5 %, SIGMA) 

additionné d'ampicilline à 100 µg.mL-1 final (les milieux gélosés sont obtenus par addition de 

15 g.L-1 d’agar).à 37°C toute la nuit. Le lendemain, la préculture est ajoutée à 1 L de LB 

toujours avec ampicilline et la croissance bactérienne est poursuivie jusqu’à une densité 

optique à 600 nm (D.O.600) de 0,8. On ajoute ensuite de l’IPTG à 1 mM (Euromedex) et on 

induit à 37°C environ 3 h sous agitation à 200 rpm (incubateur Minitron, INFORS). 

La concentration bactérienne est calculée par mesure de l'absorption optique (DO) à 600 nm 

la correspondance suivante (1 unité DO = 1 x 108 cellules.mL-1). Tous les milieux sont 

stérilisés par autoclavage à 120°C pendant 20 min. L’antibiotique est ajouté stérilement au 

milieu refroidi (< 55°C). 

Les souches transformées sont  

 

Lyse bactérienne 

Les bactéries issues d'une culture sont centrifugées à 4°C durant 30 min à 14000 g. Les culots 

sont conservés à -20°C après lavage à l'eau distillée, et ceci pour deux raisons : 

 

• la congélation améliore l’étape de lyse bactérienne ultérieure 

 

• des culots bactériens issus d’une même culture peuvent ainsi être utilisés pour 

plusieurs purifications successives, supprimant de ce fait un facteur 

d’hétérogénéité entre les différents lots de protéines purifiées. 

 

Les bactéries sont alors remises en suspension dans un volume de tampon de lyse (Tris-HCl 

50 mM pH 8,5 ; NaCl 300 mM ; Imidazole 10 mM ; glycérol 5 %) correspondant au 1/50ème 

du volume de culture. La suspension est incubée 30 min à 4°C en présence d'un inhibiteur de 

protéase (Protease inhibitor cocktail tablets Complete™ EDTA-free, Roche) et de lysozyme à 

une concentration finale de 1 mg.mL-1. Quatre cycles de 30 s de sonication, entrecoupés à 

chaque fois d’une incubation de 30 s à 4°C, sont effectués pour casser les bactéries. Les débris 

bactériens sont éliminés par centrifugation de 10 min à 10000 g. Les surnageants récupérés 

sont rassemblés et utilisés immédiatement. 
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- Purification par chromatographie d'affinité 

 

Pour la protéine GST-EED (EED fusionnée à la GST (Glutathion-S-Transférase)) les 

chromatographies ont été réalisées à 15°C sur des colonnes GST-HiTrap de 1 mL 

(Amersham). Les tampons de fixation (PBS pH 7,4) et d’élution (Tris-HCl 50 mM pH 8 ; 

glutathion réduit 10 mM) sont filtrés et dégazés. 

Pour la protéine comportant une étiquette histidine, les chromatographies ont été réalisées à 

15°C sur des colonnes HiTrap de 1 mL (Amersham) préalablement chargée en nickel (NiSO4 

0,1 M). Les tampons de fixation (Tris-HCl 50 mM pH 8,5 ; NaCl 300 mM ; Imidazole 10 mM 

; glycérol 5 %) de lavage (Tris-HCl 50 mM pH 8,5 ; NaCl 1 M ; Imidazole10 mM) et 

d’élution (Tris-HCl 50 mM pH 8,5 ; Imidazole 1 M) sont filtrés et dégazés. 

Les fractions les plus pures ont été rassemblées puis dialysées contre un tampon de stockage 

(Tris-HCl 50 mM pH 8,5) avant d’être concentrées jusqu'à 5 mg.mL-1. 

 

- Caractérisation des protéines 

 

Electrophorèse en gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) 

La protéine est mise en présence de dodécylsulfate de sodium (SDS). Ce dernier forme un 

polyanion autour de la chaîne polypeptidique. Ces complexes présentent alors tous le même 

rapport charge / masse et ne diffèrent que par leur masse. Sous l’influence d’un champ 

électrique, ils vont migrer vers l’anode au travers des mailles d’un gel de polyacrylamide 

jouant le rôle de tamis moléculaire. Les chaînes de haut poids moléculaire migrent moins vite 

que celles de bas poids moléculaire (Laemmli, 1970). 

Les électrophorèses sont réalisées avec le système Mini-PROTEAN 3 Electrophoresis System 

de BIO-RAD : 

 

• Les gels de polyacrylamide ont une concentration en acrylamide de 8 % à 12 % 

 

• Le tampon de migration est composé de Tris 50 mM pH 7,3 ; Glycine 192 mM et 0,1 

% SDS. 

 

• Le tampon de dépôt est composé de Tris 50 mM pH 8,5 ; SDS 2 % ; glycérol 1 M et 

marqueurs du front de migration (rouge de phénol et Serva Blue G250).  
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10 mM de DTT sont ajoutés extemporanément afin de travailler en conditions réductrices puis 

les échantillons sont placés 5 min au bain-marie à 95°C avant leur dépôt sur le gel de 

polyacrylamide. 

Des marqueurs de masse moléculaire (Prestained SDS-PAGE Standards, BIO-RAD) sont 

déposés en même temps que les échantillons. La migration s’effectue pendant 1 h à 35 mA. 

Le gel est coloré au bleu de Coomassie, puis décoloré dans une solution aqueuse d’éthanol 

(45 %) et d’acide acétique (7 %). 

 

Electrotransfert sur membrane de nitrocellulose (Western blot) 

Les protéines fractionnées en gel de polyacrylamide sont transférées sur nitrocellulose 

(Hybond-C Extra, Amersham Biosciences) par électrophorèse transverse (Mini Trans-Blot 

Electrophoretic Transfer Cell, BIO-RAD) pendant 1 h à 90 mA. Le transfert se fait dans un 

tampon Tris 25 mM pH 8,3 ; glycine 192 mM ; MeOH 20 % ; SDS 0,1 %. Les protéines 

transférées sur la feuille de nitrocellulose peuvent être visualisées par coloration réversible au 

rouge Ponceau. La feuille est immergée dans une solution de rouge Ponceau 0,2 %, acide 

trichloracétique 3 %, acide sulfosalicylique 3 % pendant 5 min puis rincée à l'eau distillée. 

Cette technique de coloration, peu sensible, est surtout utilisée pour contrôler l'efficacité du 

transfert et marquer la position des standards de masse moléculaire. Afin de réaliser une 

révélation par immunodétection, la membrane de nitrocellulose est saturée 1 h à température 

ambiante dans du PBS 1X (solution 10X: NaCl 80 g, KCl pH 7,2-7,4 80 g ; Na2HPO4 11,5 g ; 

KH2PO4 2 g ; H2O qsp 1 L) et du lait écrémé à 5 % afin d'éliminer les interactions non 

spécifiques. La membrane est ensuite incubée 12 h à température ambiante avec l'anticorps 

primaire ad hoc. Après élimination de l'excès d'anticorps et 3 lavages successifs de 10 min 

dans 20 mL de TNT (Tris, NaCl, Tween : Tris-HCl 10 mM pH 8,0 ; NaCl 150 mM ; Tween-

20 0,05 %) la membrane est incubée pendant 12 h à température ambiante avec l'anticorps 

secondaire ad hoc couplé à la phosphatase alcaline (SIGMA IgG AP conjugate). Après trois 

lavages successifs par 20 mL de TNT, la membrane est mise en présence des réactifs 

mélangés extemporanément : 33 µL de NBT (Nitro blue tetrazolium 50 mg.mL-1 dans le 

diméthylformamide 70 %) et 16,5 µL de BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indoyl phosphate 50 

mg.mL-1 dans le diméthylformamide 70 %) dans 5 mL de tampon AP (alkaline phosphatase : 

Tris-HCl 100 mM pH 9,5 ; NaCl 100 mM ; MgCl2 5 mM). Après une incubation d'environ 30 

min à l'obscurité, la réaction colorée qui se développe est arrêtée par addition d'une solution 

stop: Tris-HCl 20 mM pH 8,0 ; EDTA 5 mM. 
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Dosage du matériel biologique 

Les concentrations en protéines ont été mesurées en utilisant la méthode de Bradford (1976). 

Une courbe étalon, établie avec l’albumine du sérum de boeuf (BSA) permet la détermination 

de la concentration en protéine à partir de l’absorbance mesurée 595 nm.  

Dans le cas de protéines pures, les concentrations ont également été déterminées par 

spectrométrie U.V. en mesurant leur absorption à 280 nm. L’application de la loi de Beer-

Lambert (DO = ε.l.C) permet de calculer la concentration à partir du coefficient d’extinction 

molaire ε280 de la solution. 

Le spectromètre utilisé est un BECKMAN™ DU 500. Le trajet optique des cellules utilisées 

est de 1 cm pour un volume de 1 mL ou 100 µL dans le cas des microcuves. 

 

Diffusion de la lumière 

Les études de DLS (Diffusion Light Scattering) ont été réalisées sur un appareil Zetasizer 

ZEN1600 de chez Malvern Instruments, à 25°C. Les protéines, concentrées autour de 1 

mg.mL-1, sont préalablement centrifugées 5 min à 5000 g. Leurs rayons hydrodynamiques 

sont déduits des coefficients de diffusion en utilisant l’équation de Stockes-Einstein. Les 

coefficients de diffusion sont eux-mêmes extrapolés de l’analyse de la décroissance de la 

fonction d’auto corrélation des intensités diffusées. Tous les calculs sont réalisés par le 

logiciel pilotant la machine. 

 

Chrommatographie d’exclusion 

0,5 mL de EED purifiée et concentrée à 5 mg.mL-1 dans un tampon A (Tris-HCl 50 mM pH 

8,5) sont chargés sur une colonne Superdex 200 10/300GL (Amersham). Les 

chromatographies sont réalisées à 15°C à un débit de 0,5 mL.min-1. Les caractéristiques de la 

colonne, V0 (volume d'exclusion) et Vt (volume total) sont respectivement déterminées avec 

du bleu dextran 2000 et de l’imidazole. Pour faire abstraction des dimensions de la colonne, 

chaque fraction est caractérisée par son Kav défini ainsi: Kav = (Ve – V0) / (Vt – V0). Une 

représentation du Kav en fonction du log de la masse moléculaire ou du log du rayon 

hydrodynamique représente la droite d'étalonnage de la colonne. La colonne est calibrée avec 

différents standards de masses moléculaires solubilisées dans le tampon A : thyroglobuline 

(8,6 nm ; 669 kDa ± 15 %) ferritine (6,3 nm ; 440 kDa ± 15 %) catalase (5,2 nm ; 232 kDa ± 

15 %) aldolase (4,6 nm ; 158 kDa ± 15 %) albumine du sérum de boeuf (3,5 nm ; 67 kDa ± 10 

%) ovalbumine (2,8 nm ; 43 kDa ± 15 %) chymotrypsinogène (2,1 nm ; 25 kDa ± 25 %) et 

ribonuc1éase A (1,75 nm ; 13,7 kDa ± 15 %). La courbe d’étalonnage (Log Rs = -1,35 Kav + 
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1,05) et présentant un coefficient de corrélation R2 = 0,99 a été utilisée afin d’extrapoler le 

rayon hydrodynamique de EED. 

 

 

Résultats et discussion 

 

La surexpression de EED chez E.coli doit permettre une production massive de cette protéine. 

Sa purification ultérieure doit en outre être la plus rapide et la plus efficace possible. 

Pour ce faire, deux stratégies ont été envisagées : 

 

• expression d’une protéine de fusion GST-EED possédant un site de clivage à la 

thrombine (séquence codante de la Glutathion-S-Transférase en 5’ de la 

séquence codante de EED). 

 

• expression d’une protéine recombinante flanquée d’une étiquette de six 

Histidines ((His)6) à l’extrémité C-terminale de la séquence codante de EED. 

 

Ces deux constructions répondent aux exigences d’un protocole de purification efficace par 

chromatographie d’affinité, respectivement sur colonne de glutathion et colonne de nickel. 

 

Les moyens mis en œuvre afin de surexprimer la protéine de fusion GST-EED puis la 

protéine EED-(His)6 seront analysés successivement en détail dans la suite de ce chapitre.
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- Clone GST-EED 

 

Une erreur de clonage introduisant un codon stop dans la séquence codante de EED a conduit 

dans un premier temps à l’expression d’un clone tronqué au résidu 349, clone appelé GST-

EED DC349. Ce clone est cependant intéressant comme témoin négatif puisqu’il ne présente 

plus les propriétés d’interaction de EED avec MA et IN. 

Ces deux clones présentent une surexpression des protéines de fusion GST-EED FL et GST-

EED DC349 à un taux de surexpression représentant plus de 30 % des protéines totales de 

E.coli (Figure 22). Le maximum de protéine est obtenu 3 h après induction à 1 mM d’IPTG à 

une température de 37°C. 

 

 
Figure 22 : SDS-PAGE 10 % du profil de surexpression à 37°C des clones GST-EED FL et 

GST-EED DC349 à 0, 1, 2 et 3 h après induction à l’IPTG 1 mM. PM : poids moléculaire. 

 

Les rendements après purification sont faibles à cause d’une mauvaise solubilité de la 

protéine de fusion (cf. Figure 24 / Lysat). Ces résultats sont étonnant, car il a été reporté que 

la protéine GST pouvait amélioré la solubilité globale de la protéine de fusion (Purification of 

GST-Fusion Proteins by Magnetic Resin-Based MagneGST™ Particles. Marjeta et al., 

Promega Corporation). 
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Figure 23 : Chromatogramme de purification de GST-EED FL sur colonne de glutathion. 

L’absorption à 280 nm ainsi que le gradient du tampon d’élution sont représentés. 

 

Cette première étape de chromatographie d’affinité sur colonne de glutathion (Figure 23) n’a 

en outre pas pu être optimisée et les fractions les plus pures présentent de nombreux 

contaminants (Figure 24). 

 
Figure 24 : SDS-PAGE 10 % des fractions d’élution après chromatographie d’affinité sur 

colonne de glutathion (les fractions déposées correspondent au chromatogramme en figure 

23). Clt : culot ; Sn : surnageant ; PM : poids moléculaire. 

 

Enfin, la partie GST de la protéine de fusion doit être éliminée pour l’étape ultérieure de 

cristallisation de la protéine EED. Les tests de clivage par la thrombine n’ont cependant 

jamais été concluants (résultats non présentés). Ceci est sans doute dû à la grande 

hétérogénéité de la solution avant clivage. En conclusion, l’utilisation du clone GST-EED FL 

a été abandonné au profit du clone EED-(His)6. 
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- Clone EED-(His)6 

 

Les souches bactériennes utilisées pour la surexpression ont été dans un premier temps des 

souches E.coli BL21 (DE3) pLysS. Cette souche est connue pour permettre l’obtention de 

taux d’expression supérieurs à 10 mg.L-1 dans le cas de protéines toxiques pour l’hôte 

Cependant, nous avons observé que le taux de surexpression de EED-(His)6 ne dépassait pas 5 

à 10 % des protéines totales de E.coli. 

Nous avons donc réalisé des essais avec les souches BL21 (DE3) CodonPlus-RP ou Rosetta 

(DE3) qui permettent l’expression de protéines dont la séquence codante présente des codons 

rares, ce qui est le cas pour EED. Ces souches co-expriment en effet les ARN de transferts 

pour ces codons rares. La présence de tels codons dans la séquence traduite diminue 

considérablement la vitesse d’élongation de la traduction et conduit à des taux d’expression 

inférieurs à 1 mg.L-1 (Wada et al., 1992). Cependant, l’expression de EED dans les souches 

BL21 (DE3) CodonPlus-RP ou Rosetta (DE3) n’a jamais été concluante (expression 

indétectable, résultats non présentés). 

L’expression de EED a finalement été satisfaisante par l’utilisation de la souche BL21 (DE3) 

qui permet un taux de surexpression représentant environ 30 % des protéines totales de E.coli 

(Figure 25). 

 

 
Figure 25 : SDS-PAGE 10 % du profil de surexpression à 37°C du clone EED-(His)6 à 0, 1, 2 

et 3 h après induction à l’IPTG 1 mM dans les souches BL21 (DE3) ou BL21 (DE3) pLysS. 

PM : poids moléculaire. 

 

La purification par chromatographie d’affinité sur colonne de nickel (Figure 26) a été 

grandement améliorée par une étape de lavage à haute force ionique (NaCl 1 M). Ceci permet 
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d’éliminer plusieurs protéines contaminantes fixées de manière non spécifique sur la colonne 

de nickel (cf. Figure 27 / Lavage / F8 et F9). 

 
Figure 26 : Chromatogramme de purification de EED-(His)6 sur colonne de nickel. 

L’absorption à 280 nm, le gradient du tampon d’élution et la conductivité sont représentés. 

 

A l’inverse du clone GST-EED FL, EED-(His)6 présente une bonne solubilité (cf. Figure 27 / 

Lysat). La protéine purifiée migre selon une seule bande en gel d'électrophorèse dénaturant 

(SDS-PAGE). Sa présence à la taille attendue a été vérifiée par Western blot en utilisant un 

anti-corps anti-His6. 

 
Figure 27 : SDS-PAGE 10 % des fractions d’élution après chromatographie d’affinité sur 

colonne de nickel (les fractions déposées correspondent au chromatogramme en figure 26). 

Clt : culot ; Sn : surnageant ; PM : poids moléculaire. 

 

Les lots de protéine purifiée ont été analysés par diffusion de la lumière afin de caractériser 

l’état d’oligomérisation de EED (Figure 28). Il s’est avéré que EED-(His)6 semble s’agréger 
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en solution compte tenu de son rayon hydrodynamique très élevé et calculé à 125 nm. 

L’indice de polydispersité de 0,35 de ces échantillons signifie en outre que les oligomères de 

EED sont très hétérogènes et présentent plusieurs assemblages de très haut poids 

moléculaire). Dans de telles conditions, la protéine EED-(His)6 semble impropre à cristalliser. 

 

 
Figure 28 : Spectrogramme de diffusion de la lumière pour EED-(His)6. 

 

De plus ces lots purifiés présentent un rapport d’absorption 280 / 260 d’environ 1 (Figure 29) 

traduisant la présence importante d’acides nucléiques co-purifiés avec la protéine EED-(His)6. 

 

 
Figure 29 : Spectrogramme d'absorption de la lumière par EED-(His)6 entre 220 et 320 nm. 

 

Deux stratégies ont été envisagées afin de remédier à ces deux problèmes de polydispersité et 

de co-purification d’acides nucléiques : 
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• travailler sur une nouvelle construction de EED par reclonage 

 

• établir un nouveau protocole de purification de EED-(His)6 

 

Reclonage de EED 

 

Nos études de comparaison de séquences entre la protéine EED et des protéines homologues 

de structure connue montre que EED devrait présenter deux régions structurellement 

distinctes : 

 

• une région N-terminale de 84 résidus qui ne serait pas impliquée dans les 

phénomènes d’interaction avec la Matrice et l’Intégrase (Peytavi et al., 1999 ; 

Violot et al., 2003). 

 

• une région C-terminale présentant un repliement en turbine à 7 pales de brins β 

qui serait impliquée dans les phénomènes d’interaction avec MA et IN 

(Peytavi et al., 1999 ; Violot et al., 2003). 

 

Une protéine EED tronquée, correspondant aux résidus 84 à 441 et conservant une étiquette 

histidine en C-terminal, a donc été reclonée dans le vecteur d’expression pT7-7 entre les sites 

Nde1 et Nco1. Après séquençage du nouveau clone, une étude complète de sa surexpression a 

été conduite par transformation de différentes souches bactériennes de E.coli (BL21 (DE3), 

BL21 (DE3) pLysS, BL21 (DE3) CodonPlus-RP, Origami (DE3), Rosetta (DE3) et C41 

(DE3)). Des protocoles d’expression pour chacune de ces souches modulant les paramètres de 

temps d’induction (3 h ou 12 h) de température d’induction (37°C, 30°C, 23°C) et les 

concentrations en inducteur ([IPTG] = 0,5 ou 2 µM) ont été réalisées. Dans tous les tests 

effectués (6 souches x 2 temps x 3 températures x 2 [IPTG] = 72 conditions d’expression) la 

protéine EED84-441-(His)6 s’est toujours retrouvée dans la fraction insoluble après la lyse des 

culots bactériens. Ainsi, la purification de la protéine EED84-441-(His)6 en conditions natives 

n'a pu être réalisée du fait de son insolubilité. De même, des essais de purification en 

conditions dénaturantes dans l'urée 8 M n’ont pas abouti, car la protéine précipite lors de sa 

renaturation. 
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Nouveau protocole de purification de EED-(His)6 

 

La région N-terminale de EED présente un grand nombre de résidus chargés positivement (3 

arginines et 11 lysines) qui pourraient favoriser la formation de complexes nucléoprotéiques 

par des interactions électrostatiques avec les groupes phosphates des acides nucléiques. Sur la 

base de cette hypothèse, un protocole de purification à un pH plus basique (8,5 au lieu de 7) a 

été établi afin de diminuer cette interaction. La protéine recombinante entière EED-(His)6 a 

donc été purifiée en une étape par chromatographie d’affinité sur colonne de nickel (Figure 

30) après lyse ménagée et sonication, toutes ces étapes étant réalisées à pH 8,5. 

 

 
Figure 30 : Chromatogramme de purification de EED-(His)6 sur colonne de nickel. 

L’absorption à 280 nm (bleu foncé), l’absorption à 260 nm (rouge), la conductivité (noir) 

ainsi que le gradient du tampon d’élution (vert foncé) sont représentés. 

 

La protéine ainsi purifiée migre selon une seule bande en gel d'électrophorèse dénaturant 

(SDS-PAGE ; Figure 31). La présence de la protéine EED à la bonne taille a été vérifiée par 

Western blot en utilisant un anti-corps anti-His6. 



Résultats et discussion 

 96

 
Figure 31 : SDS-PAGE 10 % des fractions d’élution après chromatographie d’affinité sur 

colonne de nickel (les fractions déposées correspondent au chromatogramme en figure 30). 

PM : poids moléculaire. 

 

L’absorption de la lumière à 260 nm de ces lots purifiés est relativement faible (Figure 32) et 

ils présentent un rapport d’absorption 280 / 260 de 1,9, traduisant l'absence d’acide nucléique 

dans ces nouveaux lots purifiés de EED-(His)6. 

 

 
Figure 32 : Spectrogramme d'absorption de la lumière par EED-(His)6 entre 250 et 300 nm. 

 

En outre, ces lots de protéines purifiées caractérisés par diffusion de la lumière présentent un 

coefficient de polydispersité relativement faible (environ 20 %) traduisant la monodispersité 

de la protéine (Figure 33). Le rayon hydrodynamique déterminé à environ 3,2 nm est 

compatible avec une protéine de masse d’environ 50 kDa. Ces résultats suggèrent que EED 

serait sous forme monomérique en solution. 
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Figure 33 : Spectrogramme de diffusion de la lumière de EED-(His)6. 

 

Des études par gel filtration ont été conduites afin de confirmer l’existence d’un monomère de 

EED (Figure 34) en solution. La protéine est éluée pour un volume de 15,15 mL, soit un Kav 

de 0,43. Par report sur la droite de calibration de la colonne, ceci donne une masse 

moléculaire apparente d’environ 51,5 kDa et un rayon hydrodynamique d’environ 3 nm. Ces 

résultats permettent ainsi de confirmer les études par diffusion de la lumière (donnant un 

rayon hydrodynamique de 3,2 nm) et confirme l’existence de EED en solution sous forme 

d’un monomère. 

 
Figure 34 : Chromatogramme d’élution de EED-(His)6 sur colonne de gel filtration. 

L’absorption à 280 nm est représentée. 

 

Ce nouveau protocole de purification permet donc la purification à homogénéité de EED-

(His)6 et remplit les conditions nécessaires pour entreprendre des tests de cristallisation. 
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2. Surexpression de la protéine Matrice dans E.coli : 

 

 

Matériels et méthodes 

 

Les techniques utilisées sont identiques à celles décrites pour la surexpression de EED, à 

l’exception des points suivants : 

Un clone fusionné avec la Glutathion-S-Transférase (GST) en N-terminal de la séquence 

codante de MA et possédant un site de clivage à la thrombine était disponible au laboratoire 

Virologie et de Pathogenèse Virale. La surexpression est effectuée dans des bactéries E. coli 

TOP10. Après lyse chimique et sonication, la protéine de fusion est fixée sur une colonne de 

glutathion puis mise à incuber en présence de thrombine. Après élution par du glutathion 

réduit (10 mM) la MA est séparée de la thrombine par une deuxième étape de purification sur 

colonne de benzamidine. 

 

Résultats et discussion 

 

La protéine ainsi purifiée migre selon une seule bande en gel d'électrophorèse dénaturant 

(SDS-PAGE ; Figure 35). 

 
Figure 35 : SDS PAGE 12 % des fractions d’élution de la protéine de fusion GST-MA après 

chromatographie d’affinité sur colonne de glutathion, clivage à la thrombine et élution sur 

colonne de benzamidine. PM : poids moléculaire ; MA : Matrice ; GST : Glutathion-S-

Transférase. 
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Cependant, les quantités de protéines pures obtenues sont très faibles (environ 100 µg par litre 

de culture) et ne permettent pas d’envisager des tests de co-cristallisation avec EED à l’heure 

actuelle. 

 

 

 

3. Surexpression de la protéine Intégrase dans E.coli : 

 

 

Matériels et méthodes 

 

Les techniques utilisées sont identiques à celles décrites pour la surexpression de EED, à 

l’exception des points suivants : 

La chromatographie a été réalisée à 15°C sur une colonne HiTrap de 1 mL (Amersham) 

préalablement chargée en nickel (NiSO4 0,1 M). Les tampons de fixation (Tris-HCl 25 mM 

pH 8 ; NaCl 150 mM ; Imidazole 5 mM ; DTT 1 mM) et d’élution (Tris-HCl 25 mM pH 8 ; 

NaCl 1 M ; Imidazole 1 M ; ZnSO4 50 µM) sont filtrés et dégazés. 

Résultats et discussion 

 

La recherche d’un protocole de surexpression et de purification à homogénéité de l’Intégrase 

du VIH-1 a été conduite afin de réaliser des expériences de co-cristallisation EED-IN. 

Pour ce faire, trois clones de l’Intégrase du VIH-1 étaient disponibles dans le laboratoire de 

Virologie et de Pathogenèse Virale : 

 

• IN complète (IN1-288) 

 

• IN ∆C (IN1-202) 

 

• IN ∆N (IN52-288) 

 

Ces trois constructions possèdent une étiquette histidine en N-terminal de la séquence codante 

de l’Intégrase permettant une purification sur colonne de nickel. Il est à noter que seul les 

clones IN complète et IN ∆N sont intéressants, puisque le clone IN ∆C ne présente plus les 

propriétés d’interaction avec EED (Violot et al., 2003). 
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Les protocoles de surexpression en système hétérologue (E.coli BL21 (DE3)) et de 

purification par chromatographie d’affinité sur colonne de nickel mis au point permettent 

l’obtention de quantités suffisantes de protéine pure soluble pour des études fonctionnelles 

(environ 300 µg par litre de culture). Ces rendements sont toutefois trop faibles pour des 

expériences de cristallisation. Ces mauvais rendements sont en partie dus à la très faible 

solubilité de l’Intégrase sauvage en solution. 

 

Aussi, il a été décidé de travailler avec un mutant hyper-soluble de l’enzyme virale entière 

(F185K, C280S ; Jenkins et al., 1996). La protéine recombinante (His)6-IN (F185K, C280S) a 

été purifiée en une étape par chromatographie d’affinité sur colonne de nickel après lyse 

ménagée et sonication (Figure 36). 

 

 
Figure 36 : Chromatogramme de purification de EED-(His)6 sur colonne de nickel. 

L’absorption à 280 nm (bleu foncé), l’absorption à 260 nm (rouge), la conductivité (noir) 

ainsi que le gradient du tampon d’élution (vert foncé) sont représentés. 

 

La protéine purifiée migre selon une seule bande en gel d'électrophorèse dénaturant (SDS-

PAGE ; Figure 37). Sa présence à la taille attendue a été vérifiée par Western blot en utilisant 

un anti-corps anti-His6. 
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Figure 37 : SDS PAGE 12 % des fractions d’élution après chromatographie d’affinité sur 

colonne de nickel (les fractions déposées correspondent au chromatogramme en figure 36). 

PM : poids moléculaire. 

 

Les fractions les plus pures ont été rassemblées puis dialysées contre un tampon de stockage 

(Tris-HCl 25 mM pH 8, NaCl 150 mM, β-mercaptoéthanol 1 mM) avant d’être concentrées à 

5 mg.mL-1. 

 

 

 

4. Surexpression de la protéine Nef dans E.coli : 

 

 

Matériels et méthodes 

 

Les techniques utilisées sont identiques à celles décrites pour la surexpression de EED, à 

l’exception des points suivants : 

La chromatographie d’affinité a été réalisée à 15°C sur une colonne HiTrap de 1 mL 

(Amersham) préalablement chargée en nickel (NiSO4 0,1 M). Les tampons de fixation (Tris-

HCl 50 mM pH 8 ; NaCl 150 mM ; Imidazole 20 mM) et d’élution (Tris-HCl 50 mM pH 8 ; 

NaCl 150 mM ; Imidazole 1 M) sont filtrés et dégazés. 
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Résultats et discussion 

 

Un protocole de surexpression et de purification à homogénéité de Nef a également été 

élaboré afin de réaliser des expériences de co-cristallisation EED-Nef. 

 
Figure 38 : Chromatogramme de purification de (His)6-Nef sur colonne de nickel. 

L’absorption à 280 nm (bleu foncé), l’absorption à 260 nm (rouge), la conductivité (noir) 

ainsi que le gradient du tampon d’élution (vert foncé) sont représentés. 

 

La protéine (His)6-Nef est purifiée par chromatographie d’affinité sur colonne de nickel 

(Figure 38). Elle migre selon une seule bande en gel d'électrophorèse dénaturant (SDS-

PAGE ; Figure 39). 

 
Figure 39 : SDS-PAGE 12 % des fractions d’élution après chromatographie d’affinité sur 

colonne de nickel (les fractions déposées correspondent au chromatogramme en figure 38). 

PM : poids moléculaire. 

 

Les fractions les plus pures ont été rassemblées puis dialysées contre un tampon de stockage 

(Tris-HCl 50 mM pH 8,5 ; NaCl 150 mM) avant d’être concentrées à 10 mg.mL-1. 
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5. Cristallisation de EED seule et en complexe : 

 

5.a) Principe de la cristallogenèse et de ses techniques associées : 

 

 

La cristallogenèse 

 

La cristallisation est le processus qui permet le passage d'une molécule d'un état soluble à un 

état solide ordonné. Une augmentation progressive de la concentration en protéine (par 

exemple en diminuant sa solubilité) conduit progressivement la solution à être sursaturée en 

protéine (Figure 40). Cet état est nécessaire à la nucléation, c'est à dire à la formation de 

germes cristallins. 
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Figure 40 : Diagramme de solubilité suivant la concentration en protéine et la concentration 

en agent précipitant. La courbe de solubilité marque une séparation entre une zone où la 

protéine est en solution (zone de sous saturation) et une zone de sursaturation (zones 

métastable, de nucléation ou de précipitation).  

 

Les méthodes les plus couramment utilisées sont la microdialyse et la diffusion en phase 

vapeur (Wlodaver et Hodgson, 1975). Seule la diffusion en phase vapeur a été utilisée pour 

cette étude. 
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La diffusion en phase vapeur – technique de la goutte suspendue 

 

En pratique, nous avons utilisé les techniques de la goutte suspendue et de la goutte assise. 

Pour les deux techniques, on considère un système clos composé d’une goutte contenant la 

protéine en solution et un agent de cristallisation de concentration initiale C. Le second 

composant du système est un réservoir contenant le même agent de cristallisation dont la 

concentration C est généralement supérieure d’un facteur 2 à sa concentration C’ dans la 

goutte (Figure 41). La diffusion de vapeur à l’intérieur du système clos provoque un transfert 

net d’eau (et des autres espèces chimiques volatiles) de la goutte (moins concentrée en agent 

de cristallisation) vers le réservoir (plus concentré) et ce jusqu’à ce que la concentration en 

agent de cristallisation soit la même dans les deux compartiments. Ceci induit une 

augmentation lente de la concentration de la protéine dans la goutte et sa sortie de la zone de 

solubilité (Figure 41). 

L’avantage de cette méthode réside essentiellement dans la faible quantité de matériel 

protéique nécessaire (de 0,5 à 4 µl de protéine par essai à une concentration usuelle pouvant 

aller de 5 à 20 mg.mL-1). 

                              

 

Figure 41 : Croissance cristalline par les techniques de la goutte suspendue / assise : la 

goutte (contenant la protéine, un agent de cristallisation, et éventuellement des additifs, 

ligands, etc.) est suspendue sous une lamelle siliconée fermant hermétiquement, avec un joint 

de graisse, un puit contenant le même agent de cristallisation que la goutte, à la même 

concentration. 

 

Comme les paramètres permettant l’apparition d’un cristal de protéine sont au départ 

inconnues (nature et concentration de l’agent de cristallisation, concentration de la protéine, 

pH, température, force ionique, présence d’additifs et / ou de ligands) le but de l’étape de 

cristallisation est de cribler un maximum de conditions (Ducruix et Giégé, 1992). Puis si l’une 

ou plusieurs de ces conditions semblent donner un résultat, continuer d’affiner les paramètres 
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retenus jusqu’à l’obtention de monocristaux de qualité et de taille satisfaisante pour une étude 

aux rayons X. 

Les données de cristallisation de protéines homologues peuvent représenter une piste 

intéressante pour l’expérimentateur. Ainsi, des banques de données disponibles sur Internet 

(http://wwwbmcd.nist.gov:8080/bmcd/bmcd.html) classent par famille de protéines les 

conditions ayant permis d’obtenir des cristaux (Gilliland, 1994) Des cribles sont aussi 

disponibles, basés sur les 50 conditions les plus utilisées (Jancarik et Kim, 1991). Des kits 

commerciaux sont proposés par de nombreuses firmes (Molecular Dimension Limited, 

Nextal, Hampton research). 

Des techniques ont été développées afin de tester un maximum de conditions de cristallisation 

avec une consommation minimum de protéine purifiée. Dans le milieu des années 80, 

l’utilisation de boites de cristallisation à 24 puits a permis des criblages rapides et efficaces 

des conditions de cristallisation par réalisation de gouttes d’environ 1 µL (volume minimum 

pour un pipetage manuel). Des robots sont maintenant disponibles, permettant la délivrance 

de volume de l’ordre du nanolitre. 

La plupart des expériences de cristallisation réalisées au cours de cette thèse ont été effectuées 

de manière robotisée. Deux robots disponibles au laboratoire ont été utilisés : 

 

• un Tecan MiniPrep 75 (Tecan Systems, Inc., USA) pour la re-distribution de 

conditions de cristallisation commerciales en tubes de 15 mL vers des boites de 

cristallisation de format 96 puits. 

 
 

• un Mosquito (TTP Labtech, UK) permettant de délivrer des volumes de l’ordre 

du nanolitre (entre 50 nL et 1,2 µL) du réservoir vers les puits de cristallisation 

adjacents, et d’ajouter un volume d’échantillon équivalent à chacun de ces 

puits. 
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Trempage des cristaux («crystal soaking») 

 

Cette technique permet de faire diffuser au sein de l’édifice cristallin, via des canaux de 

solvant, des substances d’intérêt (substrats, analogues de substrat, ligands ou dérivés lourds). 

Le trempage consiste à immerger un cristal de protéine dans une solution contenant le ligand 

choisi. La concentration de cette substance et le temps de contact avec le cristal sont 

déterminés expérimentalement. Le risque majeur de ce type d’expérience est que le cristal 

s’abîme ou se désagrège sous l’effet de la diffusion de la substance utilisée dans l’édifice 

cristallin. Dans ce cas, une diminution du temps de contact ou de la concentration du ligand 

permet généralement d’éviter le problème. 
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5.b) Cristallisation de EED-(His)6 : 

 

 

Matériels et méthodes 

 

- Préparation du matériel biologique 

Les protéines purifiées ont été concentrées par ultrafiltration grâce au système Ultrafree® de 

chez MILLIPORE. Les solutions sont conservées à 4°C ou à –18°C afin d’éviter leur 

dénaturation. Les solutions protéiques sont centrifugées avant chaque utilisation pendant 5 

min à 3000 g, afin de culotter les éventuels agrégats protéiques ou contaminants, tels des 

poussières. 

 

- Préparation des solutions tampons 

Tous les produits chimiques utilisés pour préparer les solutions sont de grade analytique. Les 

solutions sont ajustées au pH désiré par ajout de HCl 1 M ou de NaOH 1 M à l’aide d’un pH-

mètre (meterLAB™ de chez RADIOMETER). Les solutions sont ensuite filtrées sur des 

filtres de 0,22 µm ou 0,45 µm afin d’éliminer les poussières. Elles sont conservées à 4°C. Par 

convention, ces solutions tamponnées additionnées d’un agent de cristallisation sont appelées 

solution de cristallisation. Elles sont à distinguer des solutions contenant les protéines et 

appelées solutions protéiques. 

 

- Cristallisation manuelle 

Les essais préliminaires de cristallisation de la protéine EED-(His)6 ont été réalisés en utilisant 

des kits commerciaux de Hampton Research (Crystal Screen Cryo) et Molecular Dimension 

Limited (Structure Screen 1 et Structure Screen 2). Ce criblage a été conduit en boîte 24 puits 

selon la méthode de la diffusion de vapeur par la technique de la goutte suspendue. Les 

gouttes ont un volume de 4 µL (2 µL de solution protéique + 2 µl de solution de 

cristallisation) et sont mises à équilibrer contre un réservoir de 700 µL de solution de 

cristallisation à la température constante de 19°C ou de 4°C. Ces essais sont réalisés pour une 

concentration en protéine de 5 mg.mL-1 ou de 10 mg.mL-1. 

 

- Cristallisation robotisée 

Les essais préliminaires de cristallisation du complexe EED-IN ont été réalisés en utilisant des 

kits commerciaux de Hampton Research (Crystal Screen 1 et 2 ; Grid Screen Ammonium 

Sulfate ; Grid Screen Sodium Chloride ; Grid Screen MPD ; Grid Screen PEG 6000 ; Grid 
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Screen PEG / LiCl ; Natrix ; SaltRX ; Index et PEG / Ion Screen) et Nextal (PEG Suite ; 

Anions et Cations). Ce criblage a été conduit en boîte 96 puits Greiner Bio-one selon la 

méthode de la diffusion de vapeur par la technique de la goutte assise. Les réservoirs sont 

remplis manuellement par 100 µL de solution de cristallisation. Les gouttes (250 nL de 

complexe + 150 nL de solution de cristallisation) sont réalisées par le robot Mosquito 

LabTech (MDL) piloté par le logiciel fourni. Les boîtes sont placées à la température 

constante de 19°C ou de 4°C. Ces essais sont réalisés pour une concentration en protéine de 3 

mg.mL-1 ou de 10 mg.mL-1. 

 

 

Résultats et discussion 

 

Dans un premier temps, un criblage de différents polyéthylènes glycols (PEG) et de différents 

sels, tels le sulfate d’ammonium, le chlorure de sodium ou le chlorure de lithium, a été réalisé 

afin d’analyser les caractéristiques de solubilité de EED. 

Ces expériences préliminaires, réalisées à 4°C et à 19°C avec des concentrations en protéine 

de 5 mg.mL-1 ou de 10 mg.mL-1 n’ont jamais permis de définir une règle générale sur la 

solubilité de la protéine EED en fonction des différents agents de cristallisation testés. 

Effectivement, nous n’avons pas obtenu de résultats reproductibles suivant les lots de 

protéines préparées. 

 

Nous avons toutefois poursuivi nos essais avec de nouveaux kits commerciaux afin de cribler 

un maximum de conditions de cristallisation. Des plaquettes (Figure 42) de dimension 0,1 x 

0,07 x 0,01 mm3 sont apparues au bout de 1 mois à 19°C pour la condition suivante : MES 0,1 

M pH 6, MPD 40 % (v / v). 

Des tests de diffraction aux rayons X ont été réalisés au laboratoire afin d’essayer de les 

caractériser. Cependant, les clichés ne présentaient pas de tâches de diffraction. 

 
Figure 42 : Cristaux de EED obtenus en goutte assise avec le robot Mosquito. 
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Une plaquette a été dissoute et caractérisée sur un gel d’électrophorèse (Figure 43) afin de 

vérifier si il s’agissait bien de protéine. Elle a été pêchée puis lavée successivement dans trois 

solutions de cristallisation dont la concentration en agent de cristallisation est à chaque fois 

légèrement inférieure à la précédente : ceci permet une légère dissolution du cristal et un 

décapage de sa surface. Toute trace de molécules de protéines en solution éventuellement 

adsorbées est ainsi éliminée ; le produit de dissolution des cristaux est donc pur. Cette 

solution a été déposée sur un gel de polyacrylamide à 12 % en même temps qu’une solution 

de EED témoin. 

 
Figure 43 : SDS-PAGE 12 % d’un cristal de EED dissout. La piste 1 correspond à un dépôt 

témoin de la protéine EED purifiée. La piste 2 correspond au dépôt de la solution dans 

laquelle le cristal a été dissout. MW : poids moléculaire. 

 

La visualisation d’une bande pour la piste 2 au même niveau que le dépôt témoin de la piste 1 

permet de conclure à la présence de EED dans le produit de dissolution des cristaux. 

En conclusion, les cristaux obtenus semblent être des cristaux de EED mais de taille trop 

faible pour une étude aux rayons X. 

Une optimisation des conditions de cristallisation a été conduite afin d’essayer d’obtenir des 

cristaux de plus grande dimension en faisant varier le pourcentage en MPD (10 % à 65 %) et 

le pH (5,2 à 7,2). Ces essais d’optimisation n’ont cependant pas été concluants, car aucun 

nouveau cristal n’a pu être obtenu. 

 

A ce jour, plus d’un millier de conditions de cristallisation ont été testées, ce qui représente 

une consommation de 30 mg de protéine purifiée. 
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Il arrive que les protéines qui ne cristallisent pas dans leur état natif puissent cristalliser en 

complexe. En effet, les changements conformationnels résultant de la formation de ces 

complexes peuvent être favorable à la cristallisation par l’établissement de nouveaux contacts 

cristallins ou par la stabilisation de la protéine. 

 

Ainsi, des essais de co-cristallisation de EED avec ses partenaires IN et Nef ont été conduits. 

 

 

5.c) Cristallisation du complexe EED-IN : 

 

 

Matériels et méthodes 

 

Les essais préliminaires de cristallisation du complexe EED-IN ont été réalisés en utilisant des 

kits commerciaux de Hampton Research (Crystal Screen 1 et 2) et Nextal (PEG Suite). Ce 

criblage a été conduit en boîte 96 puits Greiner Bio-one selon la méthode de la diffusion de 

vapeur par la technique de la goutte assise. Les réservoirs sont remplis manuellement par 100 

µL de solution de cristallisation. Les gouttes (250nL de complexe + 150nL de solution de 

cristallisation) sont réalisées par le robot Mosquito LabTech (MDL) piloté par le logiciel 

fourni. Les boîtes sont placées à la température constante de 19°C ou de 4°C. 

Les complexes sont réalisés pour un rapport molaire EED:IN de 1:2 à partir d’un stock de 

protéine EED concentrée à 5 mg.mL-1, soit environ 100 µM, et d’un stock de protéine 

Intégrase concentrée à 5 mg.mL-1, soit environ 160 µM. 

 

 

Résultats et discussion 

 

L’Intégrase semble se comporter en solution comme un dimère (cf. Etude bibliographique) 

alors que nous avons montré que EED devrait être sous forme monomérique. L’hypothèse 

d’une interaction mole à mole entre les deux partenaires nous a conduit à réaliser dans un 

premier temps des études de cristallisation pour un complexe EED-IN dans un rapport 

molaire de 1:2. 
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La purification de l’Intégrase, bien qu’il s’agisse du mutant soluble F185K, C280S, pose le 

problème d'un rendement faible (environ 0,5 mg par litre de culture). Ces quantités ne 

permettent pas un criblage exhaustif des conditions de cristallisation. 

 

Dans un premier temps, les kits commerciaux Crystal Screen 1 et 2 de chez Hampton 

Research qui sont basés sur les travaux de Jancarik et Kim (Jancarik et Kim, 1991) ont été 

utilisés. 

 

Dans un deuxième temps, le kit commercial PEG Suite de chez Nextal a été utilisé. En effet, 

le PEG (polyéthylène glycol) semble induire des interactions attractives entre les 

macromolécules de haut poids moléculaire. Pour des protéines de grande taille (ATCase : 306 

kDa, Apoferritine : 443 kDa), la présence d'un polymère non absorbant (PEG) est 

indispensable pour augmenter les interactions attractives et induire la cristallisation, un sel 

seul n'étant pas efficace (Finet et al., 2003 ; Tardieu et al., 2002 ; Vivares et al., 2002). Ce 

résultat est observé pour 71 % des complexes protéine-protéine dont les conditions de 

cristallisation reportées dans la littérature sont composées de PEG plutôt que de sulfate 

d’ammonium ou d’autres solutions salines de haute force ionique (Radaev et Sun, 2002). 

 

Cependant, tous ces essais n’ont donné que des gouttes limpides. 

 

Ainsi, les quelques 200 conditions testées jusqu’à maintenant n’ont pas permis d’obtenir des 

cristaux du complexe EED-IN. 
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5.d) Cristallisation du complexe EED-Nef : 

 

 

Matériels et méthodes 

 

Les techniques utilisées sont identiques à celles décrites pour la cristallisation du complexe 

EED-IN, à l’exception des points suivants : 

Les complexes sont réalisés pour un rapport EED:Nef de 1:2 à partir d’un stock de protéine 

EED concentrée à 5 mg.mL-1, soit environ 100 µM, et d’un stock de protéine Nef concentrée 

à 10 mg.mL-1, soit environ 900 µM. 

 

 

Résultats et discussion 

 

Le complexe EED-Nef a été réalisé pour un rapport molaire de 1:2. En effet, Nef semble 

également se comporter en solution comme un dimère (cf. Etude bibliographique). 

 

Comme pour le complexe EED-IN, la majorité des essais de cristallisation du complexe EED-

Nef ont été réalisés dans un premier temps grâce à l’utilisation du kit commercial PEG Suite 

de chez Nextal. 

 

Un petit cristal est apparu à 19°C au bout de 2 semaines pour les conditions suivantes : 

HEPES 0,1 M pH 7,5 ; PEG 6000 25 % (p / v). Ce cristal présente une taille d’environ 0,075 

x 0,075 x 0,075 mm3 (Figure 44). 

 

 
Figure 44 : Cristal du complexe EED-Nef obtenu en goutte assise avec le robot Mosquito. 
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Afin d’optimiser ces conditions de cristallisation et d’obtenir des cristaux de plus grande 

dimension, des expériences faisant varier le pourcentage en PEG 6000 (15 % à 40 %) et le pH 

(7,0 à 8,1) ont été conduites à 4°C et à 19°C (Tableau 5). 

Toutes les gouttes sont limpides à 4°C. Des précipités sont observés à 19°C pour les gouttes 

de pH inférieur à 7,5. Des précipités se forment dans les gouttes de pH supérieur à 7,5 

présentant une concentration en PEG 6000 dans le réservoir supérieur à 30 %. Ces 

expériences recensées dans le tableau 5 suggèrent que le complexe pourrait être cristallisé 

pour des concentrations en PEG 6000 comprise entre 25 et 27,5 % à pH basique. 

 
 

0,1 M 

Hepes 
pH 7,0 pH 7,1 pH 7,2 pH 7,3 pH 7,4 pH 7,5 pH 7,6 pH 7,7 pH 7,8 pH 7,9 pH 8,0 pH 8,1 

PEG 

6000 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

15% A             

20% B             

22,5% C             

25% D             

27,5% E             

30% F             

35% G             

40% H             

Tableau 5: Matrice d’optimisation des conditions de cristallisation du complexe EED-Nef. 
Les cellules grisées indiquent la présence de précipités et les cellules blanches la présence de 
gouttes limpides. 
 
Ces essais d’optimisation n’ont cependant pas été concluants car aucun nouveau cristal n’a été 
obtenu. 
 

Un essai d’ensemencement macroscopique a également été réalisé. Trois lavages successifs 

du petit cristal précédemment obtenu ont été réalisés pendant 5 min dans une goutte pré-

équilibrée (HEPES 0,1 M pH 7,5 ; PEG 6000 20 % (p / v)). Le cristal a ensuite été ensemencé 

dans une solution pré-équilibrée (HEPES 0,1 M pH 7,5 ; PEG 6000 25 % (p / v)). Il s’est 

malheureusement dissous au bout de quelques jours. Nous n’avons donc pas pu vérifier par 

des expériences de dissolution et de caractérisation sur gel d’électrophorèse que ce cristal 

correspondait bien au complexe EED-Nef. 

Nous avons enfin utilisé les kits commerciaux Crystal Screen 1 et 2 de chez Hampton 

Research sans succès. 

 

500 conditions de cristallisation ont été testées pour ces essais de cristallisation de EED en 

complexe avec Nef, ce qui représente une consommation de 7,5 à 10 mg de chacune des deux 

protéines purifiées. 
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C/ CONSTRUCTION D’UN MODELE MOLECULAIRE DE EED ET 

VALIDATION PAR DES ETUDES DE «PHAGE-DISPLAY» 

 

En parallèle à ces essais de cristallisation de EED, il nous est paru utile de réaliser un 

modèle moléculaire afin de corroborer les résultats obtenus par «phage-display» sur les zones 

d’interaction de la protéine EED avec ses partenaires viraux (Peytavi et al., 1999 ; Violot et 

al., 2003). 

 

Matériels et méthodes 

 

- Modélisation par homologie de EED 

Le choix de l’empreinte s’est fait par une recherche d’homologues structuraux de EED, après 

alignement de sa séquence contre les séquences des protéines de structure connue répertoriées 

dans la Protein Data Bank (PDB ; Berman et al., 2000) grâce au logiciel CLUSTALW 

(Thompson et al., 1994). Les coordonnées de la protéine Gβ dont la séquence présente des 

motifs répétés WD-40 ont été obtenues (code PDB 1TBG). 

L’alignement des séquences de EED avec Gβ a été réalisé en utilisant le programme 

CLUSTALW. Cet alignement initial a ensuite été optimisé manuellement afin d’améliorer la 

correspondance des motifs répétés WD-40. Pour cela, les éléments de structure secondaire de 

EED ont été prédits grâce aux logiciels MLRC (Guermeur et al., 1999) DSC (King et 

Sternberg, 1996) et PHD (Rost et Sander, 1993) accessibles sur le serveur NPS@ (Combet et 

al., 2000). 

La construction du modèle de EED à partir de Gβ a été obtenue par substitution des chaînes 

latérales par le programme CALPHA (Esnouf, 1997). La réorientation manuelle de ces 

chaînes ainsi que la construction des fragments d’insertions ont été réalisées avec le logiciel 

TURBO-FRODO (Roussel et Cambillau, 1989). 

L’optimisation du modèle a été réalisée par minimisation d’énergie selon la méthode du 

gradient conjugué par le programme CNS (Brunger et al., 1998). 

 

- «Phage-displa»y et «phage-biopanning» 

Deux librairies de phages filamenteux ont été utilisées, une consistuée d’hexapeptides et une 

de dodécapeptides. Les protéines purifiées (IN ou EED) ont été immobilisées sur des plaques. 

L’élution des phages a été obtenue par compétition avec la protéine partenaire purifiée. Les 

séquences d’interaction (phagotopes) ont été identifiés par séquençage de la protéine 
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recombinante fUSE5 pIII par la méthode des didésoxynucléotides, des amorces ad hoc et le 

kit de séquençage Sequenase kit version 2.0 (Amersham). 

Résultats et discussion 

 

La protéine EED appartient à la superfamille des protéines à motifs répétés WD-40 (Neer et 

al., 1994). Un modèle de EED a été construit grâce à la structure de la sous-unité β de la 

protéine-G bovine (Lambright et al., 1996 ; Sondek et al., 1996) qui présente une identité de 

séquence de 20 % avec EED (Figure 45).  

 

d7 a1 b1 c1

d1 a2 b2 c2 d2

a3 b3 c3 d3 a4

b4 c4 d4 a5

b5 c5 d5 a6 b6

c6 d6 a7 b7 c7

d7 a1 b1 c1

d1 a2 b2 c2 d2

a3 b3 c3 d3 a4

b4 c4 d4 a5

b5 c5 d5 a6 b6

c6 d6 a7 b7 c7  

Figure 45 : Alignement des structures primaires de EED et de la sous-unité β de la protéine-

G bovine (PDB : 1TBG). La localisation des brins β chez 1TBG est décrite (soulignée) ainsi 

que la prédiction des brins β chez EED (pointillés). L’alignement a été optimisé afin de faire 

correspondre les régions prédites et structurées en brins β. 
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L’alignement des séquences a été optimisé en tenant compte de la correspondance entre les 

résidus conservés des motifs WD-40 (Figure 46). 

 
(89-125) WD1 : K E D H N Q P L F G V Q F N W H S K E G D P L V F A T V G S N R V T L Y E

(140-176) WD2 : D A D A D E N F Y T C A W T Y D S N T S H P L L A V A G S R G I I R I I N
(186-219) WD3 : Y V G H G N A I N E L K F H P R D P N L L L S V S K D H A L R L W N
(232-264) WD4 : V E G H R D E V L S A D Y D L L G E K I M S C G M D H S L K L W R
(302-332) WD5 : R D I H R N Y V D C V R W L G D L I L S K S C E N A I V C W K
(356-390) WD6 : F D Y S Q C D I W Y M R F S M D F W Q K M L A L G N Q V G K L Y V W D
(406-438) WD7 : H H K C G A A I R Q T S F S R D S S I L I A V C D D A S I W R W D

Cons : x x G H h x x h x r x p x h h x x x x D x x x x h W D(x)n (x)n  
Figure 46: Les 7 motifs répétés WD-40 de la protéine EED alignés avec la séquence 

consensus décrite par Neer (Neer et Smith, 1996) ; h, résidu hydrophobe ; r, résidu 

aromatique ; p, résidu polaire.  

 

Le modèle (Figure 47 A) donne une idée du repliement global du domaine C-terminal de la 

protéine (résidus 84 à 441). Chaque motif répété WD-40 se replie en fait selon 3 brins β 

antiparallèles a, b et c. La portion de séquence reliant chaque motif répété se structure 

également en un brin β d additionnel. Un motif WD-40 forme une unité structurale composée 

de 4 brins β antiparallèles appelée pale β (Figure 47 B). Les pales se disposent pour former 

une structure en turbine-β. 

 

Figure 47 : (A) Structure modélisée de EED (résidus 84 à 441) montrant les 7 pales β (I à 

VII) chacune constituée de 4 brins β (a à d). (B) Structuration de la pale β I. Les résidus 

Tryptophane et Aspartate conservés du motif WD-40 sont indiqués (cercles blancs). 

 

 D 

W 

(A) (B)
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Au cours des études d’interaction de EED avec l’Intégrase (Publication 1), il a été montré que 

cette interaction nécessitait l’intégrité des sept motifs répétés WD-40. En effet, la délétion des 

deux motifs WD-40 C-terminaux entraînait l’abolition de cette interaction. De manière 

similaire, des délétions du dernier motif WD-40 C-terminal du répresseur de transcription 

Tup1 (Williams et Trumbly, 1990) ou du facteur d’épissage Prp4 de Saccharomyces 

cerivisiae (Hu et al., 1994) sont délétères. La perte d’interaction suite à la délétion des ces 

motifs répétés WD-40 C-terminaux peut s’expliquer par l’incapacité de ces protéines à se 

structurer correctement. La fermeture de la turbine-β implique en effet une interaction entre le 

premier et le dernier motif répété WD-40. En outre, la délétion d’un motif répété WD-40 

interne abolit les fonctions de Prp4 (Hu et al., 1994). Ainsi, l’intégrité des motifs WD-40 est 

nécessaire à la fonction de ces protéines. 

 

Les surfaces accessibles de structure en turbine-β se réduisent ainsi aux brins β d externes, 

ainsi qu'aux boucles reliant chaque brin β d'une même pale. Ces zones accessibles sont 

d'ailleurs les zones d'interaction, mises en évidence par cristallisation dans les structures de 

complexes d'autres protéines en turbine-β (Chen et al., 1992 ; Wall et al., 1995). Par exemple, 

dans le cas de la sous-unité β de la protéine-G bovine, plusieurs résidus appartenant aux 

boucles d-a et b-c sont impliqués dans des contacts hydrophobes avec la sous-unité α (Wall et 

al., 1995). 

 

Cependant, compte tenu de la faible homologie de séquence de EED avec des protéines de 

structure connue, il existe pour ce modèle de EED une grande incertitude sur la conformation 

de chacune des boucles. Nous avons vérifié expérimentalement les résidus impliqués dans ces 

boucles accessibles d’EED par analyse immunologique des motifs peptidiques représentant 

les épitopes immunodominants de la molécule d’EED grâce à deux antisérums polyclonal et 

monoclonal anti-EED. Les premiers résultats de l’analyse des épitopes reconnus par ces 

différentes classes d’anticorps ont été effectués en utilisant la technique du «phage-display» 

(Hong et Boulanger, 1995 ; Table 6). Ils permettent de confirmer que les boucles décrites par 

le modèle sont bien des régions accessibles de EED (Figure 48). 
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Classe d’anticorps Séquence phagotopique Motif homologue chez EED 

Monoclonal WWGMSY 98-GVQF-101 

 ARLVYL 132-IRLL-135 

 ARLFYS 132-IRL-134 

 LWNVLH 217-LWNIQT-222 

 HMPHMK 295-HFPDFS-300 

 MLRYDH 352-ILGRFDY-358 

 DFMSML 371-DFWQKML-377 

Polyclonal GVSFIN 98-GVQFNW-103 

 CLFYWH 101-FNWH-104 

 MNWSSS 101-FNWHSK-106 

 SLGEIS 128-SQGEIR-133 

 DVLAAF 223-DTLVAI-228 

 KRLQNT 268-KRMMNA-273 

 SHFPLL 294-IHFPDF-299 

 VPTHIH 299-FSTRDIH-305 

 WLGEIS 314-WLGDLI-319 

 PVGRGY 382-QVGKLY-387 

 LFRWSR 434IWRWDR-439 

Table 6 : Mimotopes de EED dans les phages élués par les anticorps anti-EED monoclonal et 

polyclonal. 

 

La plupart des régions mise en évidence correspondent à des séquences modélisées comme 

étant des boucles chez EED. Trois séquences modélisées comme des brins β sont également 

mise en évidence. Si le brin β IIId (Figure 48) semble bien être accessible dans le modèle, les 

brins β Ia et VIIc semblent être moins accessibles. Une telle accessibilité pour le brin VIIc 

pourrait s’expliquer par un défaut de fermeture de la turbine-β (cf. Etude bibliographique). 

Le cas du brin β Ia est très intéressant, car ce dernier a été décrit comme étant un motif 

d’interaction potentiel avec l’Intégrase (Violot et al., 2003). Il semble donc que cette région 

soit en fait bien plus accessible que ne le montre le modèle, puisqu’elle représente une région 

immunodominante tant pour l’anticorps monoclonal que pour l’anticorps polyclonal. 
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Figure 48 : Structures primaire et secondaire de EED. Les motifs homologues chez EED aux 

phagotopes mis en évidence par élution de phages sur l’anticorps anti-EED monoclonal (en 

bleu) et sur l’anticorps anti-EED polyclonal (en vert) sont montrés. L’accessibilité (acc) des 

résidus chez EED est également représenté (bleu foncé : très accessible ; bleu clair : 

accessible ; blanc : enfoui). 

 

Certaines de ces régions immunodominantes précédemment décrites se superposent 

exactement aux régions putatives d’interaction entre EED et ses partenaires viraux (Figure 

49). C’est en effet le cas pour les régions d’interaction putative avec l’Intégrase (brin β Ia et 

brin β IIId) qui sont également des régions immunodominantes, aussi bien pour l’anticorps 

monoclonal que pour l’anticorps polyclonal. C’est également le cas pour la région 

d’interaction putative avec la Matrice (boucle IVd-Va) qui est aussi une région 

immudominante pour les deux types d’anticorps. 

 

 
Figure 49 : Structures primaire et secondaire de EED. Les zones d’interaction potentielles 

avec MA (jaune) et IN (rouge) sont montrées. L’accessibilité (acc) des résidus chez EED est 

également représenté (bleu foncé : très accessible ; bleu clair : accessible ; blanc : enfoui). 
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Ainsi, malgré les incertitudes d’interprétation dues à la faible similarité de séquence entre 

EED et la sous-unité β de la protéine G bovine, ce modèle reste une bonne base pour 

caractériser les zones d’interaction entre EED et ses partenaires viraux MA et IN. Nos 

expériences de «phage-display» (Peytavi et al., 1999 ; Violot et al., 2003) permettent de 

proposer le modèle structural présenté sur la figure 50. 

 

 
Figure 50 : Modèle structural de EED présentant les zones d’interaction potentielles avec 

MA (jaune) et IN (rouge). 

 

Ce modèle montre que la zone d’interaction avec la Matrice se situerait sur la face supérieure 

de la turbine-β, dans une boucle d-a très accessible (boucle IIId-IVa). Les zones d’interaction 

avec l’Intégrase se situeraient pour la région 96-105 en partie dans une boucle a-b (boucle Ia-

Ib) située sur la face inférieure de la turbine-β, et pour la région 224-232 dans le brin β IIId 

situé sur la circonférence de la turbine-β. 

 

Les trois régions d’interaction mises en évidence avec la Matrice et l’Intégrase sont donc 

structurellement distinctes. Ceci implique que EED pourrait avoir la capacité d’interagir en 

même temps avec la Matrice et avec l’Intégrase. 
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Figure 51 : Modèle structural du complexe EED-IN présentant les deux zones d’interactions 

potentielles chez EED (rouge) et les zones d’interaction sur deux monomères de IN (orange). 

Pour le modèle tétramérique de IN, chacun des monomères est représenté en une couleur 

différente (vert, orange, rose et jaune). 

 

La mise en évidence de deux zones d’interaction avec l’Intégrase pourrait également indiquer 

que cette dernière se retrouve sous une forme oligomérique lors de son interaction avec EED. 

En effet, chacune de ces deux zones chez EED devrait être en contact avec une zone mise en 

évidence chez IN et se situant dans la région 224-264 (Violot et al., 2003). Or la modélisation 

du complexe putatif EED-IN montre que seule la forme tétramérique5 de IN peut permettre 

                                                 
5 Le modèle tétramérique de l’Intégrase a été obtenu sur la base de contacts cristallographiques par la 
superposition des domaines centraux communs aux structures des domaines N-terminal et central 
(Wang, J.Y., Ling, H., Yang, W. and Craigie, R. (2001) Structure of a two-domain fragment of HIV-1 
integrase: implications for domain organization in the intact protein. Embo J, 20, 7333-7343. central et 
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l’établissement de contacts entre deux monomères d’IN et les deux zones d’interaction chez 

EED (Figure 51). Dans le modèle tétramérique de IN, les domaines C-terminaux, au sein 

desquels la zone putative d’interaction avec EED a été mise en évidence sont distants de 35 Å 

pour les deux monomères les plus proches (monomères orange et rose sur la figure 51). Les 

autres distances entre domaines C-terminaux sont au moins deux fois supérieures. Les deux 

régions d’interaction chez EED sont également distantes de 35 Å. 

 

Selon cette hypothèse, EED pourrait par ce type d’interaction avec IN faciliter 

l’oligomérisation de cette dernière sous forme de tétramère et favoriser de ce fait le processus 

d’intégration. Ceci permettrait de corroborer nos résultats obtenus par le test d’intégration in 

vitro qui montrent que EED devrait avoir un effet activateur dose-dépendant sur la réaction 

d’intégration de l’ADN viral réalisée par l’Intégrase. 

 

                                                                                                                                                         
terminal Chen, J.C., Krucinski, J., Miercke, L.J., Finer-Moore, J.S., Tang, A.H., Leavitt, A.D. and 
Stroud, R.M. (2000) Crystal structure of the HIV-1 integrase catalytic core and C-terminal domains: a 
model for viral DNA binding. Proc Natl Acad Sci U S A, 97, 8233-8238). Ce modèle constitué de deux 
dimères est plausible car les différents domaines ne s’entrecoupent pas. 





 

 125

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Conclusion et perspectives 
sur EED et ses partenaires 

viraux 
 





Conclusion et perspectives 

 127

La protéine humaine EED semble jouer un rôle important dans le cycle du virus VIH-

1, en se liant avec les protéines virales MA (Peytavi et al., 1999) IN (Peytavi, 1999) et Nef 

(Witte et al., 2004). EED appartient à la super-famille des protéines à motifs répétés WD-40, 

qui interviennent dans la structuration de la chromatine et l’extinction des gènes. Cette 

protéine pourrait agir sur le pouvoir d’infection du virus, en participant à son processus 

d’intégration tout en agissant sur l’activité des gênes cellulaires. 

 

Le travail présenté dans ce manuscrit a permis d'obtenir des données importantes à propos de 

la protéine EED, tant d'un point de vue fonctionnel que structural. 

Tout d'abord, d’un point de vu fonctionnel, l'interaction de EED avec l’Intégrase au cours des 

phases précoces du cycle viral a pu être démontrée et a fait l'objet d'une première publication 

(Violot et al., 2003). Les principaux résultats sont ici brièvement résumés. 

In vitro, les résultats obtenus par mutagenèse, essais «pull-down» et «phage-biopanning», 

montrent que l’interaction EED-IN nécessite l’intégrité des deux motifs répétés WD-40 C-

terminaux de EED. De plus, il a été montré que EED semblait avoir in vitro un effet 

activateur dose-dépendant sur la réaction d’intégration d’ADN réalisée par l’Intégrase. 

Des études réalisées par immuno-électromicroscopie de la distribution cellulaire de 

l’Intégrase et de EED dans des cellules infectées par le VIH-1 ont montré in situ une co-

localisation de EED et IN dans le noyau à proximité des pores nucléaires. Une triple co-

localisation EED, IN et MA a également pu être observée dans le nucléoplasme. Ceci suggère 

la présence de complexes multi protéiques impliquant ces trois protéines au stade précoce du 

cycle viral. 

 

Ensuite, d’un point de vue structural, quatre protocoles de purification en vue d'études 

cristallographiques de EED et de ses complexes avec ses partenaires viraux Matrice, Intégrase 

et Nef ont été mis au point. Des essais de cristallisation sont en cours. Les essais les plus 

prometteurs concernent le complexe EED-Nef, qui revêt un intérêt particulier puisque sa 

résolution permettrait d’obtenir la première structure cristallographique de la protéine Nef 

entière. L’implication de Nef VIH-1 dans le cycle viral et son rôle important en font 

actuellement une cible thérapeutique de choix. 

 

EED présente au niveau de sa séquence une signature de 7 motifs répétés WD-40 et devrait 

posséder un repliement en turbine de brins- β homologue à celui de la sous unité β de la 

protéine G (Sondek et al., 1996). La structure de cette sous unité a été utilisée comme 

empreinte afin d’effectuer une modélisation par homologie de EED. L'obtention de ce modèle 
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moléculaire de EED a permis des études préliminaires sur la relation structure-fonction de 

EED et a permis de valider les résultats obtenus sur la cartographie des zones d'interaction 

avec ses partenaires viraux MA et IN. Les régions antigéniques localisées sur des boucles 

susceptibles d’interagir avec ses partenaires viraux ont été confirmées par la technique de 

«phage-display». L’analyse de ce modèle montre également que EED pourrait stabiliser 

l’Intégrase sous une forme tétramérique. 

 

Il est clair que la détermination des structures de EED seule et des complexes EED-MA, 

EED-IN et EED-Nef permettrait une approche rationnelle pour la mise au point de nouveaux 

inhibiteurs anti-VIH. Ceux-ci permettrait d’inhiber spécifiquement deux étapes majeurs du 

cycle viral du VIH-1, à savoir la migration du complexe de pré-intégration dans le noyau et / 

ou l'étape d'intégration du provirus dans le génome de l'hôte. Ces inhibiteurs seraient soit des 

peptides suicides présentant une affinité pour les sites de liaison EED-MA, EED-IN et EED-

Nef, soit des inhibiteurs péptido-mimétiques des interactions EED-MA, EED-IN et EED-Nef. 

 

Au cours de ce travail sur EED, nous avons été contacté par le Dr C. Ronfort dirigeant 

l'équipe «Rétrovirus et Intégration Rétrovirale» du laboratoire Rétrovirus et Pathologie 

Comparée (UMR 754, INRA-UCBL-ENVL) afin de caractériser les relations structure-

fonction de l’Intégrase aviaire de ALSV (Avian Leukemia and Sarcoma Viruses) par 

modélisation structurale. Ces études ont donné lieu à deux publications (Moreau et al., 2004 ; 

Moreau et al., 2003) présentées ci-après. 

 

Développement d'inhibiteurs de l'Intégrase 

 

L'Intégrase, en tant que troisième enzyme rétrovirale (à côté de la transcriptase inverse et de la 

protéase) représente une nouvelle cible thérapeutique anti-VIH importante. Elle est 

responsable de l'intégration du génome rétroviral dans l'ADN de la cellule hôte, étape capitale 

du cycle viral sans laquelle celui-ci ne peut pas se poursuivre. En outre, l'Intégrase, 

contrairement aux deux autres enzymes rétrovirales, ne possède pas d'homologues cellulaires 

connus. Il est donc probable qu'un inhibiteur contre l'Intégrase soit moins toxique que les 

inhibiteurs actuellement utilisés. Enfin, cette protéine est extrêmement conservée 

structurellement et des inhibiteurs développés contre l'Intégrase du VIH-1 seront 

probablement efficaces chez d'autres types viraux, comme le rétrovirus humain HTLV-1 

(Human T Leukemia Virus type 1). 
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La conception d’inhibiteurs contre l’Intégrase a longtemps été retardée en raison de l’absence 

de structures tridimensionnelle de cette protéine. Néanmoins, deux inhibiteurs de l’Intégrase 

dérivés d'acides β-dicétoniques sont actuellement en phase d’étude préclinique (Anthony, 

2004 ; Dayam et Neamati, 2003 ; Johnson et al., 2004). De plus, des souches virales 

résistantes contre ces inhibiteurs ont déjà été décrites dans des expériences réalisées in vitro 

(Fikkert et al., 2003). 

 

L’équipe de C. Ronfort avait mis en évidence par mutagenèse dirigée des résidus impliqués 

dans la formation d’oligomères et d’autres impliqués dans la reconnaissance de l'ADN viral. 

Nous avons effectué un travail de modélisation et montré le rôle majeur de certains résidus, 

tant du domaine catalytique que du domaine C-terminal. Ces résidus interviennent dans le 

repliement correct de l'enzyme et dans l'interface dimérique de l'Intégrase. 

D’après ces travaux, il apparaît que la mutation d’un seul résidu peut affecter la 

multimérisation de la protéine et inhiber totalement le processus d'intégration. Ainsi, 

l'inhibition de la multimérisation de l'Intégrase apparaît comme une stratégie privilégiée pour 

le blocage de l'étape d’intégration au cours du cycle infectieux. 

 

Afin de poursuivre cette étude, des demandes de financement ont été déposées auprès de 

l’ANRS et de la région Rhône-Alpes. Le projet porte sur l'étude des relations structure-

fonction de l'Intégrase du VIH-1 et le développement d'inhibiteurs antiviraux. Il vise 

également à résoudre la structure cristallographique entière de l’Intégrase de ALSV. En effet, 

les Intégrases du VIH-1 et de ALSV sont très proches : leurs structures tridimensionnelle sont 

très proches au niveau de domaine central mais diffèrent dans la position du domaine C-

terminal par rapport au domaine central (Chen et al., 2000 ; Yang et al., 2000). 

 

L’étude structurale de l’Intégrase d’ALSV dont le repliement tridimensionnel du domaine N-

terminal est inconnu pourrait permettre de résoudre la première structure tétramérique 

d’Intégrase. En effet, deux mutants ponctuels présentant des activités supérieures à la protéine 

sauvage ont été identifiés au cours de nos travaux sur la caractérisation des relations structure-

fonction de l’Intégrase aviaire de ALSV (Moreau et al., 2004). Ces deux Intégrases mutées 

sont particulièrement intéressantes. En effet, dans la mesure où l’activité de ces protéines est 

supérieure à l’activité de la protéine sauvage, on peut supposer que les structures 

oligomériques formées par ces Intégrases sont plus stables que les structures formées par 

l’Intégrase sauvage et donc plus propice à cristalliser. Les essais de surproduction de ces deux 

mutants ont commencé en collaboration avec le Dr K. Moreau de l’équipe de C. Ronfort. 
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Préambule : 
 

 

 

La vie sur terre présente une immense capacité d’adaptation. Les limitations physiques 

compatibles avec la biologie vont en effet de – 40°C à + 115°C en température 

(respectivement dans la stratosphère et les fosses hydrothermales sous-marines) jusqu’à 120 

MPa en pression (pression hydrostatique des fosses hadales) de 1 à 11 en pH et jusqu’à 4 M 

en concentration saline (Jaenicke et Böhm, 1998). 

Les organismes vivant et prospérant dans de telles conditions extrêmes sont regroupés en 

différentes classes telles les thermophiles, les psychrophiles, les barophiles, les acidophiles et 

alkalophiles ou encore les halophiles. Ces organismes sont respectivement adaptés à des 

températures élevées (supérieures à 55°C) des températures basses (autour de 0°C) des 

pressions élevées, des conditions de pH acide ou basique et des concentrations salines 

importantes (Figure 1). 
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Figure 1 : Schéma représentant les différentes classes d’extrêmophiles. 
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A/ MICROORGANISMES PSYCHROPHILES ET «ENZYMES FROIDES» 

 

 

 

1. Adaptations aux basses températures : 

 

Les basses températures ont pour conséquence de diminuer considérablement la 

vitesse des réactions chimiques. L’équation d’Arrhenius6 montre qu’une diminution de 

température entraîne une diminution exponentielle de la vitesse de réaction. Ainsi, une baisse 

de la température de 10°C induit une diminution par un facteur 2 à 3 de la vitesse des 

réactions chimiques. Les organismes psychrophiles doivent donc réussir à maintenir des 

vitesses réactionnelles adéquates, avec la réalisation des mécanismes enzymatiques 

nécessaires aux processi cellulaires essentiels à leur survie. Ceci est réalisé par la synthèse par 

ces organismes d’enzymes adaptées aux basses températures. Ces «enzymes froides» sont 

généralement caractérisées (i) par un kcat et un kcat/Km supérieurs à leurs homologues 

mésophiles et thermophiles pour des températures comprises entre 0°C et 30°C, (ii) une 

stabilité thermique limitée se traduisant par une dénaturation à des températures moyennes, 

(iii) une courbe d’activité déplacée vers les basses températures par rapport à leurs 

homologues mésophiles (Feller et al., 1996). L’hypothèse selon laquelle une flexibilité et une 

plasticité accrues de ces enzymes pourraient leur permettre des changements 

conformationnels à basse température durant la catalyse, est compatible avec les valeurs de 

leur efficacité catalytique et de leur «turn-over». 

 

 

 

2. Activité, flexibilité, stabilité : 

 

Contrairement aux organismes thermophiles, le problème majeur auquel les 

organismes psychrophiles sont confrontés n'est pas la stabilité mais l'efficacité catalytique de 

leurs enzymes (cf. § précédent). 

La clef du fonctionnement des enzymes aux températures extrêmes semble donc résulter d’un 

compromis entre la flexibilité (permettant à l’enzyme d'assurer sa fonction catalytique à une 

vitesse raisonnable d'un point de vue métabolique) et la stabilité (permettant d'éviter toute 

                                                 
6 k = A.e-Ea/RT, avec k la constante de vitesse de la réaction considérée, A une constante, Ea l’énergie 
d’activation, R la constante des gaz parfaits (8,314 kJ.mol-1) et T la température absolue en Kelvin. 
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dénaturation et ainsi d’assurer le maintien d'une conformation tridimensionnelle 

fonctionnelle). 

A l'inverse des thermophiles, les enzymes psychrophiles pourraient augmenter la plasticité de 

leur édifice moléculaire (localement ou totalement) en diminuant le nombre ou la force des 

liaisons intramoléculaires. Ceci aurait pour conséquence de diminuer le coût énergétique des 

mécanismes d'interaction dû aux changements conformationnels nécessaires pour une 

interaction efficace avec le substrat (Zavodszky et al., 1998). Leur structure serait donc 

moins compacte et maintenue par un faible nombre de liaisons intramoléculaires. Cependant, 

la conséquence d’une telle flexibilité serait une sensibilité accrue à la chaleur et à la 

dénaturation chimique (Feller et Gerday, 1997). 

 

Jusqu’à présent, la corrélation entre la flexibilité conformationnelle et l'activité enzymatique 

est l'hypothèse la plus largement acceptée afin d’expliquer les propriétés catalytiques des 

enzymes psychrophiles (Gerday et al., 1997 ; Zavodszky et al., 1998). 

Toutefois, des études récentes ont mis en évidence de nouvelles stratégies relatives à la 

thermostabilité. Ainsi, la résistance à la dénaturation thermique de la β-glycosidase de 

Sulfolobus sulfataricus (Aguilar et al., 1997) serait acquise non pas grâce à une rigidité 

accrue mais grâce à son «élasticité» obtenue par l'enfouissement de molécules de solvants. 

Ces résultats contrastent avec l'hypothèse selon laquelle la thermostabilité est associée à la 

rigidité accrue de l'édifie moléculaire. De plus, des études de mutagenèse dirigée et 

d'évolution dirigée ont mis en évidence la possibilité d'augmenter la thermostabilité des 

enzymes sans perte d'activité spécifique, voire avec un gain d'activité (Miyazaki et al., 2000; 

Narinx et al., 1997 ) illustrant ainsi qu’il n’existe pas de rapport absolu entre ces deux 

caractéristiques. La faible thermostabilité des enzymes psychrophiles serait donc plutôt le 

résultat d'un manque de pression de sélection que celui des contraintes physiques ou 

chimiques imposées nécessaires à une activité catalytique efficace à basse température. 

 

 

 

3. Déterminants structuraux de l’adaptation au froid : 

 

La catalyse à basse température nécessiterait une plasticité accrue de l'édifice 

moléculaire, à l'inverse des thermophiles qui arborent cette flexibilité à leur optimum de 

température de fonctionnement. En fonction de la température de l'environnement dans lequel 

elles évoluent, la flexibilité des enzymes serait donc «ajustée», notamment via la modification 
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du nombre ou de la force de liaisons intramoléculaires. 

Plusieurs structures cristallographiques d’enzymes bactériennes ou eucaryotes issues 

d’organismes psychrophiles ont été résolues : α-amylase (Aghajari et al., 1998a ; Aghajari et 

al., 1998b) triose phosphate isomérase (Alvarez et al., 1998) citrate synthase (Russel et al., 

1998) malate dehydrogénase (Kim et al., 1999) phosphatase alkaline (de Backer et al., 2002) 

uracile-glycosylase (Leiros et al., 2003) calcium-zinc protéase (Aghajari et al., 2003) 

xylanase (Van Petegem et al., 2003) et adénylate kinase (Bae et Phillips, 2004). Leur analyse 

permet de révéler que les résidus impliqués dans le mécanisme catalytique, ainsi que ceux 

pointant vers la cavité catalytique et / ou impliqués dans la liaison au substrat, sont 

généralement conservés par rapport à leur homologue mésophile. Cette observation 

corroborerait l'hypothèse selon laquelle les enzymes psychrophiles ne mettent pas en œuvre 

de nouveaux mécanismes catalytiques mais modifient celui existant afin de le rendre efficient 

à basse température. Ceci est probablement obtenu par un accroissement de la plasticité de la 

protéine. Ainsi, la première structure cristallographique obtenue pour une «enzyme froide», 

l’α-amylase de Pseudoalteromonas haloplanktis (Aghajari et al., 1998a ; Aghajari et al., 

1998b) présente une flexibilité accrue de son édifice moléculaire. Le nombre réduit de 

résidus chargés en surface diminue le nombre des interactions par liaisons hydrogènes, 

conduisant à une plus grande flexibilité de la surface externe de la molécule. Ceci n’est 

cependant pas suffisant pour accroître la flexibilité globale de la protéine si le cœur de celle-

ci reste rigide et compact. Cette étude montre donc qu’au moins quatre facteurs structuraux 

pourraient être impliqués dans cet accroissement de la flexibilité. Premièrement, le nombre 

réduit de résidus prolines au sein des boucles et des tours peut induire un degré de liberté 

supérieur aux segments reliant les éléments de structures secondaires. Deuxièmement, une 

diminution du nombre de résidus arginines réduit le nombre d’interactions électrostatiques 

responsables du maintien de l’édifice moléculaire. Troisièmement, cette structure est 

caractérisée par des contacts inter-domaines plus faibles, ceci étant dû sur la base de la 

comparaison avec ses homologues mésophiles, à une diminution du nombre de ponts salins, à 

l’absence d’un pont disulfure et à une coordination plus lâche de l’ion calcium présent entre 

les domaines A et B. Enfin, l’exposition au solvant de résidus hydrophobes par cette enzyme 

constitue certainement un facteur majeur de ce gain en flexibilité. 

 

Des études menées sur diverses enzymes extrêmophiles (D'Amico et al., 2001 ; Van den 

Burg et al., 1998) ont montré que seuls quelques changements de conformation suffisent à 

modifier la stabilité des enzymes. Ainsi, la sélection naturelle pourrait rendre psychrophile 

(ou thermophile) une enzyme via un petit nombre de mutations, voire une seule (Merz et al., 
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1999 ; Narinx et al., 1997). Cependant, et d'après l’analyse des données structurales, la 

majorité des enzymes étudiées jusqu'à présent ont révélé de nombreuses modifications 

d'interactions faibles (Table 1). Tous ces facteurs ont été discutés par Feller et collaborateurs 

(Feller et Gerday, 1997 ; Feller et Gerday, 2003) et Gerday et collaborateurs (Gerday et al., 

1997). 

 

Facteurs 
stabilisant/déstabilisant 

Rôles/propriétés Modification chez les 
psychrophiles 

Liaisons ioniques  Diminution du nombre de ponts salins 
en surface ou au sein des structures 
secondaires 

Liaisons hydrogènes Contribution individuelle 
faible mais contribution 
globale importante compte 
tenu de leur nombre 

Diminution du nombre de liaisons 
hydrogènes 

Interactions hydrophobes Formation de cluster au 
cœur de la protéine 

Affaiblissement des clusters par 
substitution dans le cœur hydrophobe 

Augmentation des résidus hydrophobes 
en surface 

Interactions aromatiques  Diminution du nombre des interactions 
Interactions avec le solvant  Augmentation des résidus chargés en 

surface 

Augmentation des résidus hydrophobes 
en surface 

Stabilisation dipolaire des 
hélices α 

Stabilisation par des 
résidus de charges 
opposés aux extrémités 

Diminution du nombre d’éléments 
stabilisant 

Fixation d’ions Stabilisation des structures Perte de la fixation ou fixation moins 
forte 

Résidus arginine Stabilisation par formation 
de plusieurs ponts salins 
ou liaisons hydrogènes 

Diminution du nombre de résidus 
arginine 

Insertions et délétions  Insertions au niveau des boucles 

Délétions facilitant l’accès au site actif 
Facteurs entropiques Ponts disulfures et proline 

réduisent le degré de 
liberté conformationnels 
alors que glycine 
l’augmente 

Diminution du nombre de résidus 
proline 

Augmentation du nombre de résidus 
glycine 

Extrémités N et C-terminales Sites d’initiation de 
déstructuration 

Extrémités plus longues et plus 
flexibles 

Table 1 : Modifications moléculaires suspectées comme étant impliquées dans l’adaptation 

aux basses températures des «enzymes froides». 

 

Ainsi, chaque enzyme adopte une ou plusieurs de ces altérations structurales afin de s’adapter 

au mieux à la température de son environnement. 
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4. Intérêts et applications biotechnologiques ou industrielles : 

 

Les enzymes sont déjà largement utilisées tant dans des applications industrielles que 

dans des produits ménagers tels les lessives. Mais presque toutes ces enzymes sont dérivées 

d'organismes qui vivent à des températures relativement élevées et agissent généralement plus 

efficacement à une température supérieure à 40° C.  

Ainsi, les microorganismes psychrophiles constituent un potentiel énorme pour la découverte 

de «nouveaux» biocatalyseurs (Demirjian et al., 2001 ; Gerday et al., 2000 ; Russell, 1998). 

Etant donné la gamme de température à laquelle elles travaillent (0-20°C) les enzymes froides 

présentent une valeur économique potentiellement élevée et leur utilisation pourrait être 

envisagée dans des applications très diverses. De plus, leur thermolabilité accrue pourrait être 

exploitée pour arrêter un traitement ou pour inactiver sélectivement une (des) enzyme(s) dans 

un milieu réactionnel complexe. Dans l'industrie textile par exemple, l'utilisation de cellulases 

psychrophiles pour le délavage des jeans permettrait une diminution de la température de 

traitement et une diminution de la concentration nécessaire en enzymes. De plus, un contrôle 

des traitements par inactivation thermique de l'enzyme garantirait le maintien des propriétés 

mécaniques du produit final. Dans l'industrie alimentaire, le traitement de la nourriture à basse 

température permet d'éviter toute détérioration, de préserver les composés volatils et labiles et 

de prévenir toute contamination par des microorganismes mésophiles. Mais l'un des plus 

grands marchés reste probablement celui des détergents, le lavage à basse température étant 

synonyme de gain d'énergie et d'argent. 

Cependant, le transfert technologique de ces «enzymes froides» vers le secteur industriel 

pourrait prendre plusieurs années. Leur coût de production est en effet un facteur primordial à 

prendre en compte en vue de leur mise sur le marché. Les difficultés d'adaptation de 

techniques de production satisfaisantes et la réticence des industriels à remplacer des systèmes 

qui fonctionnent déjà raisonnablement bien sont autant de facteurs qui pourraient ralentir le 

développement industriel de ces «enzymes froides». 
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B/ CELLULOSE ET CELLULASES 

 

 

 

La cellulose est un composé présent chez de nombreux organismes (bactéries, 

champignons) et plus particulièrement dans le règne végétal où elle constitue le principal 

composant de la paroi cellulaire. Ainsi, la cellulose peut-être considérée comme le polymère 

le plus abondant sur terre, sa synthèse par les plantes étant estimée à 4 x 107 tonnes / an 

(Singh et Hayashi, 1995). 

 

 

 

1. La cellulose : 

 

La cellulose est un homopolymère linéaire composé de sous-unités de glucose reliées 

entre elles par des liaisons glucosidiques β-1,4 dont le degré de polymérisation varie entre 100 

et 14 000. Les propriétés physico-chimiques de la cellulose (insolubilité, structure rigide) 

responsables de sa résistance naturelle à la dégradation sont très différentes de celles de 

l’amidon, un autre polymère de glucose aux liaisons glucosidiques α-1,4. Ces différences 

peuvent s’expliquer par le rôle de l’amidon de stockage de l’énergie, qui peut être relibéré 

sous forme de glucose par son hydrolyse, et par le rôle structural de la cellulose, qui confère à 

la paroi des cellules végétales les qualités mécaniques nécessaires pour résister au stress 

osmotique ou mécanique. D’un point de vue structural, la nature même de la liaison 

glucosidique β-1,4 implique une conformation étendue du polymère de cellulose, chaque 

résidu glucose étant orienté à 180° par rapport au résidu voisin. Ainsi, l’unité répétitive de la 

cellulose n’est pas le glucose, mais le cellobiose (Figure 2A). Des liaisons hydrogène intra-

moléculaires entre résidus adjacents confèrent rigidité à la cellulose. En fait, deux 

conformations stables de la cellulose ont pu être observées (Atalla et Van der Hart, 1984). 

Dans la première conformation dite k1 (Figure 2Aa) l’oxygène O6 ainsi que l’oxygène du 

cycle d’un même résidu sont donneurs d’électrons pour le proton de l’hydroxyle en C3 d’un 

résidu adjacent. La conformation k2 (Figure 2Ab) ne présente qu’une interaction hydrogène 

simple entre l’oxygène du cycle d’un résidu et le proton de l’hydroxyle en C3 d’un résidu 

adjacent. 
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Figure 2 : Structure de la cellulose (A) : composition et liaisons hydrogène de la cellulose k1 

(a) et k2 (b) ; (B) : schéma d’une microfibrille de cellulose. 

 

A l’état naturel, les chaînes de cellulose s’associent généralement en microfibrilles stabilisées 

par des liaisons hydrogène intermoléculaires. L’organisation de ces microfibrilles reste 

cependant très complexe et n’est pas encore totalement élucidée. Elles présentent en effet soit 

des zones cristallines, majoritairement composées de chaînes de cellulose en conformation k1, 

soit des zones amorphes composées à la fois de cellulose en conformation k1 et k2 (Figure 

2B). Les parties cristallines ont un rôle structural alors que les parties amorphes ont des 

propriétés viscoélastiques. 

 

Le degré de cristallinité, le degré de polymérisation et la largeur des microfibrilles varient 

selon leur origine et leur âge. Ainsi, la cellulose gonflée à l’acide est entièrement amorphe, 

alors que celle isolée de l’algue Valonia macrophysa est presque entièrement cristalline 

(Henrissat, 1985). La cellulose commerciale telle l’Avicel présente un degré de cristallinité de 

47 % environ et celle du coton de70 % (Wood, 1998). Dans les parois végétales, la cellulose 

de la paroi primaire présente un degré de polymérisation relativement faible et est 

polydisperse (DP(2000) à DP(6000)) alors que celui de la paroi secondaire est plus élevé et 

plus homogène (DP(14000)). 

 

(A) 

(B) 
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2. Les cellulases : 

 

Dans les milieux naturels, la dégradation de la cellulose résulte essentiellement de 

l’action de microorganismes, bactéries ou champignons.  

Cependant, ces organismes ne possèdent pas d'enzymes capables d'hydrolyser à elles seules 

la cellulose native (Singh et Hayashi, 1995). Ainsi, tous les systèmes cellulolytiques 

efficaces mettent en jeu plusieurs enzymes de spécificités différentes, organisées ou non en 

complexes protéiques structurés, tels les cellulosomes (Bayer et al., 1998a). D'autre part, 

l'extrême insolubilité de la lignocellulose et de la cellulose exige que les enzymes capables 

de les dégrader soient sécrétées dans le milieu ou exposées à la surface de la cellule. 

 

 

2.a) Les différents types de cellulases : 

 

Sous le terme général de cellulase est désignée une large classe d'enzymes capables 

d'hydrolyser à différents degrés, divers substrats cellulosiques et apparentés contenant des 

liaisons glucosidiques β-1,4. Les hydrolases constituent la grande majorité des cellulases, 

mais on trouve également des enzymes coupant les liaisons β-1,4 par phosphorolyse 

(phosphorylases). 

 

Trois classes majeures d'enzymes sont distinguées parmi les cellulases : les endoglucanases, 

les cellobiohydrolases et les β-glucosidases. Leur mode d'action sur la cellulose est 

schématisé sur la figure 3. 
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Figure 3: Mode d'action des différents types de cellulases proposé par Wood et McCrae 

(1979): les endoglucanases (EG) en attaquant les régions amorphes de la cellulose, 

produisent de nouveaux sites d'action pour les cellobiohydrolases (CBH) et les β-glucosidases 

(β-G) éliminent le cellobiose, inhibiteur des cellobiohydrolases. 

 

• Les endoglucanases (EG) ou endo-β-1,4-D-glucane glucanohydrolase (E.C. 

3.2.1.4) hydrolysent de façon aléatoire les liaisons β-1,4 glycosidiques situées 

à l'intérieur des chaînes de cellulose amorphe. En général, ces enzymes 

dégradent exclusivement la cellulose amorphe et possèdent une activité 

importante vis-à-vis de la cellulose soluble, cette activité étant d'autant plus 

élevée que le degré de polymérisation est élevé. Les endoglucanases sont très 

actives sur la Carboxy-Methyl-Cellulose soluble (CMC) alors que leur activité 

reste très faible sur la cellulose cristalline. L'attaque par des EGs engendre de 

nouvelles extrémités non réductrices, cibles d'hydrolyse pour les 

cellobiohydrolases (CBHs). 

 

• Les cellobiohydrolases (CBHs) ou exo-β-l,4- D-glucane cellobiohydrolase 

(E.C. 3.2.1.91) ou encore exoglucanases dégradent séquentiellement la 

cellulose à partir de l'extrémité non réductrice de la chaîne, en libérant dans la 

plupart des cas du cellobiose. On parle d'exo-β-l,4-D-glucosidases ou 

glucohydrolases (E.C. 3.2.1.74) lorsqu'il y a libération de glucose. 
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Contrairement aux EGs, les CBHs sont généralement actives vis-à-vis de la 

cellulose cristalline (Avicel, fibres de coton) mais bien plus efficacement en 

synergie avec des endoglucanases). En revanche, elles ne sont en général pas 

actives vis-à-vis de la CMC. 

 

Cette distinction entre endoglucanases et cellobiohydrolases n'est cependant pas absolue et il 

est préférable de considérer que certaines enzymes présentent une activité préférentiellement 

endo tandis que d'autres présentent une activité préférentiellement exo. 

 

• Les β-glucosidases ou β-D-glucoside glucohydrolases, ou encore cellobiases 

(EC 3.2.1.21), hydrolysent le cellobiose en glucose. Les cellobiases ne 

dégradent pas directement la cellulose, mais empêchent une rétroinhibition des 

cellobiohydrolases par le cellobiose (Gilbert et Hazlewood, 1993). 

 

Grâce au clonage et au séquençage d'un grand nombre de gènes, un nombre élevé de 

séquences de cellulases sont actuellement connues. L'analyse de ces séquences montre que la 

majorité d'entre elles sont composées de segments que l'on retrouve sous une forme plus ou 

moins similaire dans plusieurs cellulases et qui peuvent être recombinés dans des ordres 

différents. Ces segments sont fréquemment reliés entre eux par des éléments de séquence 

riches en sérine et thréonine appelés «linkers». Cette organisation modulaire est également 

constatée chez d'autres enzymes hydrolysant des polymères glucidiques insolubles, comme 

les amylases ou les chitinases. Des expériences de protéolyse ou de délétion génétique ont 

montré que les segments identifiables par alignement de séquences représentent le plus 

souvent des domaines indépendants d’un point de vu structural et fonctionnel (Bayer et al., 

1998b). Plusieurs types de domaines ont été identifiés : 

 

 

Domaines catalytiques 

 

Toutes les cellulases possèdent un domaine catalytique, dont la séquence détermine la famille 

à laquelle l'enzyme appartient. Ces domaines comportent de 300 à 600 résidus environ. Bien 

que les cas de similarité fortes (>50 %) soient peu fréquents, la comparaison des séquences 

par la technique dite HCA (Hydrophobic Cluster Analysis ; Gaboriaud et al., 1987) a montré 

que toutes les cellulases actuellement connues appartiennent à 12 des 66 familles distinctes 

de glycoside-hydrolases (http://www.expasy.org/cgi-bin/lists?glycosid.txt). 



Etude bibliographique 

 184

Deux conclusions peuvent être tirées de l'examen des enzymes faisant partie de chaque 

famille : premièrement, la corrélation est loin d'être absolue entre la similarité de séquences 

des protéines et la parenté phylogénétique des organismes qui les produisent. La famille 7 (ou 

C) contient des enzymes issues d'organismes eucaryotes uniquement, tandis que les enzymes 

des familles 8 et 48 (D et L) sont toutes bactériennes. Certaines familles (5, 6, 9, 12 et 45) 

présentent cependant des enzymes de diverses origines. Il existe ainsi des similitudes 

frappantes entre des EGs provenant de bactéries, de plantes ou de Dictyostelium discoideum 

(famille 9). De même, les membres d'une famille peuvent issus de champignons et de 

bactéries, d'organismes aérobies et anaérobies, de mésophiles et de thermophiles.  

De plus au sein d'une famille, la taxonomie basée sur la séquence n'est pas toujours en accord 

avec la phylogénie bactérienne, impliquant un transfert horizontal extensif des gènes. Ainsi, 

certaines familles (5 et 8) contiennent des gènes à la fois d'organismes Gram + et Gram -. 

Ceci suggère qu'au cours de l'évolution, les différents organismes cellulolytiques se sont 

constitués un jeu de cellulases adaptées à leurs besoins à partir d'un pool de gènes ancestraux. 

Ces gènes se seraient répandus non seulement par transmission verticale, mais aussi sur une 

large échelle par transfert horizontal (domaine «shuffling»). 

Deuxièmement, l'appartenance d'une cellulase à l'une ou l'autre famille ne permet pas de 

définir de façon stricte ses propriétés enzymatiques. Certaines corrélations peuvent bien 

entendu être observées: les enzymes des familles 5, 8, 9, 12 et 45 (A, D, E, H et K) sont 

essentiellement des EGs et, pour toutes les enzymes d'une même famille, la stéréochimie de 

la réaction (inversion ou rétention de la configuration) est identique. Trois familles 6, 7 et 48 

(B, C et L) comportent cependant à la fois des EGs et des CBHs. De plus, on observe souvent 

à l'intérieur d'une même famille des variations importantes de la spécificité de substrat 

(activité relative en fonction du degré de polymérisation des cellodextrines, site de clivage de 

celles-ci, activité secondaire sur des polymères apparentés à la cellulose tels que le xylane ou 

la chitine par exemple). 

 

 

Modules de liaison aux sucres (CBM) 

 

De nombreuses études ont établi la présence dans la majorité des cellulases et dans plusieurs 

hémicellulases, d'un domaine indépendant du domaine catalytique et responsable de la 

fixation à la cellulose (Gilkes et al., 1991). Ce type de domaine appelé CBM accroît 

généralement l'activité vis à vis de la cellulose cristalline. Ce domaine peut être localisé à 

l'extrémité C ou N-terminale de l'enzyme et est généralement séparé du domaine catalytique 
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par un domaine de liaison ou «linker». Certaines enzymes peuvent présenter plusieurs CBMs 

(Irwin et al., 1998) tandis que d'autres n'en ont pas (Henriksson et al., 1999). 

La suppression de ce domaine par protéolyse génère des domaines catalytiques qui 

conservent leur activité vis-à-vis de substrats amorphes et solubles, mais perdent la majeure 

partie, voire la totalité, de l'activité de l'holoenzyme vis-à-vis de la cellulose cristalline 

(Tomme et al., 1995). 

Le rôle du CBM dans l'amélioration de l'activité enzymatique vis à vis de substrats 

insolubles n'est pas encore bien compris, mais deux hypothèses sont généralement 

proposées (Linder et Teeri, 1997 ; Reinikainen et al., 1992) : 

 (i) ils pourraient servir à augmenter la concentration locale des cellulases à la surface 

du substrat et de ce fait, contribuer à accroître leur efficacité. 

 (ii) ils pourraient contribuer à la déstructuration du substrat et faciliter alors, son 

accessibilité aux enzymes de dégradation. Le CBD agirait comme un coin ou un rabot pour 

détacher les chaînes de cellulose du réseau cristallin. Plutôt qu'une dislocation des cristaux de 

cellulose, il s'agirait alors d'une rupture des interactions faibles existantes entre les 

microfibrilles (Din et al., 1994 ; Gilkes et al., 1993). 

 

Tous ces domaines furent initialement classés en familles (type I à IX) différentes des 

familles de domaine catalytique, sur la base de similarités de séquence et de longueur de 

chaîne polypeptidique (Tomme et al., 1995). Près d’une centaine de CBM furent ainsi classés 

en neuf types. Actuellement, près d’un millier de CBMs sont connus, non seulement chez des 

endo- et exo- glucanases, mais aussi chez d'autres glycoside-hydrolases ou protéines liant des 

sucres (cellulose, xylose, mannose, chitine, amidon,…). Ces CBMs sont classés en 42 

familles, les familles 1 à 13 correspondant aux types I-XIII de l’ancienne classification en 

temps que Cellulose Binding Domain (CBDs). Cette classification peut être consultée sur le 

site http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/index.html. 

 

Contrairement aux domaines catalytiques, les CBMs forment des familles avec une affiliation 

plus stricte à certains groupes taxonomiques. Ainsi, les CBMs fongiques appartiennent 

uniquement à la famille 1 Les CBMs de la famille 2 sont essentiellement bactériens et 

généralement situés à l'extrémité N-terminale alors que ceux de la famille 3 sont 

principalement issus de bactéries produisant des cellulosomes (Linder et Teeri, 1997). Mais 

les propriétés des CBMs peuvent varier au sein d'une même famille notamment en ce qui 

concerne leur affinité pour le substrat. Les CBMs de champignons, constitués de 30 à 40 

résidus, sont très différents des CBMs de bactéries présentant généralement 100 à 150 
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résidus. 

L'analyse des séquences de CBM a permis de mettre en évidence un certain nombre de 

caractéristiques communes : ils contiennent peu de résidus chargés, ils sont riches en résidus 

hydroxylés (sérine, thréonine) et aromatiques (tyrosine, tryptophane) et possèdent 

généralement des résidus cystéine à leurs extrémités. A l'intérieur d'une famille, les positions 

des résidus aromatiques (tyrosine, tryptophane) sont très conservées. Des structures 

tridimensionnelles de CBM sont actuellement disponibles pour plusieurs familles. La 

structure tridimensionnelle du CBD de Cel5A d'Erwinia chrysanthemi (famille 5 ; Brun et al., 

1997) comporte ainsi principalement des brins β et deux résidus tryptophanes qui pourraient 

participer à la liaison à la cellulose. 

 

 

Domaines de liaison («linker») 

 

Les séquences, qui constituent généralement une région charnière entre domaines catalytiques 

et CBM, sont présentes chez de nombreuses cellulases et xylanases (Gilkes et al., 1991). La 

plupart de ces régions sont riches en proline, sérine, thréonine, alanine et glycine. Ces régions 

charnières sont souvent O-glycosylées (Ong et al., 1994). Il est probable que cette O-

glycosylation induise une plus grande stabilité dans un environnement aqueux et protège les 

enzymes de la protéolyse (Langsford et al., 1987). 

Le rôle des régions charnières serait de permettre une certaine flexibilité entre les domaines 

fonctionnels tout en les maintenant dans un positionnement correct les uns par rapport aux 

autres, ceci afin d’assurer une efficacité catalytique optimale. Ces régions charnières ne 

semblent pas indispensables à l'activité, mais dans certains cas, elles semblent nécessaires 

pour une activité optimale. C’est notamment ce qui sera développé et discuté dans la suite de 

ce manuscrit grâce à la Publication 3. 

 

 

2.b) Mécanisme catalytique : 

 

Il est généralement admis que l'hydrolyse des liaisons glycosidiques par les cellulases 

procède selon un mécanisme acide / base, nécessitant deux résidus (en général, Asp et / ou 

Glu) : un donneur de proton et un nucléophile / base (Henrissat et Davies, 1997). L'hydrolyse 

de la liaison glycosidique s’effectue via deux mécanismes majeurs, donnant lieu soit à une 

inversion soit à une rétention de la configuration anomérique (Koshland, 1953 ; Sinnott, 
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1990). Le détail de ces deux mécanismes est présenté dans la figure 4. Le positionnement du 

donneur de proton est identique dans les deux cas, alors que celui du nucléophile diffère. 

Dans les enzymes procédant par inversion de configuration, la distance qui sépare le 

nucléophile du donneur de proton est plus importante que dans les enzymes procédant par 

rétention de configuration puisqu'une molécule d'eau doit être logée entre la base et le sucre. 

La distance moyenne entre les groupements carboxyliques des deux résidus catalytiques est 

de 5,5 Å environ pour le mécanisme de rétention (Figure 4b). Cette distance peut varier pour 

le mécanisme d'inversion mais elle se situe plus fréquemment aux environs de 10 Å (Figure 

4a).  

 
Figure 4 : Mécanismes d'hydrolyse des liaisons β-l,4 glycosidiques : 

a) L'oxygène de la liaison β-glycosidique est protoné par un groupement 

carboxylique, appelé catalyseur acide / base (K). Simultanément, un groupement 

carboxylate, appelé catalyseur nucléophile (B-) et situé de l'autre côté de la liaison à couper, 

permet l'ionisation d'une molécule d'eau et la formation d'un anion hydroxyle. Cet anion se 
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substitue au groupe partant du carbone anomérique. Cette substitution nucléophile simple 

conduit à l'inversion de la configuration du carbone anomérique. 

b) Le départ du groupement partant est également induit par la protonation de la 

liaison glycosidique, mais dans ce cas, le groupement nucléophile est suffisamment proche 

de la liaison glycosidique pour agir directement comme substituant nucléophile. Ceci conduit 

à la formation d'un intermédiaire glycosyl / enzyme. Cet intermédiaire est ensuite hydrolysé 

au cours d'une deuxième substitution par l'ion hydroxyle d'une molécule d'eau dont 

l'ionisation est promue par la forme basique du résidu catalytique acide / base. La double 

inversion impliquée dans ce mécanisme se traduit, du point de vue stéréochimique, par la 

rétention de la configuration du carbone anomérique. 

 

Un mécanisme général pour les glycosidases retenant la configuration du carbone 

anomérique est maintenant bien reconnu : mécanisme à double déplacement et formation 

d'un intermédiaire covalent glycosyl / enzyme (McCarter et Withers, 1994). Une paire 

d'acides aminés carboxyliques (distants de 5Å) est trouvée dans le site actif : l’un agit comme 

catalyseur acide (donneur de proton) tandis que l'autre se comporte comme nucléophile 

(base) favorisant la stabilisation d'un ion oxocarbonium (via la charge négative) et la 

diffusion du groupe partant. 

 

 

2.c) Classification : 

 

La comparaison des séquences des cellulases par les méthodes classiques ne détecte 

généralement d’homologies significatives qu'entre cellulases d'un même organisme. Seules 

quelques parentés entre champignons et bactéries ont pu être mises en évidence. 

En 1989, Henrissat et collaborateurs ont utilisé une nouvelle méthode de comparaison des 

séquences d'acides aminés exploitant la méthode d'analyse des amas hydrophobes 

(Hydrophobic Cluster Analysis ou HCA ; Gaboriaud et al., 1987). Ils ont ainsi développé un 

schéma logique de classification en familles. L’HCA permet de détecter des régions 

homologues au niveau de la structure tertiaire de protéines présentant une faible identité de 

séquence d'un point de vue composition et longueur. Grâce à cet outil, une série de similarités 

entre des cellulases bactériennes et fongiques ont pour la première fois été mise en évidence 

et une classification des domaines catalytiques des cellulases en 6 familles (A-F) a été 

établie. 

Avec l'arrivée de nouvelles séquences et de nouvelles méthodes de comparaison de 
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séquences, une nouvelle classification combinant HCA et homologie de séquence a permis la 

classification des glycoside-hydrolases en 35 familles (Henrissat, 1991). 

Une nouvelle classification a été établie afin de : (i) refléter les caractéristiques structurales 

des enzymes plutôt que leur spécificité de substrat uniquement, (ii) aider à révéler l'histoire 

évolutive des enzymes et (iii) fournir un outil pour prédire le mécanisme d'action de 

nouvelles enzymes. 

Actuellement, la classification comporte 70 familles (74 avant suppression des familles 21, 

40, 41 et 60) et plus une centaine d’enzymes non classifiées (Henrissat et Davies, 1997 ; 

http://www.expasy.ch/cgi-bin/lists?glycosid.txt). Au moins 10 de ces familles contiennent 

des cellulases (5-9, 12, 44, 45, 48 et 61 + 1 et 3 si on inclut également les β-glucosidases). 

La structure tridimensionnelle des protéines étant mieux conservée que leurs séquences, 

certaines familles peuvent être regroupées en clans, soit quand la sensibilité des méthodes de 

comparaison de séquences révèle de nouvelles homologies ou quand les déterminations 

structurales démontrent une ressemblance entre des membres de diverses familles (Henrissat 

et Bairoch, 1996) partageant un même repliement tridimensionnel, une même architecture du 

site actif et un même mécanisme catalytique. Huit clans ont actuellement été définis. Ceux-ci 

peuvent contenir des enzymes hydrolysant une variété de substrats différents. Le clan GH-A 

est actuellement le plus important, avec plus de 250 membres représentant au moins 18 

spécificités de substrat différentes. 

Une superfamille 4/7 a également été constituée. Elle regroupe des enzymes chez lesquelles 

l'architecture en tonneau (β/α)8 et le mécanisme catalytique avec rétention de configuration 

sont conservés, impliquant la présence d'un résidu Glu à la fin des feuillets β4 (donneur de 

proton) et β7 (nucléophile). Cette superfamille inclut des enzymes sans homologie de 

séquence détectable, ainsi que des enzymes présentant des activités différentes. 

 

 

2.d) Structure tridimensionnelle et mécanisme de dégradation : 

 

La cristallisation de diverses cellulases a permis d'établir la structure 3D des domaines 

catalytiques (Chapon et al., 2001 ; Ducros et al., 1995 ; Parsiegla et al., 1998 ; Sulzenbacher 

et al., 1996) et de certains CBDs (Mattinen et al., 1998 ; Tormo et al., 1996) ce qui ouvre des 

possibilités de modélisation pour les cellulases faisant partie des mêmes groupes. 

Les cellulases peuvent être subdivisées en deux catégories selon leur mécanisme de 

dégradation de la cellulose : (i) les enzymes non processives aussi appelées endocellulases et 

(ii) les enzymes processives, comprenant les exocellulases et les nouvelles endocellulases. 
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Ces dernières restent attachées à la chaîne de cellulose, libérant principalement des unités 

cellobiose ou cellotétraose. Le fait de rester attachée au substrat est dû à des différences 

structurales entre ces enzymes et les enzymes non processives. 

La géométrie du site actif des diverses enzymes fournit donc une explication élégante de leur 

spécificité endo ou exo : 

 

• Dans le cas des endocellulases, le substrat pénètre dans un sillon ouvert. Cette 

crevasse (Figure 5) constitue un site actif ouvert en surface de la molécule 

pouvant accommoder la cellulose n'importe où le long de sa chaîne, ceci en 

accord avec leur mode d'action endo (au hasard de la chaîne de cellulose 

amorphe). 

 
Figure 5 : Représentation en surface du site catalytique au fond d’une crevasse de 

l’endoglucanase E2 de T. fusca (d’après Davies et Henrissat, 1995). 

 

• En ce qui concerne les exoenzymes, la topologie du site actif est généralement 

une poche en forme de tunnel. Ce tunnel est formé par de longues boucles en 

surface de la molécule qui viennent recouvrir presque parfaitement le sillon 

catalytique (Figure 6). 
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Figure 6 : Représentation en surface du site catalytique en tunnel de la cellobiohydrolase II 

de T. reesei (d’après Davies et Henrissat, 1995). 

 

• Pour les CBHs, le site actif est généralement logé dans une poche 

parfaitement adaptée pour la reconnaissance des extrémités non réductrices 

des sucres (Figure 7). La chaîne de cellulose cristalline doit ainsi se faufiler à 

partir de son extrémité non réductrice, permettant uniquement des attaques à 

cette extrémité de la chaîne cellulosique. On parle alors d'enzymes 

processives, c'est-à-dire pouvant effectuer des clivages successifs. 

 

 
Figure 7 : Représentation en surface du site catalytique au fond d’une poche de la 

glucoamylase d’Aspergillus awamor (d’après Davies et Henrissat, 1995). 

 

De nouvelles endocellulases processives ont été mises récemment en évidence. Ainsi, 

l'endocellulase CelF de Clostridium cellulolyticum (Parsiegla et al., 1998) présente une 



Etude bibliographique 

 192

structure mixte avec un tunnel à une extrémité et une crevasse à l'autre extrémité, le site actif 

se situant à la jonction des deux régions (Figure 8). 

 

 
Figure 8 : Représentation en surface de Cel48F de Clostridium cellulolyticum montrant le 

substrat dans la crevasse et dans le tunnel. 

 

L'enzyme digère la cellulose en exerçant une attaque endo à un endroit exposé de la chaîne 

(comme une endocellulose) puis continue par un clivage processif libérant des unités 

cellobiose depuis l'extrémité non réductrice d'une des chaînes de cellulose nouvellement 

produites. 
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A/ ORIGINE DE LA SOUCHE PSEUDOALTEROMONAS HALOPLANKTIS 

 

La bactérie psychrophile Pseudoalteromonas haloplanktis a été isolée d’eau de mer 

dans la région côtière de la station française Antarctique de J.S. Dumont d’Urville (66°40’ S, 

140°01’ E) en terre Adélie (Feller et al., 1992). Celle-ci a été sélectionnée pour son activité 

cellulolytique. 

La souche Pseudoalteromonas haloplanktis TAB23 est une bactérie Gram négative. Cette 

souche isolée en Antarctique dans un milieu dont la température est en moyenne de -1°C, -

1,5°C, est capable de se développer de 0°C à 25°C environ. Sa limite de croissance étant de 

25°C, Pseudoalteromonas haloplanktis TAB23 peut être considérée comme une souche 

psychrophile. 

 

Pseudoalteromonas haloplanktis secrète l’endoglucanase Cel5G appartenant à la famille 5-2 

des glycoside-hydrolases. Cette enzyme modulaire est composée d’un domaine catalytique de 

292 résidus (dénommé ci-après Cel5GCM) d’un domaine de liaison («linker» de 109 résidus et 

d’un module de fixation aux sucres de la famille 5 (CBM) situé à l’extrémité C-terminal de 

l’enzyme et composée de 61 résidus (Figure 9). 
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Figure 9 : Représentation schématique des endoglucanases Cel5G de Pseudoalteromonas 

haloplanktis et de Cel5A de Erwinia chrysanthemi. CBM (carbohydrates bniding module) : 

module de fixation aux sucres. 

 

Cel5G présente une homologie de séquence maximale avec l’endoglucanase Cel5A de 

Erwinia chrysanthemi, tant pour le domaine catalytique que pour le CBM. L’identité de 

séquence est en effet de 64 % (similarité de 79 %) pour leur domaine catalytique et de 57 % 

d’identité (similarité de 73 %) pour leur CBM. Les deux enzymes exprimées sous forme de 

précurseurs, présentent également en N-terminal un peptide signal qui est ultérieurement 

éliminé par clivage enzymatique. Cette très forte homologie de séquence fait de Cel5A 

l’homologue mésophile de Cel5G. 
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De récentes études comparatives d’un point de vue enzymatique de ces deux endoglucanases 

démontre très clairement une adaptation de Cel5G aux basses températures (Garsoux, 2002 ; 

Garsoux et al., 2004). Afin de mieux comprendre cette adaptation et d’en mettre en évidence 

les déterminants structuraux, des études cristallographiques ont été entreprises tant sur le 

domaine catalytique seul que sur Cel5G entière. Cependant, si des cristaux du domaine 

catalytique ont été obtenus, Cel5G entière n’a pour l’instant pas pu être cristallisée. On peut 

supposer que la cellulase entière composée de deux domaines distincts (catalytique et CBM) 

reliés par un long domaine de liaison est relativement flexible en solution, empêchant ainsi sa 

cristallisation. 
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B/ CRISTALLISATION DE Cel5G DE PSEUDOALTEROMONAS 

HALOPLANKTIS 

 

Publication 4 : Expression, purification, crystallization and preliminary X-ray 

crystallographic studies of a psychrophilic cellulase from Pseudoalteromonas haloplanktis 

 

 

 

 Résumé de la publication 4 : 

 

Un criblage des conditions de cristallisation du domaine catalytique de Cel5G 

(Cel5GCM), correspondant à une chaîne polypeptidique de 293 résidus pour 31,9 kDa, a été 

effectué par la méthode de la diffusion de vapeur et par la technique de la goutte suspendue. 

 

Des cristaux ont été obtenus au bout de deux semaines à la température de 19°C (Figure 10) 

pour une concentration en protéine de 9 mg.mL-1 et pour les conditions de cristallisation 

suivantes : HEPES 0,1 M pH 7,5 ; citrate de sodium 1,3 M ; glycérol 10 %. 

 

 
Figure 10 : Cristal du domaine catalytique de la cellulase Cel5G de Pseudoalteromonas 

haloplanktis obtenu par la technique de la goutte suspendue en présence de citrate de sodium 

à pH 7,5. 

 

Ces cristaux appartiennent au groupe d’espace orthorhombique P212121 avec des paramètres 

de maille : a = 135,6 Å ; b = 78,8 Å ; c = 44,2 Å. 

Ces cristaux diffractent à une résolution maximale de 1,8 Å sur l’anode tournante du 

laboratoire (cf. Annexe D pour le principe). 
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C/ RESOLUTION DE LA STRUCTURE : DETERMINATION DES 

STRUCTURES NATIVE ET EN COMPLEXE AVEC LE CELLOBIOSE 

 

Publication 5 : Structural features of cold adaptation in a psychrophilic cellulase revealed by 

X-ray diffraction and Small Angle X-ray Scattering 

 

 

 

1. Résumé de la publication 5 : 

 

L’obtention de cristaux du domaine catalytique de Cel5G de Pseudoalteromonas 

haloplanktis ainsi que la connaissance de leurs conditions de cryo-protection a conduit à la 

détermination de la structure native de l’enzyme, puis à celle de son complexe avec le 

cellobiose.  

Un jeu complet de données de diffraction aux rayons X a été enregistré à 1,4 Å de résolution 

en utilisant le rayonnement synchrotron de l’ESRF à Grenoble. La résolution de la structure a 

été obtenue par la méthode du remplacement moléculaire en utilisant comme modèle-guide la 

structure cristallographique de son homologue mésophile la cellulase Cel5A d’Erwinia 

chrysanthemi. De plus, la structure tridimensionnelle d’un complexe Cel5G / cellobiose a pu 

être établie à 1,6 Å de résolution. 

Ces résultats cristallographiques, combinées à des données obtenues par diffusion des rayons 

X aux petits angles, ont permis de suggérer que l’adaptation fonctionnelle de Cel5G pouvait 

être due aux propriétés structurales originales de son long domaine de liaison connectant le 

module catalytique au module de fixation du substrat. 

 

Les résultats issus de cette publication démontrent le pouvoir et les avantages de la 

combinaison des deux techniques de diffraction aux rayons X et de diffusion des rayons X 

aux petits angles, lorsque la détermination des structures cristallographiques est limitée en 

raison de la flexibilité ou de l’hétérogénéité des édifices macromoléculaires d’intérêt. 

L’application d’une telle stratégie nous a ainsi permis, non seulement de déterminer à une 

échelle atomique les paramètres moléculaires impliqués dans l’adaptation au froid du 

domaine catalytique de Cel5G, mais également d’obtenir des informations sur la 

conformation de l’enzyme entière qui à priori ne pourraient être obtenues par la seule 

approche cristallographique, compte tenu de la nature et de la grande flexibilité du «linker». 
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2. Déterminants structuraux de l’adaptation au froid du domaine catalytique : 

 

La très forte identité de séquence et de structure 3D entre Cel5G et Cel5A permet une 

comparaison détaillée des relations structure / fonction ainsi que des propositions de stratégies 

adaptatives de l’enzyme psychrophile. Une étude attentive du site actif du module catalytique 

de Cel5G ne révèle pas de caractéristiques structurales pouvant être de façon non ambiguë 

liées à sa plus forte activité à basse température. Par exemple, les 9 résidus interagissant avec 

le cellobiose dans le complexe ainsi que les 19 résidus formant la crevasse catalytique sont 

strictement conservés chez l’enzyme psychrophile et son homologue mésophile. Plusieurs 

facteurs structuraux affectant potentiellement la dynamique des résidus du site actif, peuvent 

être mis en évidence. Les deux tours-β (β-turns) additionnels des boucles α2-β2 et α8-β8 

pourraient ainsi agir comme des bras de levier, favorisant la déformation de la crevasse 

catalytique au cours de l’hydrolyse de la cellulose. De même, l’absence de 3 prolines et la 

présence supplémentaire de 5 glycines (comparativement à Cel5A) pourraient induire une 

flexibilité accrue de la chaîne polypeptidique de Cel5GCM, alors que l’absence de 3 ponts 

ioniques pourrait diminuer sa stabilité conformationnelle. De plus, l’augmentation des charges 

en surface (principalement due à des résidus Aspartate supplémentaires) peut réduire la 

stabilité de l’enzyme, tandis que l’exposition au solvant de 4 résidus apolaires peut diminuer 

la compacité et donc déstabiliser la couche externe de la protéine. 

En ce qui concerne les interactions entre Cel5G et le cellobiose, la Thr 66 du sous site -2 

établit des liaisons hydrogène via 2 molécules d’eau, alors que chez Cel5A, ce contact établi 

par la Ser 69 n’est relayé que par une seule molécule d’eau.  

 

 

 

3. Caractéristiques insolites du «linker» chez Cel5G : 

 

La structure de Cel5G entière a également été étudiée par diffusion des rayons X aux 

petits angles en collaboration avec le laboratoire AFMB. Les résultats obtenus montre que le 

«linker» ne possède pas une structure régulière et qu’il présente une grande flexibilité. En 

conséquence, il peut adopter de nombreuses conformations, parmi lesquelles une 

conformation étendue permettant aux deux modules globulaires compacts que sont le module 

catalytique et le CBM d’être séparés d’une distance maximale de 140 Å. La possibilité pour le 

«linker» d’adopter une telle conformation peut s’explique par sa structure primaire. Il contient 

en effet 23 résidus chargés négativement, aucun résidu chargé positivement et un nombre très 
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faible de résidus hydrophobes. Les charges négatives sont réparties de manière homogène tout 

le long de la séquence, évitant ainsi, grâce aux répulsions électrostatiques, le repliement de la 

chaîne polypeptidique en une structure globulaire. En outre, l’existence de 3 boucles de 13 

résidus chacune, résultant de l’établissement de ponts disulfures entre les 6 cystéines du 

«linker», pourraient stabiliser encore un peu plus la conformation étendue du «linker» par des 

contraintes stériques. 

Le «linker» de son homologue mésophile Cel5A de Erwinia chrysanthemi ne présente quant à 

lui que 30 résidus et ne possède aucune cystéine. Il est également intéressant de constater que 

de longs «linker» présentant des cystéines sont retrouvées dans d’autres cellulases 

psychrophiles, comme par exemple CelG de la bactérie psychrophile marine WP-1 (84 % 

d’identité avec Cel5G de P. haloplanktis) et CelA de Pseudoalteromonas sp. MB-1. Ce type 

de «linker» a également été observé chez une α-agarase de Alteromonas agarilytica GJ1B. 

Enfin, une version interne de la base de données CAZy (http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/) 

indique que les «linkers» tendent à se raccourcir quand la thermostabilité augmente, les 

enzymes hyperthermophiles ne possédant généralement aucun «linker» du tout (Henrissat et 

Coutinho, communication personnelle). 

Toutes ces données suggèrent que l’adaptation fonctionnelle et structurale de Cel5G pour 

l’hydrolyse de la cellulose aux basses températures pourrait être due à son «linker» 

anormalement long. Ainsi, considérant (i) un CBM fixé sur une chaîne de cellulose, (ii) le 

«linker» d’une longueur de 140 Å à 4°C, (iii) la répétition d’un motif cellobiose le long de la 

chaîne tous les 10,4 Å, il résulte que Cel5G peut hydrolyser 13 à 14 liaisons glycosidiques 

(Figure 11) le long d’une même chaîne de cellulose. Cette valeur est 3 à 5 fois supérieure à 

celle reportée pour la mésophile Cel45 de Humicola insolens à 20°C. Celle-ci possède un 

«linker» de 40 Å de long pour 36 résidus, c'est-à-dire environ la taille de celui de la cellulase 

mésophile Cel5A d’E. chrysanthemi. 

 
Figure 11 : Représentation schématique de l’accessibilité au substrat de l’enzyme 

psychrophile Cel5G et de l’enzyme mésophile Cel5A. Chaque boule verte représente une 

unité cellobiose. 
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Si on considère que le «linker» peut tourner librement autour du CBM, et qu’ainsi le domaine 

catalytique peut avoir accès à une surface circulaire de 280 Å de diamètre centrée sur le CBM, 

la superficie en substrat accessible est d’environ 60*103 Å2, soit 40 fois supérieure à son 

homologue mésophile Cel5A (Figure 12). 

 

CD

CD

CBM CBM
CD

CDCD

CBM CBM

 
Figure 12 : Représentation schématique de la surface accessible de substrat pour l’enzyme 

psychrophile (domaine catalytique en rose) et pour l’enzyme mésophile (domaine catalytique 

en jaune). La surface accessible pour l’enzyme mésophile est celle comprise à l’intérieur du 

cercle en pointillé ; CBM : Carbohydrates Binding Domain, CD : Catalytic Domain. 
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La cristallisation d’une forme recombinante tronquée (domaine catalytique) de Cel5G 

de Pseudoalteromonas halolanktis nous a permis d’obtenir la première structure 

cristallographique d’une «cellulase froide», et ceci à une résolution de 1,4 Å. La comparaison 

des structures natives des domaines catalytiques de Cel5G et de son homologue mésophile 

Cel5A de Erwinia chrysanthemi n’a pu mettre en évidence que de subtiles différences 

n’expliquant pas, a priori, les dissemblances des deux enzymes sur le plan de leurs propriétés 

physico-chimiques et enzymatiques en fonction de la température. 

La structure native de Cel5G nous a tout de même permis de valider l’hypothèse d’une 

flexibilité accrue de l’édifice moléculaire, comme attendu pour des enzymes issues 

d’organismes psychrophiles. En effet, plusieurs déterminants structuraux responsables de 

cette adaptation au froid ont pu être mis en évidence chez Cel5G. 

Afin d’aller plus avant dans la compréhension de la reconnaissance des substrats par Cel5G et 

de ses mécanismes d’action, la structure de son complexe avec le cellobiose (produit de la 

réaction d’hydrolyse de la cellulose) a été résolue à 1,6 Å de résolution. 

L’étude détaillée et comparée de ce complexe nous a permis de définir structurellement les 

sous-sites de fixation -3 et -2.  

 

En outre, un des résultats qui nous paraît primordial est la mise en évidence chez Cel5G du 

rôle essentiel de son «linker» dans le processus d’adaptation aux basses températures. Les 

différences majeures entre les «linkers» de Cel5G et Cel5A pourraient en effet permettre 

l’optimisation de l’activité catalytique de l’«enzyme froide» au sein de son environnement 

naturel. 

 

Malgré ces nouveaux apports dans la connaissance des relations structure / fonction de Cel5G 

et de son adaptation moléculaire aux basse températures, plusieurs questions n’ont pas trouvé 

de réponse claire et devront faire l’objet d’études ultérieures. Il en est notamment de 

l’influence du solvant dans les mécanismes structuraux de l’adaptation aux basses 

températures. Bien que la structure de Cel5G ait été obtenue à haute résolution, une étude 

comparative de l’effet du solvant avec son homologue mésophile n’a pu être conduite du fait 

d’une moins bonne résolution de cette dernière. 

 

En outre, d’importants travaux d’ingénierie protéique rationnelle, conduits en partenariat avec 

l’équipe de Charles Gerday (Laboratoire de Biochimie, Liège, Belgique) ont permis de 

modifier les propriétés du linker de Cel5G. Ainsi, plusieurs mutants ont pu être clonés, 

surexprimés et purifiés. Les modifications introduites tendent à réduire la longueur du 
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«linker» et la résolution des structures des mutants appropriés apportera de précieux 

renseignements additionnels sur son rôle. 

 

Enfin, ces travaux montrent qu’une étude structurale n’est pas l’aboutissement d’un projet de 

recherche mais, au contraire, qu’elle est souvent à l’origine de nouvelles investigations. Elle 

montre aussi que la mise en commun des moyens et des compétences (biochimie, 

enzymologie, biologie moléculaire, synthèse organique, biophysique, bioinformatique et 

biologie structurale, biologie animale, etc.) et les allers-retours entre ces disciplines sont plus 

que nécessaires, non seulement pour les aspects fondamentaux de l’étude, mais aussi pour 

toutes les applications potentielles qui peuvent en découler (ingénierie protéique, 

biotechnologie, conception de principes actifs, etc.). 
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A/ SYSTEME DOUBLE HYBRIDE DANS LA LEVURE 

 

 

 

Le système double hybride permet d'identifier in vivo une interaction protéine-protéine 

(Fields et Song, 1989). Il est basé sur la nature modulaire de l’activateur de la transcription 

GAL4, constitué d’un domaine de liaison à l’ADN qui lie spécifiquement une séquence UASG 

(upstream activated sequence for the yeast Gal genes) et d’un domaine d’activation de la 

transcription contenant une région acide (Keegan et al., 1986 ; Figure 1). 

 
Ainsi, les plasmides codant pour deux 

protéines hybrides, une représentant le 

domaine de GAL4 liant l'ADN fusionné à une 

protéine X appelée «appât» (l'appât est 

généralement une protéine dont on recherche 

les partenaires cellulaires) et l’autre 

représentant le domaine de GAL4 activateur de 

la transcription, fusionné à la protéine Y 

appelée «proie» (la proie est souvent inconnue 

et provient d'une banque issue d'un type 

cellulaire donné) sont construits et introduits à 

l'intérieur de la levure. L’interaction entre les 

deux protéines X et Y conduit à la 

reconstitution d'une protéine GAL4 

fonctionnelle et donc à l'activation de la 

transcription d’un gène rapporteur contenant 

un site de liaison à GAL4 (Figure 1). Le gène 

rapporteur le plus utilisé est le gène lacZ, qui 

code une enzyme, la β-galactosidase. 

L'expression de lacZ peut-être mesurée par un 

Figure 1 : Stratégie de détection des 

interactions entre protéines par le 

système double hybride. UASG : 

upstream activated sequence for the 

yeast Gal genes. 
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test colorimétrique basée sur l'activité de la β-galactosidase. Cette activité peut être facilement 

visualisée in vivo grâce à un test coloré, en remplaçant le substrat naturel de l'enzyme 

(galactose) par du X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside). Le X-gal 

incolore donne un produit bleu lorsqu'il est clivé par l'enzyme. Il suffit donc de l'ajouter au 

milieu de culture des bactéries pour visualiser la présence d'une enzyme β-galactosidase 

active. 
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B/ LA TECHNIQUE DU «PHAGE-DISPLAY» 

 

 

 

La technique du «phage-display» (Figure 2) c'est à dire la présentation de peptides à la 

surface de phages filamenteux, est devenue un outil très puissant de synthèse combinatoire et 

de sélection des peptides. 

Les phages filamenteux sont utilisés pour présenter à leur surface, en fusion avec le domaine 

N-terminal de leurs protéines pIII ou pVIII, des molécules telles que des peptides aléatoires, 

des fragments d’anticorps ou d’autres protéines. Les phages recombinants sont ensuite 

sélectionnés pour leur capacité de liaison à une cible (biopanning). Après de nombreux 

lavages, les phages fixés sont élués puis isolés et amplifiés par infection de bactéries. Les 

phages amplifiés sont sélectionnés à nouveau sur la même cible. Les phages sélectionnés sont 

analysés et testés pour l’activité recherchée après 3 ou 4 cycles de sélection-amplification. 

 

 
Figure 2 : Représentation schématique du principe de la méthode du «phage-display». 

 

Cette stratégie fondée sur la sélection est nettement plus puissante qu’une stratégie de criblage 

classique qui nécessite de nombreuses manipulations. Il est en effet possible de cribler 106 à 

1010 molécules recombinantes différentes dans un volume réduit de quelques microlitres. De 

plus, l’association de la protéine exposée en surface (phénotype) avec son ADN codé par le 
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phage (génotype) permet d’accéder rapidement aux séquences des molécules sélectionnées 

car l’ADN est directement isolé avec la protéine pour laquelle il code. Cette méthode est très 

efficace puisqu’il est possible de sélectionner un phage dont la fréquence était de 1/108 dans 

la banque originale. 
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C/ REACTION D’INTEGRATION IN VITRO 

 

 

 

Le système d'intégration rétrovirale in vitro (Figure 3) consiste à mettre en présence : 

 

• un ADN donneur linéaire qui comporte à ces extrémités 15 à 30 nucléotides 

correspondant aux extrémités virales U3 et U5. 

 

• un ADN receveur (plasmide pBSK-zeo). 

 

• la protéine IN purifiée. 

 

 
Figure 3 : Représentation schématique du principe de la réaction d’intégration in vitro. 

 

Différents produits d'intégration sont obtenus (Figure 3) : 

 

• des produits issus de l'intégration concertée de deux extrémités virales provenant soit 

d'une seule molécule d'ADN donneur (a) on obtient alors un ADN de forme circulaire, 

soit de deux molécules (b) on obtient alors une forme linéaire. 
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• des produits d'intégration non-concertée correspondant à l'intégration d'une seule 

extrémité virale (c) ou de plusieurs extrémités virales (d et e). 

 

• l'ADN donneur peut aussi s'intégrer dans un second ADN donneur (f). 

 

En présence d'un ADN donneur marqué radioactivement, les produits de la réaction 

d'intégration peuvent être analysés sur gel d'électrophorèse par autoradiographie. Ils se 

caractérisent alors par trois bandes spécifiques qui correspondent respectivement aux formes 

circulaires, linéaires et d'auto-intégration (Figure 3). 
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D/ ENREGISTREMENT DES DONNEES DE DIFFRACTION 

 

Certaines données exploitées au cours de cette thèse ont été enregistrées au laboratoire 

sur un détecteur bidimensionnel de type «Image Plate» (Mar345 de MARresearch) couplé à 

un générateur de rayons X à anode tournante (FR581 de Nonius) associé à des miroirs 

confocaux Osmic (Figure 4). Le recours au rayonnement synchrotron de l’ESRF à Grenoble a 

permis d’obtenir des données à plus haute résolution. 

 

 
Figure 4 : Installation rayons X du laboratoire de BioCristallographie de Lyon. 

 

 

 

1. Le générateur de rayons X à anode tournante : 

 

L’anode tournante produit des rayons X en accélérant des électrons dans le vide à un 

très haut potentiel (entre 40 et 50 kV) sur une cible en métal (anticathode). Le ralentissement 

des électrons par les atomes de la cible se traduit par une transformation de leur énergie 

cinétique en majeure partie en chaleur (environ 99,9 %) mais également sous forme d’un 

rayonnement continu de freinage (ou Bremsstrahlung). Des rayons X font parti de ces 

rayonnements de freinage (Figure 5). A ce spectre continu se superpose un spectre de raies 

caractéristiques qui ne dépend que de la nature de l’anticathode. Ces raies observées sont des 

raies d’émission des atomes de l’anticathode. Elles correspondent à des transitions 

électroniques au niveau de leurs couches profondes. L’éjection d’un électron de la couche K 
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d’un atome de l’anticathode par un électron projectile détermine l’apparition de deux 

radiations, Kα et Kβ. 

Le choix du métal de l’anticathode détermine la longueur d’onde caractéristique à laquelle les 

rayons X sont émis. L’anode tournante du laboratoire étant équipée d’une cible en cuivre, la 

longueur d’onde émise est de 1,5418 Å (CuKα). La monochromie du faisceau est produite 

grâce aux systèmes optiques de miroirs confocaux placés à la sortie du générateur. 

 

 

Figure 5 : Production de rayons X : mise en évidence des raies Kα et Kβ superposées au 

spectre continu (A). La ligne en pointillée (B) représente le spectre d’absorption du filtre 

utilisé pour rendre l’émission la plus monochromatique possible. 

 

 

 

2. Le rayonnement synchrotron : 

 

Les électrons de haute énergie dont la trajectoire est infléchie par un champ 

magnétique intense émettent des ondes électromagnétiques : c’est le rayonnement 

synchrotron. Couvrant toute la gamme du spectre, des micro-ondes jusqu’aux rayons X durs 

(0,1 <λ < 5 Å) la lumière issue de ce rayonnement prend la forme d’un faisceau ultrafin et très 

intense. L’ESRF («European Synchrotron Radiation Facility», Grenoble, France ; 

http://www.esrf.fr) a été le premier synchrotron de troisième génération mis en fonction dans 

le monde. Les faisceaux de rayons X produits y sont approximativement 1012 fois plus 

brillants que ceux conventionnellement utilisés en laboratoire ou dans les services de 

radiographie. 

 

Au cours de l’étude sur la cellulase, nous avons obtenu des temps d’expériences sur les lignes 

FIP BM30A et ID14-EH1 de l’ESRF qui sont brièvement présentées ci-dessous : 
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• Ligne FIP BM30A : La ligne FIP («French beamLine for Investigation of 

Proteins») est située sur une section d’aimant de courbure. Elle est 

spécialement dédiée à la cristallographie des macromolécules biologiques. Elle 

peut être utilisée pour des expériences de diffraction à longueurs d’ondes fixes 

ou multiples (dispersion anomale, MAD). L’optique de la ligne délivre un 

faisceau avec un large éventail d’énergie accessible (7 à 21 keV). La ligne 

possède un détecteur MarCCD de 165 mm de diamètre, un diffractomètre avec 

un goniomètre 5 cercles et un équipement cryogénique complet (Oxford system 

600 Series Cryostream Cooler). 

 

• Ligne ID14 : La ligne ID14 est dédiée à la cristallographie macromoléculaire. 

Elle possède une brillance moyenne de 13,3 keV. Cette ligne possède 4 sous-

stations indépendantes. Chacune est équipée d’un détecteur CCD (ADSC Q4R 

CCD) et d’un goniomètre à axe φ simple. La longueur d’onde fixe de 0,934 Å 

(13,27 keV) permet d’obtenir une résolution maximale de 0,97 Å. Enfin, un 

système cryogénique complet est également installé. 

 

 

 

3. Les expériences en conditions cryogéniques : 

 

Une fois le cristal exposé au faisceau de rayons X, une série de réactions chimiques, 

formation de radicaux libres et phénomènes d’ionisation, peuvent l’endommager. Ces 

dégradations causées par le rayonnement X sont importantes si l’on utilise des sources de 

rayonnement synchrotron. 

La conduite des expériences à 100 K est une solution très efficace pour résoudre ce 

problème ; le cristal est instantanément gelé (étape de «flash cooling») afin de prévenir la 

formation de glace dans le milieu aqueux. Celui-ci est alors maintenu à une température de 

100 K (sous un flux d’azote gazeux) durant toute la phase d’enregistrement des données. Ces 

conditions cryogéniques impliquent l’utilisation de cryo-protégeants qui empêchent la 

formation de cristaux d’eau au sein du cristal de protéine. Les cryo-protégeants couramment 

utilisés sont l’éthylène glycol, le PEG (polyéthylène glycol) le MPD (2-methyl-2,4-

pentanediol) le glycérol, certaines huiles à base de silicone ou encore des sucres simples 

(glucose, par exemple) ou des alcools. 
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E/ TRAITEMENT DES DONNEES : CARTES DE DENSITE ELECTRONIQUE 

 

 

 

1. La diffraction : 

 

Sous un faisceau de rayons X, les phénomènes d’interférences dus à la périodicité du 

cristal déterminent les directions des ondes diffractées. L’amplitude diffusée par les atomes 

dépend des facteurs de diffusion de chaque type d’atome (relié au nombre d’électrons) et des 

déphasages de ces amplitudes. On montre que le facteur de structure F(hkl) s’écrit : 

hklie.)hkl(F)hkl(F ϕ=  

avec |F(hkl)| amplitude (ou module) de l’onde diffractée et φhkl, phase de l’onde diffractée. 

 

La connaissance simultanée des modules F(hkl) et des phases φhkl permet le calcul de la 

densité électronique en tout point (x,y,z) de l’espace réel du cristal, selon la transformée de 

Fourier inverse : 

∑ ∑ ∑
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πϕρ  

avec hkl indices de Miller ou coordonnées dans l’espace réciproque et V le volume de la 

maille. 

 

Expérimentalement, seules sont enregistrées les intensités I(hkl) des ondes diffractées égales 

au produit scalaire du facteur de structure hklF
r

 et de son conjugué hkl*F
r

 : 

 

I(hkl) ≅ hklF
r

. hkl*F
r

 ≅ |F(hkl)|2 

 

Ainsi, seuls les modules des facteurs de structure sont connus après enregistrement. La 

mesure obtenue est donc partielle puisque l’information sur les phases est perdue. Celles-ci 

doivent donc être déterminées par des méthodes indirectes. 
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2. Le problème des phases : 

 

Comme nous l’avons vu, les données de diffraction donnent directement accès à 

l’intensité I(hkl) et par conséquent à l’amplitude du facteur de structure F(hkl). Cependant, 

l’information concernant les phases est perdue, d’où l’impossibilité de calculer une densité 

électronique. 

Trois méthodes principales (MIR, MAD et remplacement moléculaire) sont utilisées en 

cristallographie biologique afin de résoudre ce problème des phases. 

La méthode du remplacement isomorphe (Harker, 1956) et la méthode de la diffusion 

anomale multiple (Hendrickson, 1991) permettent d’accéder à l’information de phase dans le 

cas de protéines pour lesquelles aucunes structure apparentée n’est connue. 

 

 

La méthode MIR («Multiple Isomorphous Replacement») : 

 

La méthode MIR consiste à fixer de manière spécifique dans l’édifice protéique, des atomes 

ayant un grand nombre d’électrons (atomes lourds). La contribution des atomes lourds, 

beaucoup plus riches en électrons que les atomes de carbone, d’azote ou d’oxygène, 

détermine un pouvoir de diffraction plus important et va permettre de les localiser (Harker, 

1956). La difficulté majeure de cette technique est d’obtenir des cristaux dérivés isomorphes 

aux cristaux natifs ; cet isomorphisme implique que les paramètres de maille ainsi que la 

position des macromolécules n’ont pas subi de variations significatives. 

Ainsi, la densité électronique du dérivé PH est égale à la densité électronique de la protéine P 

plus celle de l’atome lourd H : 

FPHhkl = FPhkl + FHhkl 

Dans cette équation, seuls les modules FP et FPH sont connus expérimentalement. La phase φP 

peut prendre deux valeurs possibles : 

HP

HPPH
HP FF

FFF
2

)(cos
222

1 −−
±= −ϕϕ

   (1) 

La fonction de Patterson permet de remonter à la position (x,y,z) des atomes lourds dans la 

maille. Elle est notée : 
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Cette fonction est une fonction réelle qui est la transformée de Fourier inverse des carrés des 

facteurs de structures. Elle représente les vecteurs différence, ramenés à l’origine, entre les 

atomes présents dans la maille. La position de l’atome lourd peut alors être déterminée en 

déconvoluant cette fonction. Le calcul de FH et φH est alors possible et par conséquent celui 

des phases pour la protéine entière également. 

Il existe cependant une ambiguïté puisque l’équation (1) admet deux solutions. L’utilisation 

d’un deuxième dérivé lourd, ayant un site de fixation différent, permet de lever cette 

ambiguïté. 

 

 

La méthode MAD («Multiple Anomalous Diffraction») : 

 

Si la protéine contient un diffuseur anomal, la différence d’intensité entre les paires de Bijvoet 

|Fh(+)|2 et |Fh(-)|2 peut être utilisée pour résoudre le problème des phases. Le signal anomal 

provient de l’excitation des électrons des couches internes des atomes. Si la longueur d’onde 

utilisée est proche de la longueur d’onde d’excitation de ces électrons, alors ceux-ci entrent en 

résonance et il apparaît un changement dans les rayons X diffusés : c’est la diffusion anomale. 

Les facteurs de diffusion des atomes anomaux sont décrits par un nombre complexe qui tient 

compte de la composante de résonance. Le principe physique de cette méthode est décrit par 

Hendrickson (Hendrickson, 1991). 

 

 

 

3. La méthode du remplacement moléculaire : 

 

La méthode du remplacement moléculaire nécessite une structure connue présentant 

plus de 30% de similarité de séquence avec la macromolécule étudiée. Cette structure 

homologue (appelée modèle-guide) est placée dans la maille de la structure à déterminer et les 

phases de la macromolécule étudiée sont estimées à partir des facteurs de structure calculés à 

partir du modèle-guide. Une recherche sur six dimensions est nécessaire afin de trouver le 

meilleur placement du modèle-guide, à savoir une Matrice de rotation et un vecteur de 

translation. En fait, il est possible de diviser cette recherche en deux étapes à trois 

dimensions : un recherche de rotation suivie par une recherche de translation. 
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La première étape du remplacement moléculaire est le calcul des facteurs de structure du 

modèle-guide placé dans une maille P1 artificielle. La maille est plus grande que le modèle-

guide dans les trois directions de l’espace, de façon à ce qu’il n’y ait pas de vecteurs 

intermoléculaires dans le rayon de Patterson utilisé pour la recherche de la fonction de 

rotation. Cette fonction est une fonction de corrélation qui rend compte de la superposition 

des deux jeux de vecteurs obtenus à partir des Fobs et Fcalc. La fonction de rotation (Rossmann 

et Blow, 1962) est calculée sur un volume d’intégration sphérique dont le rayon est choisi 

suffisamment petit pour exclure la majorité des vecteurs intermoléculaires. Cette fonction de 

rotation calculée dans l’espace de Patterson s’écrit : 

 

∫=
u xdxPxPR 1)2(2)1(1

 
avec P1 et P2 les cartes de Patterson calculées respectivement à partir des Fobs et des Fcalc et 

x1, x2 les vecteurs interatomiques de l’espace de Patterson. 

 

Une fois la solution de rotation déterminée, il faut chercher la solution de translation 

représentée par un vecteur de translation T. Son calcul consiste à rechercher par des 

mouvements de translation dans l'unité asymétrique, les positions qui correspondent aux 

meilleures corrélations entre les Fobs et le Fcalc. Plusieurs méthodes de calcul peuvent être 

utilisées pour cette recherche. Celles utilisées par le programme AMoRe sont présentées ci-

dessous. 

Le programme AMoRe (Navaza, 1994) contraction de Automatic. Molecular Replacement, 

correspond à une suite de programmes permettant de rechercher automatiquement les 

solutions de rotation puis de translation présentant la meilleure corrélation. Les principaux 

programmes qui le composent sont: 

 

• Sorting : trie et convertit les données de diffraction au format utilisable par le 

programme. 

• Tabling : positionne le modèle-guide dans une maille triclinique et calcule les 

facteurs de structure correspondants (Fcalc). 

• Roting : recherche les solutions de la fonction de rotation dans l'espace 

réciproque selon la méthode de Crowther (Crowther et Blow, 1967) et les 

classe par ordre de corrélation décroissante. Par défaut, seules les solutions 

dont la corrélation est au moins égale à 50 % de la meilleure solution sont 

retenues par le programme. 
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• Traing : recherche les fonctions de translation sur les solutions de la fonction 

de rotations retenues à l'étape précédente. Plusieurs méthodes peuvent être 

utilisées par le programme mais dans notre cas, la méthode de Crowther & 

Blow (1967) méthode la plus rapide qui est utilisée par défaut par le 

programme, a donnée des solutions suffisamment contrastées. 

• Fitting : effectue un affinement en corps rigide (Castellano et al., 1992) sur les 

solutions de translation retenues et calcule les coefficients de corrélation et les 

facteurs R pour chaque solution. 

 

Le facteur R représente le désaccord existant entre le modèle (Fcalc) et les données 

cristallographiques (Fobs). Il sera suivi tout au long de l'affinement afin de juger la 

vraisemblance du modèle. Ce facteur se définit comme suit: 

 

∑

∑ −
=

h

h

)h(F

)h(Fk)h(F
R

obs

calcobs
 avec k, facteur d’échelle. 

 

La méthode du remplacement moléculaire est de plus en plus utilisée, compte tenu du nombre 

grandissant de structures connues (Rossmann, 1990). Elle a été mise en oeuvre pour la 

résolution de la structure native de Cel5G, du fait de la connaissance antérieure de la structure 

de son homologue mésophile Cel5A (code d’accession Protein Data Bank : 1EGZ (Chapon et 

al., 2001). 
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F/ AFFINEMENT DU MODELE : VERS LA STRUCTURE FINALE 

 

 Le modèle de la protéine étudiée (Fcalc) doit correspondre au maximum aux données 

expérimentales (Fobs). Afin d’obtenir le meilleur accord entre les données expérimentales et 

calculées, il est nécessaire, pour chaque atome, de modifier sa position spatiale (x,y,z) son 

facteur d’agitation thermique B et son occupation. La phase d’affinement des données permet 

de minimiser l’énergie totale du système définie par : 

 

Etotale = Ecristallographique + Eempirique 

 

Le terme Eempirique représente les termes d’énergie liés aux contraintes stéréochimiques. Elle 

est égale à la somme des énergies liées aux interactions covalentes (longueur Ebond, angles de 

liaison Eangl, angles impropres Eimpr) et non covalentes (potentiels électrostatiques Eelec et 

interactions de Van der Waals Evdw). L’énergie empirique est évaluée en considérant la 

différence entre la valeur actuelle et la valeur idéale. Ainsi, si les atomes dévient de la 

géométrie idéale, la quantité d’énergie augmente. 

 

Le terme Ecristallographique est la différence pondérée existant entre les facteurs de 

structure observés et calculés. Il s’écrit : 

 

[ ]∑ −=
hkl

calcobshkl
a

a hklFkhklFW
N
WE )(.)(raphiquecristallog  

 

Le facteur Wa est un facteur de pondération appliqué à toutes les réflexions de manière à ce 

que le gradient de l’énergie soit égal au gradient de l’énergie empirique. Il est déterminé par 

une étape de dynamique moléculaire. Le facteur Na est un facteur de normalisation, Whkl le 

poids associé à une réflexion donnée, et k est le facteur de mise à l’échelle entre les facteurs 

de structure observés et calculés. 

 

L’affinement va donc par des variations de coordonnées atomiques, faire évoluer le système 

vers une conformation plus stable et donc de moindre énergie. Il existe deux protocoles 

principaux de minimisation d’énergie. Ces derniers ont été utilisés au cours de notre étude, 

tels qu’ils sont implémentés dans le logiciel CNS version 1.1 (Brunger et al., 1998). 
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1. L’affinement en corps rigide («rigid body refinement») : 

 

Dans cette méthode d’affinement, le nombre de degrés de liberté de la protéine à 

affiner est réduit au maximum. Le rapport entre le nombre de paramètres à affiner et le 

nombre de paramètres observés est donc diminué. 

Dans la pratique, le modèle est divisé en une ou plusieurs parties, appelées «corps» qui 

correspondent aux différentes sous-unités ou domaines de la structure. Pour chacun de ces 

«corps», il est possible d’affiner jusqu’à six paramètres (trois degrés de rotation et trois degrés 

de translation). Les changements de positions des «corps» sont calculés en combinant les 

changements de tous les atomes les composant. Cette méthode est très utile lorsque, entre 

deux structures homologues, les positions des domaines varient les uns par rapport aux autres. 

 

 

 

2. L’affinement par recuit simulé (Brunger et al., 1987) : 

 

Les champs de force définissent une surface multidimensionnelle, nommée surface de 

potentiel d’énergie ou, plus couramment, espace conformationnel. Ce dernier possède une 

topologie complexe où deux types de points ont un intérêt particulier : les minima et les 

maxima énergétiques locaux, qui correspondent respectivement à des structures stables et à 

des points de transition dans l’espace conformationnel (Figure 6). 

Pour une protéine, la surface d’énergie est extrêmement accidentée. Il existe un grand nombre 

de minima accessibles, chacun d’eux ayant approximativement la même énergie, mais 

pouvant correspondre à des structures «différentes». 

L’affinement par recuit simulé permet d’explorer un très large espace conformationnel. Des 

vitesses aléatoires sont attribuées aux atomes du système, qui est porté à une température 

élevée (typiquement jusqu’à 3000 K), puis refroidi progressivement généralement par pas de 

20 K. Les trajectoires des atomes sont calculées entre chacun de ces pas. L’énergie cinétique 

ainsi fournie par augmentation de température permet de franchir des maxima énergétiques 

locaux (Figure 6). Le refroidissement qui s’ensuit a pour objectif de figer le système dans son 

état de plus basse énergie (donc, de plus grande stabilité).  
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Figure 6 : Représentation schématique de l’évolution de l’énergie d’un système au cours 

d’un affinement par recuit simulé. 

 

L’utilisation des méthodes de «vraisemblance maximum» («maximum likelihood» et «cross-

validated maximum likelihood» ; Adams et al., 1997) qui sont incluses dans le programme 

CNS (Brunger et al., 1998) ont permis d’améliorer l’affinement des structures. Leur but est de 

déterminer la vraisemblance du modèle à partir de l’estimation des erreurs de ce dernier et des 

intensités mesurées. Cette méthode combinée à une validation croisée avec le facteur Rlibre 

(Brunger, 1992) permet de réduire les risques de sur-affinement des données. L’estimation du 

solvant («bulk solvent») a également été incluse dans la procédure de recuit simulé (Brunger 

et al., 1990 ; Brunger et al., 1987 ; Jiang et Brunger, 1994). Ceci permet de calculer une 

enveloppe moléculaire séparant la protéine du solvant (Leslie, 1987). Ainsi, par itération, 

l’amélioration des phases contribue à l’amélioration des cartes de densité électronique. 

 

Quand la résolution et la qualité des données affinées l’ont rendu possible, un affinement 

individuel des facteurs de température (facteurs B) est réalisé. Enfin les cartes de densité 

électroniques 2Fo-Fc et Fo-Fc sont classiquement calculées (Kleywegt et Brunger, 1996). 

 

Le suivi qualitatif de la phase d’affinement est conduit grâce au calcul des facteurs d’accord, à 

savoir le facteur R et le facteur Rlibre (Rfree). Le facteur Rlibre est défini comme suit : 
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où k est un facteur d’échelle et T, un jeu de réflexions qui comprend, dans cette étude, une 

sélection aléatoire de 5 % de toutes les réflexions observées (Brunger, 1992). 
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3. Agitation thermique : 

 

Les atomes du cristal subissent, du fait de la température, une vibration permanente dans les 

trois dimensions de l’espace autour de leur position d’équilibre : c’est l’agitation thermique. 

Dans le cas général, chaque atome se déplace en fonction de son environnement et des 

liaisons auxquelles il participe, de façon à ce que sa densité électronique se trouve répartie 

dans un ellipsoïde. Cette agitation est prise en compte avec le facteur de température atomique 

isotrope T : 

T = exp (-B.sin2θ / λ2) 

avec λ la longueur d’onde, θ l’angle de Bragg et B le facteur de température exprimé en Å2. 

Le facteur de température B est relié à l’écart quadratique moyen du déplacement (µ2) de 

l’atome par rapport à sa position moyenne : 

B = 8π2µ2 

Les expériences effectuées à basse température permettent d’avoir de plus forte intensité à 

grand angle de diffraction puisque le facteur d’agitation thermique joue moins sur la 

contribution à la diffusion. 

 

L’examen des facteurs d’agitation thermique B permet en outre de détecter des erreurs dans la 

structure. Ainsi, des facteurs B très bas (< 10 Å2) peuvent montrer que les atomes considérés 

sont très peu mobiles ou qu’il y a un problème de sur-affinement des données. A l’inverse, 

des facteurs B trop élevés (> 50 Å2) peuvent montrer que les atomes ne sont pas à leurs 

bonnes positions ou bien que leurs occupations ne sont pas égales à 1. 

 

 

 

4. Logiciels utilisés dans l’analyse structurale 

 

La qualité des structures tridimensionnelles des protéines étudiées a été contrôlée à 

l’aide des logiciels PROCHECK (Laskowski et al., 1993) et WHATCHECK (Vriend, 1990) 

permettant de calculer, notamment, un diagramme de Ramachandran (Ramakrishnan et 

Ramachandran, 1965). 
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Les alignements de séquences ont été réalisés en utilisant le programme CLUSTALW 

(Thompson et al., 1994). Les structures secondaires obtenues à partir des fichiers de 

coordonnées atomiques PDB ont été déduites par l’algorithme DSSP (Kabsch et Sander, 

1983). Les alignements de séquences incluant les superpositions de structures secondaires 

déduites des fichiers de coordonnées atomiques ont été réalisés avec le serveur ESPript 

(http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/ ; Gouet et al., 1999). 

 

Les figures illustrant ce travail ont été réalisées avec les logiciels TURBO-FRODO (Roussel 

et Cambillau, 1989), MOLSCRIPT (Kraulis, 1991), BOBSCRIPT (Esnouf, 1997), GRASP 

(Nicholls et al., 1991), VIEWERLITE® (Accelrys, 2001) et ISIS / Draw (MDL, 1990-2001). 
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