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Introduction du projet PAB0955 

 - 1 - 

J’ai rejoint le projet PACE lors de mon stage de DEA. À mon arrivée au laboratoire plusieurs 

essais de cristallisation avaient été effectués sur la protéine PAB0955, sans succès. La mise en 

évidence de l’hétérogénéité en solution de PAB0955 venait d’être fait lorsque j’ai débuté le 

projet. La résolution de ce problème nous a permis de cristalliser cette protéine. 

 

1. Présentation du projet PAB0955  

 

1.1. Les protéines PACE 

 

Les protéines PACE (protéines d’archaea conservées chez les eucaryotes) ont été mises en 

évidence par une approche génomique effectuée par l’équipe de Patrick Forterre, de l’Institut 

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

fonction biologique inconnue sont particulièrement intéressantes car, d’une part elles sont 

conservées chez les archaea et les eucaryotes malgré 3 milliards d’années de divergence, et 

d’autre part, elles n’ont pas d’homologue bactérien. Cette conservation entre les deux règnes 

archaea et eucaryotes, est souvent retrouvée pour des protéines impliquées dans des processus 

fondamentaux comme la réplication, la transcription ou la traduction de l’ADN (Olsen and 

Woese, 1997). 

Ces processus fondamentaux chez les archaea ressemblent beaucoup à ceux retrouvés chez les 

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

protéasome. 

Le complexe du facteur de réplication RF-C sert à charger l’anneau de processivité PCNA 

(Proliferating Cell Nuclear Antigen) sur l’ADN. Ceci permet aux ADN polymérases de 

répliquer l’ADN. Le complexe RF-C est de 5 sous-unités (une grande et 4 petites) arrangées 

sous forme d’anneau.  

Chez les eucaryotes les petites sous-unités sont formées par 4 protéines différentes nommées 

RFC-A à RFC-D (Bowman et al., 2004). Chez les archaea les petites sous-unités sont formées 

par la même protéine, elles conservent la conformation en anneau comme chez les eucaryotes 

(Henneke et al., 2002). 

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

dégradation des protéines : le protéasome. Ce complexe est composé de 2 anneaux-! externes 

et deux anneaux-" internes, chaque anneau étant composé de 7 sous-unités. Chez les 

eucaryotes, les 7 sous-unités de chaque anneau sont constituées par des protéines différentes 
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soit 14 protéines au total (Coux et al., 1996). Chez les archaea, chaque anneau est constitué de 

7 protéines identiques, soit seulement deux protéines différentes répétées chacune 14 fois 

(Dahlmann et al., 1991).  

 

Ces ressemblances d’organisation, entre les deux règnes, nous laissent supposer que nos 

résultats structuraux et fonctionnels seront directement applicables aux homologues 

eucaryotes et plus précisément à l’homme. Nous nous sommes donc intéressés aux protéines 

d’archaea qui ayant une organisation simplifiée facilite la compréhension du mécanisme. Les 

résultats pourront par la suite servir à l’étude du mécanisme chez l’homme, facilitant la mise 

en évidence des différences entre les deux règnes. Sur le plan expérimental, les protéines 

d’archaea que nous avons étudiées présentent un autre intérêt, elles sont issues de Pyrococcus 

abyssi un organisme hyperthermophile. Elles sont donc très stables. Ceci facilite les essais de 

cristallisation car la solution de protéine reste homogène. 

L’équipe de Patrick Forterre a identifié à ce jour 36 protéines PACE. Nous nous sommes 

intéressés à la protéine de Pyrococcus abyssi produit du gène PAB0955, membre de la famille 

de protéines nommée PACE12. 

 

 1.2. Le contexte génomique des protéines de la famille PACE12 

 

La protéine PAB0955 possède un contexte génomique très intéressant au sein des archaea, 

d’où notre intérêt particulier pour cette protéine parmi les PACE. En effet chez les archaea les 

gènes des protéines PACE12 sont situés à proximité de gènes codant pour des protéines 

impliquées dans la réplication de l’ADN ou dans la division cellulaire (fig.1.).  

 

La conservation de l’ordre des gènes peut mener à une interaction physique de leur produit. 

Cette observation décrite par Thomas Dandekar (Dandekar et al., 1998) permet de prédire la 

fonction, l’interaction avec des partenaires pour le produit de ces gènes.  

 

Puisque l’organisation des gènes est conservée chez les archaea, nous pouvons supposer 

qu’une interaction physique existe entre ces protéines. D’un côté, la protéine PAB0955 de 

Pyrococcus abyssi est proche des gènes des protéines MinD (division cellulaire) (Sakai et al., 

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

MCM (réplication de l’ADN) (Pape et al., 2003). Sur la base de l’hypothèse ci-dessus nous 
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supposons que PAB0955 pourrait être impliquée à l’interface entre la réplication de l’ADN et 

la division cellulaire. 
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Sulfolobus solfataricus 
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Thermoplasma volcanium 
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Archaeoglobus fulgidus 

Pyrococcus furiousus 

Pyrococcus abyssi 

Pyrococcus horikoshii 

Thermococcus kodakaraensis 

 

Figure.1. Contexte génomique des protéines de la famille PACE12. 

Les gènes codant pour les protéines PACE12 sont en rouge, en bleu les gènes dont les 

protéines sont impliquées dans la réplication, en rose ceux impliqués dans la division 

cellulaire, et en gris pour d’autres protéines.  

Les gènes notés 1 codent pour le PCNA , ceux notés 2 pour la primase PriS, ceux notés 3 

pour Gins1-5, ceux notés 4 pour Gins-2-3 et les gènes notés 5 codent pour le MCM.  
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  1.3. Les homologues eucaryotes des protéines PACE12 

 

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

génomes bactériens séquencés à ce jour. Les trois homologues humains sont de taille 

différente : 374 résidus (Q9HCN4), 310 résidus (Q9NUE1) et 284 résidus (Q8NEI2). Parmi 

ces trois protéines, Q9HCN4 est la seule qui a été étudiée.  

 

En 2000, Masahiko Nitta et ses collaborateurs ont nommé cette protéine Q9HCN4, XAB1, 

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

group A), cette dernière joue un rôle central dans la réparation de l’ADN par excision de 

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

montré que XAB1 se lie à la partie Nter de XPA, et entraîne la localisation nucléaire de XPA. 

La protéine XAB1 qui est cytoplasmique (déterminé par immuno-fluoresence), servirait donc 

de transporteur à XPA. De plus, XAB1 présente une activité spécifique d’hydrolyse du GTP.  

En 2003, Francesca Lembo et ses collaborateurs ont identifié une protéine interagissant avec 

MBD2 (mCpG-binding domain 2) qu’ils ont nommée MBDin (MBD interacting protein). 

Cette protéine s’est révélée être identique à XAB1  (Lembo et al., 2003). C’est également par 

des techniques de double hybride que cette interaction MBD2-MBDin a été identifiée. MBD2 

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

capable de détecter les méthylations sur l’ADN. La protéine MBD2 dans ce complexe est 

responsable de la répression de la transcription des gènes fortement méthylés. Ces auteurs ont 

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

ces trois protéines appartiennent à un même complexe, il y aurait donc un lien entre la 

méthylation des gènes et la réparation NER.  

 

L’identité de séquence varie entre les différents homologues de la famille des protéines 

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

de 20% avec les eucaryotes. Nous avons pu remarquer dans l’alignement de séquence que la 

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

séquentiellement conservés dans les 66 protéines PACE12 identifiées aujourd’hui. Nous 

verrons par la suite qu’ils sont importants pour la fonction enzymatique de PAB0955, et qu’ils 

forment également la signature de cette famille.  
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                                                        10        20      

                        |         |         |            |         |   

Q9UYR9_PAB0955 ---------------------------------MIVVFVGTAGSGKTTLTGEFGRYLED- 

Q9HCN4_XAB1_Hu --------------MAASAAAAELQASGGPRHPVCLLVLGMAGSGKTTFVQRLTGHLHAQ 

Q8VCE2_XAB1_Mo --------------MAAPVAPSEPQASRAPQPPVCLLVLGMAGSGKTTFVQRLTGHLHNK 

Q6FNF1_CANGA   ------------------------------MALSTVICIGMAGSGKTTFMQRLNSHIRSK 

Q9NUE1_HUMAN   ------------------------MAGAAPTTAFGQAVIGPPGSGKTTYCLGMSEFLRAL 

Q8VEJ1_MOUSE   ------------------------MAGAAPTTAFGQAVIGPPGSGKTTYCLGMSEFLRAL 

Q9FMR4_ARATH   -------------------------------MVFGQVVIGPPGSGKTTYCNGMSQFLSLM 

Q6BKW4_DEBHA   --------------------------------MFGQIVIGPPGSGKSTYCYGMQQFMSAI 

Q8NEI2_HUMAN   ------------------------------MPRYAQLVMGPAGSGKSTYCATMVQHCEAL 

Q6CQA6_KLULA   MLDDILRHCLQECQAAKFISPNTKSTTINQMSRVGVLVLGPAGAGKSTFCNAIISHMQSI 

Consensus                                           v GpaGsGKtT c      l    

 

                 30        40         50   60      70   80 

                  |         |          |         |            |          |          

Q9UYR9_PAB0955 NYKVAYVNLDTGVKELPY-EPSIDVREFVTVEEIMRE---GYGPNGAIVESYDRL-MEKF 

Q9HCN4_XAB1_Hu GTPPYVINLDPAVHEVPF-PANIDIRDTVKYKEVMKQ--YGLGPNGGIVTSLNLF-ATRF 

Q8VCE2_XAB1_Mo GCPPYVINLDPAVHEVPF-PANIDIRDTVKYKEVMKQ--YGLGPNGGIVTSLNLF-ATRF 

Q6FNF1_CANGA   KEVPYVINLDPAVLRVPY-GANIDIRDSIKYKKVMEN--YQLGPNGAIVTSLNLF-STKI 

Q9NUE1_HUMAN   GRRVAVVNLDPANEGLPY-ECAVDVGELVGLGDVMDA--LRLGPNGGLLYCMEYL-EANL 

Q8VEJ1_MOUSE   GRRVAVVNLDPANDGLPY-ECAVDVGELVGLGDVMDA--LRLGPNGGLLYCMEYL-EANL 

Q9FMR4_ARATH   GRKVAIVNLDPANDALPY-ECGVNIEELIKLEDVMSE--HSLGPNGGLVYCMEYL-EKNI 

Q6BKW4_DEBHA   GRKLCIINLDPANDALPYPDCSLDIRDFVTLEEIMEE--LNLGPNGGMMYALESLDESGI 

Q8NEI2_HUMAN   NRSVQVVNLDPAAEHFNY-SVMVDIRELIEVDDVMEDDSLRFGPNGGLVFCMEYF-ANNF 

Q6CQA6_KLULA   GRRAHIVNLDPAAEATKY-EFTIDIRDLISLEDVMEE--FGLGPNGSLIYCFEYL-LNNL 

Consensus      gr v  vNLDpa   lpy e  idire i  e vM e  l  GPNGg v   e l      

 

         90 100     110      120      130 

                       |         |         |         |              |         

Q9UYR9_PAB0955 NEYLNKILRLEKENDYVLIDTPGQMETFLFHEFGVRLMENLP-----YPLVVYISDPEIL 

Q9HCN4_XAB1_Hu DQVMKFIEKAQNMSKYVLIDTPGQIEVFTWSASGTIITEALAS--SFPTVVIYVMDTSRS 

Q8VCE2_XAB1_Mo DQVMKFIEKAQNTFRYVLIDTPGQIEVFTWSASGTIITEALAS--SFPTVVIYVMDTSRS 

Q6FNF1_CANGA   DQVIKLVEKKRDTHDFCIIDTPGQIECFVWSASGSIITESFAS--TFPTVIAYIVDTPRN 

Q9NUE1_HUMAN   DWLRAKLDPL-RG-HYFLFDCPGQVELCTHHGALRSIFSQMAQ-WDLRLTAVHLVDSHYC 

Q8VEJ1_MOUSE   DWLRAKLEPL-RG-HYFLFDCPGQVELCTHHTALRSIFSQMAQ-WDLRLTAVHLVDSHYC 

Q9FMR4_ARATH   DWLESKLKPLLKD-HYILFDFPGQVELFFIHDSTKNVLTKLIKSLNLRLTAVQLIDSHLC 

Q6BKW4_DEBHA   DAFISKINKLVEERNYLIFDCPGQVELFTHHNSLYKIFKKLVKSKDLRLCVVSLVDSIYL 

Q8NEI2_HUMAN   DWLENCLGHVEDD--YILFDCPGQIELYTHLPVMKQLVQQLE-QWEFRVCGVFLVDSQFM 

Q6CQA6_KLULA   DWLDEEIGDYNDE--YLIFDCPGQIELYTHIPVLPTIVRHLQNQLNFNLCATYLLEAPFV 

Consensus      d    ki  l     y lfD PGQ Elft h     i   l          vyl d     

 

                140       150       160       170       180           190 

                  |         |         |         |         |             | 

Q9UYR9_PAB0955 KKPNDYCFVRFFALLIDLRLGATTIPALNKVDLLSEEEKERHRKYF----EDIDYLTARL 

Q9HCN4_XAB1_Hu TNPVTFMSNMLYACSILYKTKLPFIVVMNKTDIIDHSFAVEWMQDF--EAFQDALNQE-- 

Q8VCE2_XAB1_Mo TNPVTFMSNMLYACSILYKTKLPFIVVMNKTDIIDHSFAVEWMQDF--EAFQDALNQE-- 

Q6FNF1_CANGA   SSPTTFMSNMLYACSILYKTKLPMIIVFNKTDVKKSDFAKEWMTDF--EAFQQAVREDQD 

Q9NUE1_HUMAN   TDPAKFISVLCTSLATMLHVELPHINLLSKMDLIEHYGKLAFNLDYYTEVLDLSYLLDHL 

Q8VEJ1_MOUSE   TDPAKFISVLCTSLATMLHVELPHVNLLSKMDLIEHYGKLAFNLDYYTEVLDLSYLLEHL 

Q9FMR4_ARATH   CDPGNYVSSLLLSLSTMLHMELPHVNVLSKIDLIGSYGKLAFNLDFYTDVQDLSYLEHHL 

Q6BKW4_DEBHA   TSPSQYISILLLSLRSMLQLDLPHVNVISKIDMLKRYGELPFRLDYYTEVQDLKYLTPYL 

Q8NEI2_HUMAN   VESFKFISGILAALSAMISLEIPQVNIMTKMDLLSKKA-KK-EIEKFLDPDMYSLLEDST 

Q6CQA6_KLULA   IDTSKFFSGALSAMSAMILLELPHINILSKLDLVKDSHNKK-ALKKFLNPDPL-LLTDKV 

Consensus        p  f s  l als ml l lp vn l K Dl           df     d  yl   l 
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                         200       210       220       230       240        

                           |         |         |         |         |         

Q9UYR9_PAB0955 KLDP-----SMQGLMAYKMCSMMTEVLPPVRVLYLSAKTREGFEDLETLAYEHYCTCGDL 

Q9HCN4_XAB1_Hu --------TTYVSNLTRSMSLVLDEFYSSLRVVGVSAVLGTGLDELFVQVTSAAEEYERE 

Q8VCE2_XAB1_Mo --------TTYVSNLTRSMSLVLDEFYSSLRVVGVSAVVGTGFDELCTQVTSAAEEYERE 

Q6FNF1_CANGA   ANGDFGMGSGYMSSLVNSMSLMLEEFYSTLDVVGVSSFTGEGFDDFLDAVDKKVDEYEEF 

Q9NUE1_HUMAN   ASDPFF---RHYRQLNEKLVQLIED-YSLVSFIPLNIQDKESIQRVLQAVDKANGYCFRA 

Q8VEJ1_MOUSE   ASDPFF---RRYRQLNEKLVQLVED-YSLVSFIPLNIQDKDSIQRVLQAVDKANGYCFGV 

Q9FMR4_ARATH   SQDPRS---AKYRKLTKELCSVIED-YSLVNFTTLDIQDKESVGDLVKLIDKSNGYIFAG 

Q6BKW4_DEBHA   EKESNSVLGKNFVKLTEMIGELVED-FNLVAFEVLAVENKQSMINLLSVIDKANGYSIGT 

Q8NEI2_HUMAN   SDLRS----KKFKKLTKAICGLIDD-YSMVRFLPYDQSDEESMNIVLQHIDFAIQYGEDL 

Q6CQA6_KLULA   NEETN----PKFHKLNEAIANLVDD-FGMVQFLPLEAKNPESVSTILSYIDDVTQWAEAQ 

Consensus                    l      l  d ys v f  l     es   ll   d          

 

             248 

               |         |         |         |         |         | 

Q9UYR9_PAB0955 T----------------------------------------------------------- 

Q9HCN4_XAB1_Hu YRPEYERLKKSLANAESQQQREQLERLRKDMGSVALDAGTAKDSLSPVLHPSDLILTRGT 

Q8VCE2_XAB1_Mo YRPEYERLKKSLANAQSNQQKEQLERLRKDMGSVALDPEAGKGNASPVLDPSDLILTRGT 

Q6FNF1_CANGA   YKAERERILKQKEEEEKLRKDKSLNGLMKDLG--LNDKKDKEDDSADVISDLEEGENDGL 

Q9NUE1_HUMAN   QEQRSLEAMMSAAMGADFHFSSTLGIQEKYLAPSNQSVEQEAMQL--------------- 

Q8VEJ1_MOUSE   QEQRSLEAMMSTAMGADFHFSSTLGIQEKYLAPSEQTAEQEAMQL--------------- 

Q9FMR4_ARATH   IDASVVEYSKIAIGQTDWDYNRYPFLAFWIS----------------------------- 

Q6BKW4_DEBHA   SEVGADSIWSEAVRQGTLPGYKEIDIHERWIEHKFEYDEQEKKEEQEMTNQYAQDSSQQE 

Q8NEI2_HUMAN   EFKEPKEREDESSSMFDEYFQECQDE---------------------------------- 

Q6CQA6_KLULA   EPKEPNDQIEIDDM---------------------------------------------- 

Consensus                                                                   

 

                      370       380       390       400       410       420 

                        |         |         |         |         |         | 

Q9UYR9_PAB0955 ------------------------------------------------------------ 

Q9HCN4_XAB1_Hu LDEEDEEADSD--TDDIDHRVTEESHEE--PAFQNFMQESMAQYWKRNNK---------- 

Q8VCE2_XAB1_Mo LDEEDEEADSD--TDDIDHRVTEESREE--PAFQNFMEESMA-HWKRNK----------- 

Q6FNF1_CANGA   VDRDEDEGVERQYTFAGDERLTGEVNEDSTPALQKRYQEALEDVGKSVSSETAENIARYI 

Q9NUE1_HUMAN   ------------------------------------------------------------ 

Q8VEJ1_MOUSE   ------------------------------------------------------------ 

Q9FMR4_ARATH   ------------------------------------------------------------ 

Q6BKW4_DEBHA   LTEDEELELAIK-DWESKRQGTGETQN--------------------------------- 

Q8NEI2_HUMAN   ------------------------------------------------------------ 

Q6CQA6_KLULA   ------------------------------------------------------------ 

Consensus                                                                   

 

 

 

 

 

Figure.2. Alignement de séquence de 10 protéines de la famille PACE12. 

En rouge sont représentés les acides aminés strictement conservés, en bleu et vert les résidus 

homologues conservant la même nature. En jaune sont surlignés les motifs conservés dans 

cette famille de protéine. PAB0955, que nous avons étudiée, est ici alignée avec 9 autres 

protéines eucaryotes de la famille PACE12, les trois humaines, deux de souris, une de 

Candida glabrata (CANGA), une d’Arabidopsis thaliana (ARATH), une de Debaryomyces 

hansenii (DEBHA) et une de Kluyveromyces lactis (KLULA).   
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De plus, la délétion systématique de chacun des trois gènes codant pour les protéines de la 

famille PACE12 chez la levure Saccharomyces cerevisiae a été testée. Leur délétion est létale, 

soulignant l’importance de ces protéines au niveau cellulaire 

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

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

 

 1.4. La protéine PAB0955 

 

La protéine PAB0955 contient une séquence reconnue pour fixer les nucléotides tri-

phosphates tel que l’ATP (adénosine tri-phosphate) ou le GTP (guanosine tri-phosphate) en 

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

loop (phosphate binding loop), qui sert à fixer les groupements phosphates des nucléotides 

(Walker et al., 1982).  

La similitude de séquence (environ 10% d’identité) entre les protéines de la famille PACE12 

et les petites protéines G a fait que ces protéines ont été classées dans le COG1100 (Natale et 

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

protéines hydrolysant le GTP (GTPases) dont Sar1, une petite protéine G. L’activité 

d’hydrolyse spécifique du GTP par PAB0955 a été vérifiée en solution, confirmant sa qualité 

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

petite protéine G, l’introduction est consacrée aux différentes GTPases dont la structure est 

connue. 

 

2. Les GTPases 

 

Les GTPases sont des enzymes capables de fixer et d’hydrolyser le GTP. La plupart des 

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

organisation tridimensionnelle semblable, avec un cœur formé par un domaine G qui fixe les 

nucléotides et d’éventuelles insertions greffées sur ce cœur.  

 

Le domaine G, qui caractérise la plupart des GTPases, forme le site de fixation et d’hydrolyse 

des nucléotides (Paduch et al., 2001). Il s’arrange en repliement de type Rossmann, c’est-à-

dire avec un feuillet-" entouré d’hélices-!. Ce domaine G est une alternance de brins-", 

classiquement au nombre de 6, et d’hélices-! qui sont généralement au nombre de 5. En plus 
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de sa conservation structurale, le domaine G possède également une conservation de séquence 

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

fixe les phosphates du nucléotide, sa séquence est celle d’un motif de Walker de type A, elle 

est située entre le brin-"1 et l’hélice-!1 c’est-à-dire en Nter du domaine G. Le motif G2 sert à 

fixer le Mg2+ nécessaire à l’hydrolyse du GTP et selon la famille de GTPases, c’est un résidu 

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

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

trois premiers motifs G sont situés du même côté que les groupements phosphates du 

nucléotide. Alors que les motifs G4 et G5 servent à fixer la base guanine, et donnent la 

spécificité pour le GTP et le GDP aux protéines qui les portent. Le motif G4 possède une 

séquence consensus NKXD. Le motif G5 n’est pas présent dans toutes les GTPases, il est plus 

difficile à repérer en séquence car il peut être formé uniquement d’une alanine, qui est le plus 

souvent précédé d’une cystéine ou d’une sérine. 

 

 Les GTPases sont impliquées dans diverses fonctions : transduction de signal, biosynthèse de 

protéines, contrôle et différenciation cellulaire, translocation de protéines à travers la 

membrane et le transport de vésicules. Elles jouent un rôle vital pour les cellules.  

Afin de mieux comprendre et d’analyser la structure de PAB0955, il était important de faire 

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

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

ou, du moins, le type de voie biologique dans laquelle est impliquée la protéine d’intérêt. 

Nous espérons donc qu’en déterminant la structure tridimensionnelle de PAB0955 et en 

l’analysant, nous obtiendrons des informations sur sa fonction biologique. Lors de cette étude, 

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

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

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

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

(Keenan et al., 2001), mais jamais l’ensemble des GTPases en détail. 

 

Dans une étude publiée en 2002, un découpage des GTPases en deux sous-familles a été fait 

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

comprendre l’évolution de ces protéines. La première classe de protéines nommée TRAFAC 

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

dynamines, les GBP (Guanylate Binding Protein), les protéines G hétérotrimériques et 
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d’autres GTPases dont la structure n’est pas connue. La seconde classe nommée SIMIBI 

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

déthiobiotine syntéthase (dont nous reparlerons dans l’analyse structurale), et également des 

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

remarqué que la famille PACE12 était représentée par un de ses homologues humain XAB1. 

La protéine XAB1 est classée dans la famille SIMIBI. Ceci est en désaccord avec la 

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

étant classées dans TRAFAC).  

 

L’étude de Detlet D. Leipe a été réalisée sur la base de la séquence et ne considère pas toutes 

les GTPases, puisque les tubulines n’apparaissent pas dans ces deux sous-familles. C’est 

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

la structure. La première sous-famille inclut les protéines possédant un domaine G de type 

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

moléculaires. La seconde regroupe les protéines possédant un domaine G de type SRP, avec 

un feuillet-" parallèle, et regroupe uniquement les SRP et leurs récepteurs. Elle se nommera 

donc la famille des SRP. La troisième famille sera celle des tubulines, elle regroupe les 

tubulines et les protéines FtsZ (homologue bactérien) qui ne possèdent pas de domaine G.    

 

Cette classification structurale est souvent liée à une fonction ou à un mode de 

fonctionnement dans des voies métaboliques précises. Ceci peut éventuellement nous guider 

sur la fonction de PAB0955. 

 

3. Une classification des GTPases 

 

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

feuillet-" mixte  

 

Les GTPases de cette première sous-famille sont les plus nombreuses, elles regroupent entre 

autres les petites protéines G (environ une centaine de protéines). Elles possèdent un domaine 

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

qualifiées d’interrupteurs moléculaires car elles ont la particularité de pouvoir osciller entre 

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

nucléotide, les interrupteurs moléculaires sont capables de fixer différents partenaires et donc 

d’induire différents types de signaux.  

 

3.1.1.  Les petites protéines G 

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

sont impliquées dans de nombreuses maladies chez l’homme, dont plusieurs cancers.  

 

Les petites protéines G sont divisées en 5 familles, selon leurs fonctions biologiques : 

_ RAS (différenciation et prolifération cellulaire) 

_ RAB (reconnaissance et la fusion vésiculaires) 

_ RHO (cytosquelette) 

_ RAN (transport nucléoplasmique et le cycle cellulaire) 

_ ARF (formation vésiculaire). 

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

ou ATPases. Elles sont nommées petites protéines G car elles sont généralement constituées 

d’environ 180 acides aminés, donc sont de petit poids moléculaire (20 kDa). Leur structure 

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

 

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

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

sandwich par des hélices-! dans les interrupteurs moléculaires. 
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Figure.3.  Structure de Ras humaine en complexe avec un analogue du GTP (GMPpnp).  

(code PDB : 1CTQ (Scheidig et al., 1999)) 

 

Le motif G1, la P-loop, sert à la fixation des groupements phosphates du nucléotide en 

formant une boucle grâce à ses glycines conservées. Sa séquence consensus 

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

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

protéines G, entre le premier brin-"  et la première hélice-!, c’est le cas pour la plupart des 

GTPases. 

Le motif G2 qui relie l’hélice-!1 au brin-"2, n’a pas de séquence consensus mais possède une 

thréonine conservée impliquée dans la fixation du magnésium (T35 dans hRas). Ce motif est 

également nommé « switch I » pour les interrupteurs moléculaires, car il change de 

conformation en fonction de la nature du nucléotide fixé. 

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

situé en Nter de la seconde hélice-! , après le brin-"2 qui est anti-parallèle aux autres brins-". 

Ce motif sert à la fixation du magnésium et du phosphate-#. Il est aussi appelé « switch II » 

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

la nature du nucléotide fixé. Dans beaucoup de petites protéines G, ce motif contient en plus 

une glutamine, DX1X2GQ, impliquée dans le mécanisme d’hydrolyse du GTP par 

stabilisation de l’état intermédiaire, (Q61 dans hRas). 

 

G1 

G2 

Switch I 

G3 

Switch II 

G4 

G5 

GMPpnp 

 !2 

 !1 

 !3 
 "1 

 "2 

 "3 

 "4 

 "5 
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 !4 
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Le motif G4, NKXD, reliant le brin-"5 à l’hélice-!4, sert à la fixation de la base guanine. Les 

acides aminés asparagine et acide aspartique forment des liaisons hydrogènes avec la base, la 

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

Le motif G5 stabilise la base guanine en formant une liaison hydrogène avec l’atome 

d’oxygène O6 spécifique de la guanine (absent dans l’adénine). Ce motif est responsable, 

avec le motif G4, de la sélectivité des protéines vis-à-vis de la guanine. La séquence du motif 

G5 est SAK le plus souvent, avec une alanine conservée qui fixe la base par l’atome d’azote 

de sa chaîne principale. Ce motif G5 n’est pas présent dans toutes les GTPases.  

La désignation des motifs G sera conservée tout au long du manuscrit, et les différences de 

structure ou de séquence de ces motifs selon les protéines seront signalées. 

 

La particularité de ces petites protéines G réside dans leur capacité à changer de structure en 

fonction du nucléotide fixé. Ce changement est important et se constate assez facilement sur 

les structures de la figure 4.a avec comme exemple la protéine Ras humaine. Les régions 

nommées « switch I et II » (motifs G2 et G3) étant mobiles, en absence de nucléotide, il est 

fréquent qu’elles ne soient pas modélisées dans les structures cristallographiques car leur 

densité électronique est trop faible. 

 

  

 

 

 

Petite G 
INACTIVE 

GDP 

Petite G 
ACTIVE 

GTP 

GEF 

GAP 

Figure.4.a. Superposition de trois structures de hRas. 

 

En orange hRas en complexe avec le GMPpnp 

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

(4Q21(Milburn et al., 1990)) et en vert la protéine 

dans sa forme complexée avec un facteur d’échange 

(GEF) qui n’est pas représenté (1BKD (Boriack-

Sjodin et al., 1998)). Les flèches indiquent les 

déplacements des motifs G2 et G3. 

Figure.4.b. Cycle d’hydrolyse 

du GTP par des petites 

protéines G. 

 

Le facteur d’échange, GEF, 

charge la protéine en GTP et le 

facteur d’activation, GAP, 

active l’hydrolyse du GTP. 

 

 

G3 ou switch II 

G2 ou switch I 
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L’état des petites protéines G est contrôlé par la nature du nucléotide fixé. Lorsque la protéine 

fixe du GDP, elle est inactive et ne peut transmettre de signal. Comme son activité d’échange 

de nucléotide est faible, elle est réguleé par d’autres facteurs protéiques (fig.4.b.) (Sprang, 

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

l’activation de la petite protéine G en favorisant l’échange du GDP par du GTP. Dans sa 

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

cellulaire. L’hydrolyse du GTP en GDP est catalysée par une protéine GAP (GTPase 

Activating Protein) et permet le retour à l’état inactif de la petite protéine G qui se retrouve 

alors avec du GDP dans son site nucléotidique.  

 

3.1.2.  Les facteurs d’élongation et d’initiation (EF-Tu, EF-G, IF) 

 

Chaque étape de la biosynthèse des protéines (traduction) est contrôlée par de nombreuses 

macromolécules dont les facteurs d’initiation (IF ou eIF) et d’élongation (EF-Tu et EF-G). 

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

3 sont structurés en tonneau-" antiparallèle (fig.5.a.). Ces facteurs appartiennent à la famille 

des interrupteurs moléculaires et changent de conformation selon le type de nucléotide fixé 

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

 

 

 

 

 

 
 

Figure.5.a. Structure de EF-Tu de Thermus 

aquaticus en complexe avec du GMPpnp 

(1EFT (Kjeldgaard et al., 1993)). 

Le domaine G est en beige, le domaine 2 en 

rose et le domaine 3 en violet. 

Figure.5.b. Superposition des complexes EF-

Tu/GMPpnp et EF-Tu/GDP (1TUI 

(Polekhina et al., 1996)).  

En beige et orange le domaine G de EF-

Tu/GMPpnp, en bleu celui de EF-Tu/GDP. 

En rose et violet foncé sont représentés les 

domaines 2 et 3 de EF-Tu/GDP. 

domaine 3 

domaine 2 
domaine G 

G1 

G2 

G3 

G4 

G5 

G2  

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

celle liant le GDP sont signalés par des flèches rouges pour le motif G2 (switch I) et rose pour 

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

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

domaine G. Ce basculement se produit au moment de l’hydrolyse du GTP ; cela sépare le 

facteur d’élongation de l’ARN de transfert (ARNt). 

 

La traduction a lieu au niveau du ribosome qui reçoit les ARNt transportant les acides aminés 

pour former la chaîne polypeptidique et l’ARN messager (ARNm) qui contient l’information 

de séquence à traduire. La traduction est un processus qui se divise en trois étapes, l’initiation, 

l’élongation et la terminaison.  

Les facteurs d’initiation, comme leur nom l’indique, débutent la traduction en permettant aux 

différentes molécules mises en jeu d’être bien positionnées. Ils permettent la formation d’un 

complexe contenant : le ribosome, l’ARNm au niveau de son codon d’initiation et  l’ARNt 

d’initiation lié à une méthionine. À ce moment, les facteurs d’initiation sont capables de fixer 

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

complexe d’initiation fonctionnel pour l’élongation de la chaîne polypeptidique, et libère des 

facteurs d’initiation. 

Les facteurs d’élongation 

EF-Tu et EF-G servent à 

l’élongation de la chaîne 

polypeptidique au cours de 

la traduction des protéines 

(fig.6.). 

Les EF-Tu fixent et 

délivrent l’ARNt lié avec 

un acide aminé au site A du 

ribosome dans sa forme 

liant le GTP. Le ribosome 

agit alors comme activateur 

de l’hydrolyse du GTP 

(comme les GAP des 

petites protéines G), ce qui  

 

 
Figure.6. Cycle d’élongation de la chaîne polypeptidique. 

En cyan la grande sous unité du ribosome, en beige la 

petite, en jaune le site de terminaison de la traduction. 

Site A 

Site P 
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libère le facteur d’élongation EF-Tu. La liaison peptidique peut alors se former, au site A du 

ribosome ; il y a donc élongation de la chaîne polypeptidique. Le complexe ARNt-

polypeptide est alors transféré du site A au site P sur le ribosome. Ceci se fait grâce au  

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

l’ARNt non chargé du site P ; le ribosome glisse alors sur l’ARNm, ce qui entraîne un 

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

accepter la formation d’une nouvelle liaison peptidique avec un autre acide aminé, qui grâce 

au déplacement de l’ARNm correspondra au codon suivant dans la séquence. L’étape de 

terminaison intervient lorsqu’il y a un codon stop sur la séquence d’ARNm. 

 

3.1.3.  Les protéines G hétérotrimériques, sous unité alpha 

 
Les signaux extracellulaires sont reconnus par des récepteurs à la surface de la membrane 

cytoplasmique et transmis à l’intérieur des cellules par l’intermédiaire de récepteurs. Les 

récepteurs appartenant à la famille des récepteurs à 7 hélices transmembranaires, sont couplés 

aux protéines G hétérotrimériques. Ces protéines possèdent 3 sous-unités G!, G" et G#. La 

sous-unité G! porte la fonction d’hydrolyse du GTP (fig.7.a. et 7.b.).  

 
Figure.7.a. Structure de la sous-unité G" de 

Rat en complexe avec du GMPpnp (1CIP 

(Coleman and Sprang, 1999)). 

 

La structure est ici complète, mais des 

hélices-" recouvrent le site nucléotidique. 

 

 
Figure.7.b. Structure de la sous-unité G" 

de Rat en complexe avec du GMPpnp 

(1CIP). 

 

La vue est dans la même orientation que 

celle de la fig.7.a. mais sans les hélices-" 

qui recouvrent le site nucléotidique. 

 

G1 

G2 

G3 

G4 

G5 
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Cette GTPase oscille entre une 

conformation active liant le GTP (en 

orange) et une conformation inactive 

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

Comme les petites protéines G, les 

protéines G hétérotrimériques sont 

aussi des interrupteurs moléculaires 

qui changent de structure en fonction 

du nucléotide. La sous-unité ! change 

de conformation selon le type de 

nucléotide fixé. Les sous-unités " et #, 

toujours liées ensemble, forment le 

domaine de reconnaissance du 

récepteur ainsi que le domaine 

d’interaction et de régulation des 

effecteurs (Kaziro et al., 1991).  

Il existe différentes classes de sous-unités  ! : !s(olf), !i(o,t,g,z), !q et !12, elles sont impliquées 

dans différentes fonctions biologiques. Lorsque la sous-unité ! fixe du GTP, elle peut réguler 

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

Ca2+, la phosphodiesterase GMP cyclique. Lorsqu’elle fixe du GDP, la sous-unité G! est liée 

avec les deux autres 

sous-unités "# et ne 

peut donc fixer 

d’effecteur (Sprang, 

1997).  Seule la 

sous-unité ! liant 

du GTP, dissociée 

des sous-unités "#, 

peut interagir avec 

des effecteurs 

(fig.8). 

 

 
Figure.7.c. Superposition des structures de G"   en 

complexe avec du GMPpnp (orange) et celle en 

complexe avec du GDP et du PO4
2-

 (bleu) (1GIT 

(Berghuis et al., 1996)). 

 Les flèches indiquent les zones mobiles. 

 
 
Figure.8. Cycle des protéines G hétérotrimériques 

G3 

G2 
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3.1.4. Les GBP (guanylate-binding protein) 

 

Les GBP sont de grandes GTPases (60 à 100 kDa) impliquées dans la réponse cellulaire anti-

virale. Elles constituent la classe la plus abondante de protéines induites par l’interféron-#, 

une substance immunomodulatoire induisant l’expression de gènes impliqués dans la réponse 

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

possèdent un grand domaine G (300 résidus) structuralement similaire à celui des petites 

protéines G. Ces protéines ont en plus un autre domaine en hélice-! allongé (violet), ce qui 

fait qu’elles sont de plus haut poids moléculaire (60-100 kDa) que les petites protéines G (20 

kDa). 

Même si leur domaine G est 

structuralement proche de celui des 

petites protéines G, il existe 

plusieurs caractéristiques 

spécifiques aux GBP. Elles 

contiennent des insertions par 

rapport au domaine G canonique. 

Le motif G4, NKXD, est remplacé 

par une boucle RD où l’acide 

aspartique joue le même rôle 

(181TLRD184 dans hGBP1). De plus 

les GBP ont une faible affinité 

pour les nucléotides à base 

guanine, mais ont une forte activité 

d’hydrolyse du GTP. Leur vitesse 

d'hydrolyse est de 80 min-1 alors 

que celles des petites protéines G 

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

due à la présence d’un motif conservé dans les GBP (103DXEKGD108 dans la GBP1 humaine). 

Ce motif riche en résidus chargés pourrait avoir un rôle catalytique similaire à celui d’une 

GAP (activation de l’hydrolyse du GTP). 

Les GBP sont capables de se dimériser de façon nucléotide-dépendante (Ghosh et al, 2006). 

En absence de nucléotide, en complexe avec du GMP ou du GDP, la GBP est monomérique. 

 
Figure.9.a. Structure de la GBP1 humaine en 

complexe avec du GMPpnp (1F5N (Prakash et al., 

2000b)). 

 

Le domaine G est en beige, et le domaine en hélice-" 

est en violet. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure.9.a. Structure de la GBP humaine 1F5N 

G4 

G5 

G1 
G3 

G2 
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Elle devient dimérique en fixant un nucléotide tri-phosphate (GTP ou GMPpnp) (Prakash et 

al., 2000b).  

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

nucléotide fixé (fig.9. b et c), notamment au niveau des régions « switch » (motifs G2 et G3).  

 

 

 

La structure de hGBP1 sans nucléotide contient 4 régions qui n’ont pu être modélisées dans la 

densité électronique : le motif G2, le motif G3, le motif G4 et une région située après le motif 

G5. En absence de nucléotide, les interrupteurs moléculaires sont moins stables (voir instables 

pour certains) et certains motifs G sont alors désordonnés. La présence et la nature du 

nucléotide affectent la conformation et la stabilité de la protéine.  

 

3.1.5.  Les Dynamines 

 
Les dynamines sont impliquées dans l’endocytose, le transport de vésicules et le maintien de 

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

 
Figure.9.b. Superposition de la structure de la 

hGBP1 seule (bleu) et en complexe avec du 

GMPpnp (orange). 

 

En violet clair le domaine en hélice-" de la 

structure en complexe avec du GMPpnp 

(1F5N) et en violet foncé celui de la structure 

seule (1DG3 (Prakash et al., 2000a)). 

 
 
 
Figure.9.c. Zoom de la figure.9.b. sur le 

domaine G. 

 

 

Les cercles jaunes indiquent les extrémités 

des parties non modélisées dans la 

structure sans nucléotide.  

 

G3 

G2 

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

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

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

possèdent une faible affinité pour les nucléotides et une forte activité d’hydrolyse (supérieure 

à celle des petites protéines G); ceci étant probablement dû à leur domaine GED. Le domaine 

G ressemble à celui des petites protéines G avec des insertions supplémentaires. Les 

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

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

similaires, 3 régions n’ont pu être modélisées dont les deux régions switch. Il est donc 

difficile de comparer les structures puisque les régions qui sont susceptibles de se réarranger 

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

conformation selon la nature des nucléotides. En effet l’absence du domaine GED pourrait 

expliquer l’agitation des régions qui n’ont pu être modélisées. Les similitudes structurales 

avec les autres interrupteurs moléculaires confirment que la fixation des nucléotides doit 

entraîner des réarrangements structuraux. Ces changements structuraux auraient pour but 

d’activer la fusion des membranes (Niemann et al., 2001). 

 

3.1.6.  Les GTPases non classiques 

 
Il existe en plus de ces familles de protéines G bien identifiées, différentes GTPases dont la 

structure est connue et diffère de celle des autres familles. Parmi ces protéines, il y a les 

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

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

donc des cibles pour produire des molécules anti-bactériennes (1SUL, (Ruzheinikov et al., 

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

est similaire à celui des petites protéines G avec un feuillet-"2 antiparallèle et des régions non 

modélisées en absence de nucléotide triphosphate. 

Il y a également les protéines : trmE (1RFL, non publié), Obg (1UDX, (Kukimoto-Niino et 

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

les régions switch sont stables et un feuillet-" mixte avec le second brin-" anti-parallèle. Mais 

ces protéines n’ont pu être cristallisé avec des nucléotides, donc on  ne peut étudier leur mode 

de fixation. Et enfin il y a la protéine TOC34 (1H65 (Sun et al., 2002)) qui est également une 
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GTPase capable de se dimériser. La dimérisation permet à la protéine de mimer l’action d’une 

protéine GAP de petite protéine G. 

3.2. La famille des SRP : domaine G avec un feuillet-" parallèle  

 

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

2002) intervient dans la sécrétion des polypeptides, en cours de traduction, à travers la 

membrane du réticulum endoplasmique (RE). Le complexe est formé par l’ARN et la protéine 

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

Dans une première étape, la protéine SRP liant le GTP (bleu) reconnaît la séquence signal du 

polypeptide (rouge) en cours de synthèse. Puis, elle transporte le ribosome avec le 

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

procaryotes, par l’interaction avec son récepteur liant le GTP à proximité de l’appareil de 

translocation (étape 2). Les deux complexes ainsi chargés en GTP peuvent interagir entre eux 

par leurs domaines G, ce qui auto-active l’hydrolyse de GTP. L’hydrolyse sépare la SRP du 

polypeptide fixé au ribosome, le récepteur de la SRP se détache du translocon (étape 3). Le 

ribosome est alors fixé sur le translocon et cela assure la sécrétion du polypeptide à travers la 

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

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

Étape 1 

Étape 2 

Étape 3 
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La protéine SRP et son récepteur sont des GTPases multidomaines, qui forment un 

hétérodimère pour activer l’hydrolyse du GTP au moment de la translocation du polypeptide. 

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

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

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

différents nucléotides ont été résolues.  

La protéine Ffh est formée de trois domaines : un domaine N de 100 résidus en Nter, un 

domaine G (200 résidus) qui possède le site de fixation des nucléotides et interagit avec le 

récepteur et un domaine M en Cter (140 résidus) riche en méthionine qui fixe l’ARN et la 

chaîne polypeptidique en cours de traduction (fig.11.a.). Le récepteur de la SRP, lui contient 

deux domaines : un domaine N en hélices-!, et un domaine G qui fixe le nucléotide et 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les domaines G de la Ffh et de son récepteur FtsY sont structuralement similaires. Même si le 

repliement est globalement proche de celui d’un domaine G canonique de petite protéine G, il 

s’en distingue significativement. Tout d’abord le motif G2, qui fixe le magnésium, contient un 

acide aspartique conservé, D135 dans Ffh  et D139 dans FtsY, au lieu d’une thréonine dans les 

interrupteurs moléculaires. Ce motif G2 est situé après le brin-"2 dans Ffh et FtsY, alors qu’il 

se situe avant le brin-"2 dans les petites protéines G. Cette localisation différente fait qu’il 

 
 
Figure.11.a. Structure des domaines N et G 

de la Ffh en complexe avec du GMPpcp 

(1RJ9  (Egea et al., 2004)). 

Le domaine N est en rose, le domaine G en 

beige, le GMPpcp est représenté en bâton.  

 

 
 
 
Figure.11.b. Structure de FtsY en 

complexe avec du GMPpcp (1RJ9  (Egea 

et al., 2004)).  

 

Domaine N 

Domaine G 

G1 
G2 

G3 

G4 
Domaine N 

Domaine G 

G1 
G2 

G3 
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n’existe pas de grande boucle (switch I) avant le brin-"2 dans Ffh et FtsY. Ainsi le brin-"2 est 

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

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

ne montrent pas de réarrangements structuraux (fig.11.c). L’acide aspartique D135 de Ffh se 

déplace de 0.39 Å entre la structure liant le GDP et celle liant le GMPpnp, alors que pour 

hRas par exemple le déplacement de la T35 est de 3.12 Å. Il en est de même pour le motif G3 

(switch II) qui ne subit 

pas dans Ffh de 

réarrangements 

structuraux aussi 

important que dans les 

petites protéines G. Le 

déplacement de la G190 de 

Ffh est de 2 Å alors que 

celui de la G60 de hRas est 

de 5.19 Å entre les 

structures en complexes 

avec le GDP et le 

GMPpnp.  

La protéine Ffh seule ne subit pas de réarrangements structuraux selon la nature du nucléotide 

fixé. Lorsqu’elle interagit avec son récepteur, FtsY, des changements structuraux sont 

observés notamment au niveau 

des motifs G2 et G3 

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

ces motifs G2 et G3 sont 

également flexibles dans les SRP 

et leurs récepteurs. Leurs 

conformations dépendent de l’état 

d’oligomérisation de ces 

protéines et non de la nature du 

nucléotide fixé. La formation du  

complexe Ffh/FtsY déclenche 

 
Figure.11.c. Superposition des structures de Ffh en complexe 

avec du GDP en bleu (1NG1 (Freymann et al., 1999) et en 

complexe avec du GMPpnp en orange (1JPJ (Padmanabhan 

and Freymann, 2001). 

Les zones plus foncées indiquent les motifs G2 et G3 qui n’ont 

pas changé de conformations entre les deux structures.  

 

G3 

G2 

 
Figure.11.d. Superposition de Ffh (sans FtsY) en 

complexe avec du GMPpnp (en orange 1JPJ) et en 

complexe avec FtsY (en vert 1RJ9) (Egea et al., 

2004). 

 

G3 

G2 
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l’hydrolyse du GTP, avec l’apport d’une arginine dans le site actif de chaque protéine. Ainsi, 

les protéines Ffh et FtsY s’auto-activent. 

 

3.3. La famille des tubulines : sans domaine G 

 

La formation des microtubules joue un rôle important dans les mécanismes liés à la 

croissance, la division, la différenciation, le transport et la sécrétion cellulaire. La tubuline est 

une protéine constitutive majeure des microtubules. C’est une GTPase qui est notamment 

régulée par des protéines de la famille de la stathmine. La structure de la tubuline a été 

déterminée en complexe avec la stathmine. La stathmine est une phosphoprotéine qui module 

la dynamique des microtubules en réponse à des stimuli externes. Le complexe 

tubuline/stathmine est composé d’un hétérodimère de tubuline !" et d’une molécule de 

stathmine (Gigant et al., 2000). 

La protéine FtsZ est la 

tubuline procaryote. Elle 

polymérise également pour 

former les microtubules 

essentiels à la division 

cellulaire. Chez les 

procaryotes, FtsZ adopte la 

même structure que la 

tubuline (Oliva et al., 2004). 

FtsZ est formée de deux 

domaines : un Nter qui 

contient le site de fixation du 

nucléotide et un Cter qui sert 

à l’hydrolyse du GTP. Le 

domaine N est différent des 

domaines G des autres 

GTPases. Il ne contient pas 

de motifs G. Ce domaine 

adopte un repliement de type 

 
Figure.12.a. Structure du dimère de FtsZ en complexe avec 

du GTP (1W5A (Oliva et al., 2004)). 

En beige et violet clair sont représentés les domaines Nter 

des deux monomères de FtsY, et en orange et violet foncé 

sont représentés les domaines Cter de ces monomères, et en 

jaune la P-loop. 

 

Domaine Cter 
 

Domaine Nter 
 

Domaine Cter 
 

Domaine Nter 
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Rossmann, avec un feuillet-" parallèle composé de 6 brins entouré d’hélices-!. Le site 

nucléotidique n’est complet que lorsque la protéine est dimérique. La dimérisation se fait par 

l’interaction d’un domaine Nter d’un monomère avec le domaine Cter de l’autre monomère 

(fig.12.a.).  

Le domaine Cter, composé d’hélices-! et de brins-", contient la boucle T7. Cette boucle 

contient l’acide aspartique (D238 de Methanococcus jannaschii) qui est essentiel à l’hydrolyse 

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

 

 

Sous sa forme liant le GTP la protéine FtsZ dimérise. Après l’hydrolyse du GTP, les 

monomères se séparent. 

 

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

différentes des GTPases décrites précédemment. Elles ne contiennent pas de motif G et leur 

P-loop n’est pas un motif de Walker de type A. En effet, la séquence qui fixe les groupements 

phosphates du nucléotide est une séquence modifiée riche en glycine (130GLGGGTGTG138 

pour FtsZ de Methanococcus jannaschii). La structure du monomère ne semble pas subir de 

 
Figure.12.b. Structure de FtsZ en 

complexe avec du GTP (1W5A (Oliva et 

al., 2004)). 

 
 
Figure.12.c. Zoom de la figure.12.b. au 

niveau du site nucléotidique. 

 

La boucle T7 du domaine Cter d’un 

monomère apporte l’acide aminé D238 qui 

vient compléter le site nucléotidique du 

domaine Nter de l’autre monomère. 

Boucle T7 

Domaine Cter 

Domaine 
Nter 

Domaine 
Nter 

Domaine Cter 

 
D238 

Boucle T7 
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réarrangement structural lors de l’hydrolyse du GTP, cependant ces protéines oscillent entre 

une forme active et inactive selon le type de nucléotide fixé et leur degré d’oligomérisation.  

En résumé la majorité des GTPases sont des interrupteurs moléculaires qui changent de 

conformation en fonction du nucléotide fixé. D’un point de vue structural, elles sont 

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

selon le nucléotide fixé. L’oscillation entre leur état actif et inactif est contrôlée par les 

protéines GAP et GEF.  

Les protéines de la famille des SRP possèdent un feuillet-" parallèle, leur structure ne varie 

pas sensiblement en fonction du nucléotide fixé (pas de GEF ou de GAP). Cependant 

l’hydrolyse du GTP est activée par l’hétérodimérisation entre la SRP et son récepteur. 

Les propriétés biochimiques de ces domaines G (affinité pour le nucléotide, vitesse 

d’hydrolyse) dépendent visiblement du rôle biologique tenu. L’ensemble de ces données 

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

contexte et nous aider à identifier son rôle et son mode de fonctionnement en mettant en 

évidence les différences et les similitudes avec les structures de domaines G déjà connues. 

 

À titre d’exemple, aucune GTPase homodimérique avec un domaine G n’a été identifiée à ce 

jour. 
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I.1. Biochimie de PAB0955 
 

I.1.1. Expression et purification de PAB0955 

 

La protéine codée par le gène PAB0955 de Pyrococcus abyssi a été produite et purifiée par 

nos collaborateurs de l’équipe de Jean Armengaud du CEA de Marcoule. La présence de 

codons rares chez Pyrococcus abyssi a nécessité l’utilisation de la souche Rosetta(DE3)pLys 

qui contient des gènes codant pour des ARNt supplémentaires pour les acides aminés 

arginine, isoleucine, proline et leucine. La première étape de purification se fait par chauffage 

de l’extrait cellulaire à 80°C, car la majorité des protéines d’Escherichia coli sont dénaturées 

alors que les protéines de Pyrococcus abyssi qui est une archaea hyperthermophile résistant à 

des hautes températures (environ 100°C). Puis, la protéine PAB0955 est purifiée sur une 

colonne d’affinité grâce à son étiquette constituée de 14 acides aminés dont six histidines, 

située en Nter. Notre protéine ayant un point isoélectrique théorique de 5.6, la dernière étape 

de purification se fait sur une colonne échangeuse d’anion (Resource-Q). La purification 

permet d’obtenir 6,6 mg de protéine recombinante pure par litre de culture. La protéine est 

ensuite analysée par spectrométrie de masse et par séquençage Nter. Ceci a confirmé que 

c’était bien la protéine PAB0955 recombinante qui a été purifiée, avec une masse moléculaire 

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

 

MRGSHHHHHH GMASMIVVFV GTAGSGKTTL TGEFGRYLED NYKVAYVNLD 

TGVKELPYEP SIDVREFVTV EEIMREGYGP NGAIVESYDR LMEKFNEYLN  

KILRLEKEND YVLIDTPGQM ETFLFHEFGV RLMENLPYPL VVYISDPEIL 

KKPNDYCFVR FFALLIDLRL GATTIPALNK VDLLSEEEKE RHRKYFEDID 

YLTARLKLDP SMQGLMAYKM CSMMTEVLPP VRVLYLSAKT REGFEDLETL  

AYEHYCTCGD LT 
 

Figure.I.1. Séquence de PAB0955 recombinante 

Surligné en vert l’étiquette 6 histidines, surligné en jaune le motif de Walker de type A qui fixe 

les groupements phosphates du nucléotide. 
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I.1.2. Degré d’oligomérisation de PAB0955 

 

La protéine recombinante PAB0955 contient 262 acides aminés. Lors de mon arrivée au 

laboratoire, différents états d’oligomérisation (fig.I.2.) avaient été révélés par une analyse de 

chromatographie d’exclusion. Les différents états d’oligomérisation (30% de dimère, 50% de 

tétramère et 20% d’octamère) sont dus aux deux cystéines situées en Cter de la protéine qui 

forment un pont disulfure inter-chaîne. Une étude par électrophorèse sur gel d’acrylamide en 

conditions dénaturantes, a permis de constater que cette oligomérisation était réversible par 

ajout de DTT (fig.I.3.). En présence de DTT la protéine est homogène, sa masse correspond à 

celle d’un dimère. Les tests de cristallisation qui suivent ont tous étaient réalisés en présence 

de DTT afin de conserver une solution protéique homogène monodisperse. 

 

Figure.I.2. Profil d’élution de PAB0955 par chromatographie d’exclusion. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure.I.2.  En bleu la fraction FP041 ne 

contient pas de DTT, il y a plusieurs multimères 

(8X : octamère, 4X : tétramère, 2X dimère). En 

rouge la fraction Fp040 qui contient du DTT, la 

protéine est sous forme dimérique exclusivement.   

 

 

Figure.I.3. Gel d’électrophorèse à 12.5% 

d’acrylamide en condition native. L’ajout de 

DTT permet d’obtenir majoritairement la forme 

dimérique. 

 
Figure.I.3. Gel d’électrophorèse 

natif 

 
 

Sans DTT          Avec DTT 

Dimère 
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I.1.3. Activité GTPase de PAB0955 

 

La protéine PAB0955 possède un motif de Walker de type A en Nter (7GTAGSGKT14), 

permettant la fixation et l’hydrolyse de nucléotide tri-phosphate (fig.I.1.). L’activité hydrolase 

de PAB0955 a donc été testée en solution montrant que PAB0955 est une GTPase. Ces tests 

d’activité ont été réalisés à la température optimale de croissance de Pyrococcus abyssi 

(82°C). 

Des quantités croissantes de protéines (0.2 à 1µM) sont incubées avec une quantité fixe de 

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

EPPS ne varie pas de pH à haute température. L’ensemble protéine et GTP à 80°C est analysé 

à différents temps (0, 5, 10, 15, 30 et 60 min) grâce à la séparation des différents nucléotides. 

L’hydrophobicité du GTP (substrat) est différente de celle du GDP (produit) cela permet de 

les séparer (colonne C18). 

À cette température, optimale pour l’archaea, l’activité spécifique d’hydrolyse du GTP de 

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

protéine. Cette vitesse d’hydrolyse est plus faible que celle d’une protéine de type kinase (de 

l’ordre du µmol), 10 fois plus rapide que celle d’une petite protéine G sans GAP (Sauvage et 

al., 1991).  

L’activité GTPase de la protéine XAB1, homologue humain de PAB0955, a été observée par 

auto-radiographie sur gel (Nitta et al., 2000). Après 30 minutes, le GTP est hydrolysé 

partiellement par XAB1, environ 30 à 40% d’après l’intensité des bandes sur le gel. Les 

conditions expérimentales pour mesurer l’activité d’hydrolyse de XAB1 utilisent 10 fois 

moins de substrat que d’enzyme. Au contraire nous avons utilisé 100 fois plus de substrat que 

de protéine pour mesurer l’activité d’hydrolyse de PAB0955. Il est donc difficile de comparer 

leur activité à la nôtre, mais dans les deux cas, la vitesse d’hydrolyse n’est pas comparable à 

celle d’une kinase.  

  

I.1.4. Repliement de PAB0955 

 

Avant d’entreprendre des tests de cristallisation, il est important de savoir si la protéine 

étudiée est repliée ; c’est-à-dire si elle adopte des structures secondaires de type hélice-! ou 

brin-". Les protéines présentant des parties non repliées ou trop flexibles pour adopter 

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

secondaire. Notre protéine devrait, selon la prédiction, présenter une alternance de brins-" et 

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

accord avec la prédiction de structure secondaire. 

Nos collaborateurs du CEA de Marcoule ont analysé la solution de protéine pure par 

dichroïsme circulaire. Cette technique permet de connaître la proportion d’hélices-!, de brins-

" et de parties non structurées dans une protéine. Le dichroïsme circulaire repose sur le fait 

que les protéines sont des structures optiquement actives qui n’absorbent pas de la même 

façon la lumière polarisée circulairement à droite et à gauche. De cette analyse, ils ont pu 

confirmer que la protéine était repliée ; et qu’elle adoptait une structure avec environ  50% en 

hélice-! et  50% en brin-". 

Une fois la protéine purifiée, elle nous est envoyée congelée. C’est pourquoi nous avons tout 

d’abord vérifié que le transport et la congélation n’avaient pas affecté son repliement. Pour 

cela, nous avons utilisé la résonance magnétique nucléaire à une dimension, pour savoir si la 

protéine était correctement repliée et pour tester sa thermostabilité. Les spectres ont montré 

que la protéine était repliée, et qu’elle le restait en augmentant la température (jusqu’à 48°C). 

Elle est donc bien thermostable. La propriété de thermostabilité vient du fait que Pyrococcus 

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

la protéine n’a pas été altérée au cours du transport ou par la congélation. 

La protéine recombinante PAB0955 est donc pure, homogène en solution, dimérique,  

thermostable, elle présente des structures secondaires et possède une activité d’hydrolyse 

spécifique pour le GTP. 

 

I.2. Cristallisation de PAB0955 
 

Afin de pouvoir déterminer la structure tridimensionnelle par rayons X de notre protéine, il 

faut tout d’abord obtenir des cristaux de celle-ci. Le cristal est un agencement périodique de 

molécules dans les trois dimensions de l’espace. Cette organisation tridimensionnelle 

spécifique fait que les rayons X diffusés par les nombreuses molécules du cristal vont 

interférer de façon constructive dans certaines directions privilégiées, permettant la mesure 

d’un spectre de diffraction. 

Les cristaux doivent être mono-cristallin afin d’obtenir un spectre de diffraction de bonne 

qualité permettant la résolution de la structure atomique de notre protéine.  
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  I.2.1. Principe de la Cristallisation 
 

I.2.1.1. Diagramme de phase 

 
La solubilité d'une macromolécule est fonction de nombreux paramètres comme le pH, la 

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

de la macromolécule augmente jusqu'à atteindre l'état de sur-saturation favorable à l'obtention 

de cristaux (fig.I.4.). 

Les cristaux sont obtenus en formant des gouttes au-dessus d’un réservoir. L'équilibre s'établit 

entre la goutte et le réservoir par diffusion des espèces volatiles jusqu'à ce que la tension de 

vapeur soit la même dans la goutte et dans le réservoir. Dans la plupart des cas, la goutte est 

initialement plus diluée que le réservoir ce qui entraîne une évaporation partielle de la goutte. 

La protéine qui ne s’échange pas avec le réservoir reste dans la goutte et donc se concentre.  

 

 

Figure.I.4. Diagramme de phase d’une protéine 

La flèche jaune indique l’évolution du système lors de l’équilibration par diffusion de vapeur 

jusqu’à la nucléation. La flèche rouge indique l’évolution de la goutte après nucléation, les 

cristaux se forment et la concentration en protéine diminue dans la goutte.  
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I.2.1.2. Technique de la goutte suspendue 

 

La méthode la plus utilisée pour cristalliser les macromolécules est la diffusion de vapeur en 

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

 

 

Figure.I.5. Système de cristallisation par diffusion de vapeur en goutte suspendue. 

La flèche orange indique l’évolution du système lors de l’équilibration par diffusion de 

vapeur. 

 

Nous avons utilisé deux types de boîtes pour la cristallisation en goutte suspendue. Les boîtes 

Limbro et Nextal. Dans une boîte Limbro, la goutte est formée sur une lamelle de verre 

siliconée, qui ensuite est scellée par de la graisse pour avoir un système hermétique. Dans une 

boîte Nextal, la goutte est formée sur un bouchon de plastique, qui est visé sur le puit, et qui 

possède un joint plastique rendant le système aussi hermétique que la graisse (fig.I.6.).  

 

Figure.I.6. Boîte Nextal de cristallisation 

 

La cinétique de la diffusion dépend des différences de concentration dans la goutte et dans le 

réservoir mais également de la géométrie du système, du volume de la goutte et de sa distance 

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

ou 1 ml. Les gouttes sont généralement formées du mélange de la protéine avec la solution du 

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

cristaux 

Goutte  
suspendue 

puits 

Bouchon 

vissé sur le 

puit 
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Lorsque l’on fait de larges criblages des différentes conditions de cristallisation, grâce à des 

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

principe d’obtention des cristaux reste le même, par diffusion de vapeur, mais la goutte est 

assise sur une cupule au-dessus du puits au lieu d’être suspendue.  

 

I.2.2. Cristallisation de PAB0955 
 

I.2.2.1. Cristallisation de la protéine Native et Apo 

 

Il faut tout d’abord déterminer la concentration de protéine appropriée à utiliser, c’est à dire la 

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

précipitées. Le but étant de se placer, au moment de la formation des gouttes, au plus proche 

de la zone de solubilité de la protéine. Cette zone est estimée par l’observation de gouttes 

formées avec une gamme de concentration en protéine et en agent précipitant. Cette 

estimation sert de point de départ pour les premiers essais de cristallisation et peut être affinée 

par la suite.  

 Nous avons ainsi estimé qu’une concentration de l’ordre de 8mg.ml-1 était appropriée pour un 

premier essai de cristallisation avec PAB0955.  

Pour couvrir une large de gamme de différentes conditions de cristallisation nous avons utilisé 

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

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

d’ammonium comme agent précipitant et des précipités avec le PEG6000. Nous avons donc 

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

sulfate d’ammonium à différents pH de chez Hampton Research. Le kit crystal screen I et II 

permet de tester une gamme de pH de 4 à 9, avec ou sans sel et différentes natures d’agents 

précipitants. Ces premiers tests nous ont permis d’obtenir les premiers cristaux de PAB0955 

(20 µm) après une journée (fig.I.7.a.).  

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

(v/v) ; 20% PEG 4000 (w/v) et du DTT à 20 mM. L’isopropanol est un solvant volatil, qui 

s’évapore rapidement et crée des mouvements de convection dans les gouttes entraînant les 

cristaux. Afin d’éviter ces problèmes et dans l’objectif d’optimisation de nos cristaux (pour 

qu’ils soient plus volumineux) l’isopropanol a été remplacé par d’autres solvants. Parmi eux, 

le dioxane permet d’obtenir les cristaux les plus volumineux (fig.I.7.b.). Ces cristaux obtenus 
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en 6 jours sont reproductibles. Ils ont permis l’enregistrement d’un jeu de données complet à 

l’E.S.R.F. (voir chapitre II résolution de structure). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

dommages d’irradiation importants dans les cristaux (production de radicaux libres, rupture 

de liaison covalente …). Une des solutions pour  diminuer ces dommages d’irradiation, qui 

déforment et détruisent l’édifice cristallin, est de congeler les cristaux et de les maintenir 

pendant l’enregistrement des données sous un flux constant d’azote gazeux à environ -160°C. 

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

Malheureusement, la congélation crée des tensions sur le cristal qui introduisent des défauts à 

différents degrés. Pour conserver la qualité des cristaux, s’ils se désorganisent au moment de 

la congélation, il est nécessaire de tester différents agents cryo-protectant (Garman and 

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

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

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

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

sodium à 5 M), des sucres (glucose, tréhalose, raffinose), des polyols (butandiol, hexanediol 

…), des solvants organiques (éthanol, propanol …) et des polymères (éthylène glycol, des 

PEG de différentes tailles …). 

 

 

 

Figure I.7.a. Cristaux de PAB0955 native 

(20 µm). 

Condition de cristallisation  

tri-Na citrate pH 5.6 à  0.1 M 

20% isopropanol  

20% PEG 4K 

DTT à 20 mM  

PAB0955 à 8mg.ml
-1

  

 

 

Figure I.7.b. Cristaux de PAB0955 native 

(300 µm). 

Condition de cristallisation  

tri-Na citrate pH 5.6 à 0.1 M 

3% dioxane 

15% PEG 4K 

DTT à 20 mM   

PAB0955 à 8mg.ml
-1
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I.2.2.2. Cristallisation de la protéine avec des  sels d’atomes lourds 

 

Il n’y a pas d’homologue proche en séquence (d’au moins 20% d’identité) de PAB0955, dont 

la structure ait été résolue. Par exemple il y a seulement 12% d’identité de séquence entre 

PAB0955 et la petite protéine  Ras humaine. Nous n’avons donc pas tenté le remplacement 

moléculaire pour résoudre la structure de PAB0955. Nous avons décidé de déterminer les 

phases avec des cristaux de protéines contenant des atomes lourds pour pouvoir résoudre la 

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

protéine avec différentes solutions de sel d’atomes lourds ont été réalisés.  

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

Macromolécules de l’IBS nous avons pu tester un dérivé cagé de gadolinium DTPA-BMA 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

L’avantage de cet ion Gd3+ est que son facteur f’’ est de 28e- à son seuil L3 (# = 1.7117 Å) et 

12e-  pour le rayonnement d’une anode tournante de laboratoire (# = 1.54 Å). Avec des 

cristaux dérivés de gadolinium, il est donc possible de déterminer les phases avec une source 

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

qui facilite leur manipulation. D’après les études menées par Meike Stelter durant sa thèse, les 

conditions de cristallisation pour les protéines qu’elle a testé, restent les mêmes en présence 

de complexe de gadolinium. Cela facilite l’obtention de cristaux dérivés par co-cristallisation.  

 

Les cristaux natifs ont été trempés dans des solutions de Gd-DTPA-BMA à différentes 

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

Après cryo-protection comme pour les cristaux natifs, ces cristaux dérivés ont été congelés. 

 Gd  CH3NHOC CONHCH3 

DTPA-BMA 
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Nous avons alors enregistré trois jeux de données à l’E.S.R.F. sur la ligne de lumière BM30-

A à différentes longueurs d’ondes, au seuil du Gd (# = 1.7117 Å), à l’inflexion (# = 1.70107 

Å) et une éloignée des deux premières (# = 1.3001 Å). Ceci afin de pouvoir déterminer les 

phases à l’aide du signal anomal enregistré à plusieurs longueurs d’onde. Les cristaux 

diffractaient jusqu’à 3 Å avec un Rsym global de 8% pour le meilleur jeu, ce qui est déjà élevé 

pour extraire le signal anomal qui est faible. Les cristaux ont tout de même permis de 

déterminer la présence d’un site de Gadolinium par monomère de PAB0955. Le taux 

d’occupation du gadolinium n’était par contre pas suffisant pour pouvoir résoudre la structure 

de PAB0955 avec ces cristaux dérivés.  

 

Afin d’augmenter le taux d’occupation du site de Gd-DTPA-BMA, des co-cristallisations de 

la protéine avec ce complexe ont été réalisées. Des cristaux ont été obtenus en 6 jours à 293K 

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

partir des conditions de cristallisation de la protéine native, en ajoutant à chaque goutte 1µl de 

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

d’enregistrer un jeu de données complet à l’E.S.R.F. sur la ligne de lumière ID14-eh4 (# = 

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

100 mM (fig.I.9.). 

 

Après traitement de ce jeu à une seule 

longueur d’onde (S.A.D.) la présence du site 

de fixation de l’ion Gadolinium a été 

confirmée. Le taux d’occupation du 

Gadolinium et la qualité de diffraction de ce 

cristal ont permis d’obtenir des phases de 

très bonne qualité (voir le chapitre II 

résolution de structure). 

 

 

 

 

 

 

  
Figure I.9. Cristal de PAB0955  

en complexe avec du Gd-DTPA-BMA  

(100 µm). 

Condition de cristallisation  

tri-Na citrate pH 5.6 à 0.1 M    

16% PEG 4K 

3% dioxane 

DTT à 20 mM 

PAB0955 à 10.7 mg.ml
-1

  

Gd-DTPA-BMA à 100 mM 
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I.2.2.3. Cristallisation de la protéine en complexe avec des nucléotides 

 

Après avoir résolu la structure de la protéine native et sans nucléotide, des essais de 

cristallisation ont été entrepris avec différents nucléotides à base guanine. 

Des trempages de cristaux natifs ont été réalisés avec un analogue non-hydrolysable du GTP, 

le GTP$S qui contient un atome de soufre à la place d’un des atomes d’oxygène lié au 

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

se dissolvent. Il est donc impossible d’obtenir les structures de la protéine en complexe avec 

des nucléotides par trempage. Ceci s’est vérifié pour l’ensemble des nucléotides testés. 

 

Les nucléotides tri-phosphates  

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

de cristallisation de la protéine apo n’a pas eu plus de succès. Aucun cristal n’a pu être obtenu 

à partir de ces conditions. 

La co-cristallisation de la protéine avec le GTP$S a donc été réalisée avec les kits 

commerciaux de Hampton en nanogoutte (robot de cristallisation de l’EMBL). Ceci dans le 

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

Sur les 576 conditions différentes testées, 97 ont permis l’obtention de cristaux soit 17%. Ce 

nombre important de conditions variées de cristallisation (toujours avec du PEG) montre que 

la protéine est sans doute plus stable en présence d’un nucléotide (donc plus apte à 

cristalliser). Parmi toutes ces conditions, celles qui permettent d’obtenir les cristaux les plus 

volumineux sont proches de celle de la protéine apo, un sel (acétate d’ammonium) remplaçant 

le solvant (dioxane).  

Les premières co-cristallisations avec le GTP$S ont été réalisées en utilisant un rapport d’une 

molécule de nucléotide pour un monomère de protéine. Le taux d’occupation du GTP$S 

observé dans ces structures est d’environ 50%, en conséquence le rapport nucléotide/protéine 

a été augmenté. Pour avoir un taux d’occupation de 100%, il fallut utiliser un ratio quatre fois 

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

Deux autres analogues non-hydrolysable du GTP ont également été testés en co-cristallisation 

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

qui contiennent un atome de carbone ou d’azote entre les phosphates " et $ respectivement.  
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Le GTP a également été testé, dans trois conditions différentes. La première dans des 

conditions similaires aux précédentes, afin de savoir si notre protéine était active dans les 

conditions de cristallisation. Des cristallisations sont faites en parallèle à 18°C où nous 

espérons observer une hydrolyse du GTP (fig.I.11.a.) et à 4°C, où nous espérons ralentir le 

mécanisme d’hydrolyse (fig.I .11.b.). Dans un second temps, des co-cristallisations avec un 

chélateur de magnésium, l’EDTA, ont été réalisées afin de savoir si, comme pour les autres 

GTPases, le Mg2+ était essentiel à l’hydrolyse du GTP (fig.I.11.c.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure.I.10.a. Cristaux 

de PAB0955 avec GTP!S. 

(100 µM) 

 

Condition de cristallisation  
tri-Na citrate pH 5.6 à 0.1 M 
13% PEG 4K  
NH4 acétate à 0.2 M 
 
DTT à 20 mM 
PAB0955 à 8 mg.ml-1 
GTP$S à 0.65 mM 
18°C 
 

Figure.I.10.b. Cristaux 

de PAB0955 avec GMPpcp. 

(50 µM) 

 

Condition de cristallisation  
tri-Na citrate pH 5.6 à 0.1 M 
17% PEG 6K  
NH4 acétate à 0.2 M 
NaCl à 50 mM 
DTT à 20 mM 
PAB0955 à 5 mg.ml-1 
GMPpcp à 0.65mM 
18°C 
 

Figure.I.10.c. Cristaux 

de PAB0955 avec GMPpnp. 

(80 µM) 

 

Condition de cristallisation  
tri-Na citrate pH 5.6 à 0.1M 
16% PEG 6K  
NH4 acétate à 0.2 M 
 
DTT à 20 mM 
PAB0955 à 7 mg.ml-1 
GMPpnp à 0.65mM 
18°C 
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Le nucléotide di-phosphate avec et sans additifs 

La co-cristallisation en présence de GDP, produit de l’hydrolyse du GTP, a également été 

réalisée, pour savoir si la protéine avait de l’affinité pour son produit (fig.I.12.a.). Des cristaux 

ont été obtenus dans des conditions de cristallisation similaires à celles des autres nucléotides.  

Puis, afin de mimer un état intermédiaire de la réaction d’hydrolyse, plusieurs analogues du 

phosphate ont été co-cristallisés en présence de GDP, ainsi que du phosphate lui-même. Nous 

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

phosphate de sodium et de fluorure d’aluminium (fig.I.12.c.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure.I.11.a. Cristaux de 

PAB0955 avec GTP (18°C). 

(50 µM) 

 

Condition de cristallisation  
tri-Na citrate pH 5.6 à 0.1 M 
15% PEG 4K  
NH4 acétate à 0.2 M 
 
DTT à 20 mM 
PAB0955 à 8 mg.ml-1 
GTP à 0.65 mM 
18°C 
 

Figure.I.11.b. Cristaux de 

PAB0955 avec GTP (4°C). 

(300 µM) 

 

Condition de cristallisation  
Acide citrique pH 5 à 0.1 M 
8% PEG 6K et 10% glycérol 
Lithium Cl à 1 M 
NaCl à 50 mM 
DTT à 20 mM 
PAB0955 à 8 mg.ml-1 
GTP à 1mM 
4°C 
 

Figure.I.11.c. Cristaux de 

PAB0955 avec GTP 

(EDTA). (80 µM) 

 

Condition de cristallisation  
tri-Na citrate pH 5.6 à 0.1 M 
12% PEG 4K  
NH4 acétate à 0.1 M 
DTT à 20 mM 
PAB0955 à 8 mg.ml-1 
GTP à 0.65mM 
18°C 
EDTA à 10mM 
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Figure.I.12.c. Cristaux de 

PAB0955 avec GDP (PO4 et 

AlF) 

(230 µM) 

Condition de cristallisation  
MES pH 6 à 0.1 M 
9% PEG 6K  
Lithium Cl à 1 M 
 
DTT à 20 mM 
PAB0955 à 8 mg.ml-1 
GDP à 0.65 mM 
18°C 
NaF à 56 mM avec de 
l’AlCl3 à 8 mM 
ou PO4Na à 20 mM 

Figure.I.12.a. Cristaux de 

PAB0955 avec GDP. 

(50 µM) 

 

Condition de cristallisation  
tri-Na citrate pH 5.6 à 0.1 M 
13% PEG 4K  
NH4 acétate à 0.2 M 
 
DTT à 20 mM 
PAB0955 à 8 mg.ml-1 
GDP à 0.65 mM 
18°C 
 

Figure.I.12.b. Cristaux de 

PAB0955 avec GDP (WO4). 

(200 µM) 

 

Condition de cristallisation  
tri-Na citrate pH 5.6 à 0.1 M 
13% PEG 4K, 10% glycérol 
NH4 acétate à 0.2 M 
NaCl à 50 mM 
DTT à 20 mM 
PAB0955 à 8 mg.ml-1 
GDP à 0.65 mM 
18°C 
1mM WO4Na 
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II.1. L’expérience de diffraction 

 

II.1.1. Le phénomène de diffraction 

 

Pour observer une macromolécule à la résolution atomique, il faut utiliser un rayonnement 

dont la longueur d’onde de l’ordre de la taille d’un atome, c’est-à-dire de l’ordre de 

l’angström. Ceci explique l’utilisation des rayons X dont les longueurs d’ondes s’étalent de 

0.1 à 3 Å. La cristallographie par rayons X utilise le phénomène de diffusion élastique des 

rayons X par la matière. Le caractère élastique de la diffusion fait que les longueurs d’ondes 

incidentes et diffusées sont les mêmes.  

Les photons X sont absorbés par le nuage électronique des atomes de la macromolécule et 

réémis sans perte d’énergie avec un déphasage de 180°. La diffraction est un cas particulier de 

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

de l’espace. La diffraction est due aux interférences constructives qui existent dans des 

directions particulières, en fonction de la maille du cristal et de son orientation. Dans l’édifice 

cristallin, la périodicité tridimensionnelle crée des interférences constructives et le grand 

nombre de mailles (1011 à 1015) amplifie le signal, le rendant ainsi détectable. 

 

Le phénomène de diffraction est décrit mathématiquement par les équations de Laue, reliant 

le vecteur de diffusion S aux paramètres de maille du cristal décrit par les vecteurs de base du 

réseau cristallin que sont a, b et c. 

 

 

 

Lorsque des taches de diffraction sont observées dans une direction s, il y a interférence 

constructive entre les ondes diffractées par chacune des mailles du cristal et les équations de 

Laue ci-dessous sont vérifiées :  

 

 

 

Lors de l’expérience de diffraction d’un cristal, c’est l’intensité Ihkl de la réflexion hkl du 

faisceau diffracté qui est mesurée. L’intensité est proportionnelle au carré du module du 

facteur de structure. Ce facteur de structure, Fhkl, est proportionnel à la transformée de 

S = s0 – s 
S  : le vecteur de diffusion 
s0 : la direction du faisceau incident 
s   : la direction du faisceau diffracté 

S.a = h 

S.b = k 

S.c = l 

S : le vecteur de diffusion 
a, b et c : les vecteurs de base du réseau cristallin 

h, k et l : des nombres entiers 
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Fourrier de la densité électronique !(x,y,z). En retour la densité électronique peut être obtenue 

à partir de l’ensemble des facteurs de structures par la transformation de Fourier inverse. 

 

! 

" (x,y,z) =
1

V
Fhkl

l

#
k

#
h

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

 

 

 

 

 

 

L’expérience de diffraction d’un cristal permet d’obtenir les intensités de chaque réflexion 

hkl, qui permettent de calculer le module des facteurs de structure "Fhkl". Pour réussir à 

calculer la densité électronique du modèle, il nous faut encore connaître la phase #hkl de 

chacune des réflexions. Cette partie est abordée au paragraphe II.2.  

 

II.1.2. Le traitement des données cristallographiques 

 

Lors de l’enregistrement des clichés de diffraction d’un cristal nous observons sur le détecteur 

des « taches de diffraction » : il s’agit des pixels du détecteur qui ont été excités par des 

rayons diffractés. Le nombre de photons reçus par l’ensemble des pixels formant la tache 

permet de déterminer l’intensité de cette dernière.  

À chaque tache de diffraction est attribué un indice hkl décrivant la direction de l’onde 

diffractée (indexation). Ensuite, l’amplitude de cette onde est mesurée à partir des intensités 

Ihkl (intégration). 

 

II.1.2.1. Indexation des taches de diffraction 

 

Le principe de l’indexation consiste à rechercher une maille et sa matrice d’orientation 

permettant d’attribuer à chaque tache de diffraction, repérée sur le détecteur, des coordonnées 

entières. Ces coordonnées sont les indices hkl des taches de diffraction. La détermination de 

la maille permet de sélectionner les groupes d’espace compatibles avec la géométrie de la 

maille. 

 

!(x,y,z) : la densité électronique 
   V        : le volume de la maille directe 
   Fhkl      : le facteur de structure de la   

                réflexion hkl 

Fhkl = "Fhkl" e i#hkl  

 

Fhkl : le facteur de structure de   

la  réflexion hkl 

# : la phase de la réflexion hkl 
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II.1.2.2. Intégration des intensités mesurées 

 

La position de chaque tache étant connue grâce à la maille et la matrice d’orientation, nous 

pouvons déterminer l’intensité de ces taches. Pour cela, il existe deux façons de procéder : 

soit par sommation du contenu des pixels après soustraction du bruit de fond, soit par 

superposition d’un profil d’intégration (profile fitting), méthode que nous avons choisie. Deux 

logiciels étaient disponibles au laboratoire pour traiter les données cristallographiques : le 

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

développé par W. Kabsch (Kabsch, 1993). Ils diffèrent par leur façon de calculer les profils de 

taches. 

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

méthode optimale lorsque la mosaïcité est de l’ordre ou inférieur au pas d’oscillation (voir 

après les facteurs de qualité). Un des avantages de MOSFLM est qu’il possède une interface 

graphique permettant de bien suivre le déroulement du traitement de données.  

Le programme XDS au contraire est une sorte de « boîte noire », qui calcule un profil 

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

cristaux mosaïque (lorsque la mosaïcité est supérieure ou égale au pas d’oscillation). Dans la 

plupart des cas les deux programmes donnent des résultats similaires. L’ensemble de nos jeux 

de données ont été traités avec le programme XDS. 

 

II.1.2.3. Mise à l’échelle 

 

Dans le cas d’un système parfait, les réflexions équivalentes par symétrie doivent avoir la 

même intensité. Plusieurs paramètres font que les réflexions équivalentes n’ont pas la même 

intensité. Par exemple, au fur et à mesure de l’enregistrement de données, le cristal subit des 

dégradations dues aux rayons X, qui diminuent l’intensité des taches diffractées. Des 

intensités différentes peuvent également être provoquées par la variation d’intensité du 

rayonnement synchrotron. Lors d’enregistrement de jeux de données à l’E.S.R.F., les 

réflexions équivalentes ne vont pas recevoir exactement la même intensité de rayons X, leurs 

taches de diffraction n’auront donc pas les mêmes intensités. Il est donc important de mettre 

les données à l’échelle afin de minimiser globalement l’écart entre les intensités des 

réflexions équivalentes par symétrie. Après mise à l’échelle, les intensités moyennes peuvent 

être calculées à partir des mesures d’intensités des taches équivalentes par symétrie. 
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II.1.2.4. Quelques facteurs de qualité 

 
Au cours du traitement des clichés de diffraction, les programmes utilisés donnent différents 

facteurs statistiques permettant de contrôler la qualité de diffraction du cristal. 

 

La résolution 

Selon la résolution du jeu de données, nous aurons une structure plus ou moins détaillée à 

l’échelle atomique. Plus la résolution est haute plus la structure obtenue est précise. La 

résolution dépend de la qualité du cristal et de la configuration de l’expérience. La limite de 

résolution généralement utilisée est celle pour laquelle le rapport signal  sur bruit est supérieur 

ou égal à 2 dans la dernière coquille de résolution. 

 

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

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

intensités et donc des facteurs de structure. Ce facteur rend compte de la précision des 

mesures et permet de déterminer le seuil de coupure en résolution d’un jeu de données. 

 

Le facteur Rsym (Rmerge lorsqu’il y a plusieurs cristaux) 

Le Rsym représente le désaccord entre les intensités des réflexions équivalentes par symétrie. 

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

du facteur Rsym, la qualité des données est discutable. Dans la dernière coquille de résolution, 

nous nous sommes limités à un facteur Rsym d’une valeur maximale de 40%. 

 

 

! 

Rsym =

Ihkl
i " < Ihkl >

i=1,nhkl

#
hkl

#

Ihkl
i

i=1,nhkl

#
hkl

#
 

 

 

Si un jeu de données est indexé dans le mauvais groupe d’espace, les opérateurs de symétrie 

appliqués ne sont pas les bons, le facteur Rsym augmente très sensiblement car les réflexions 

considérées comme équivalentes par symétrie ne le sont pas. Au cours de l’enregistrement, 

lorsque le cristal se dégrade, l’intensité diffractée diminue et la valeur du facteur le Rsym 

augmente. 

 

  hkl   : les indices de la réflexion hkl 

  Ihkl    : l’intensité de la réflexion hkl 
<Ihkl>  : la moyen de la réflexion unique hkl 
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La mosaïcité 

Le cristal de protéine n’est pas un édifice cristallin parfait ; il faut plutôt le considérer comme 

l’association de plusieurs petits blocs cristallins légèrement désorientés les uns par rapport 

aux autres. La mosaïcité représente la différence moyenne, exprimée en degré, qui existe entre 

les différents blocs. Plus la mosaïcité est grande, plus la tache de diffraction est étalée sur le 

détecteur (x, y) et apparaît sur un domaine étendu en % (angle d’oscillation) et, en 

conséquence plus le signal recueillit par chaque pixel est faible. La mosaïcité provient de 

différentes origines. Au cours de la croissance cristalline, les molécules constituant le cristal 

peut ne pas s’empiler comme elle le devraient. Au moment de la congélation des cristaux, les 

tensions subies peuvent également augmenter la mosaïcité. Lorsque la mosaïcité est trop 

élevée, les taches de diffraction peuvent s’élargir au point de se superposer avec leur voisine, 

empêchant alors une estimation correcte de leur intensité. 

 

La complétude 

La complétude est le rapport entre le nombre de réflexions uniques effectivement mesurées et 

le nombre théorique de réflexions uniques qui pourraient être mesurées à une résolution 

donnée. Ce facteur, exprimé en pourcentage, doit être le plus élevé possible, typiquement au-

dessus de 90%. 

 

La redondance 

La redondance est le nombre de fois où l’intensité d’une réflexion unique est mesurée. Plus 

une réflexion est mesurée un grand nombre de fois, meilleure sera l’estimation de son 

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

qualité du jeu de données. 

 

II.2. La détermination de la structure de PAB0955 

 

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

densité électronique de la macromolécule. Dans ce calcul, il y a deux éléments essentiels : les 

modules des facteurs de structures des réflexions hkl et les phases. Seules les intensités 

(reliées aux amplitudes des facteurs de structure"Fhkl") des faisceaux diffractés sont 

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

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

cas, nous avons utilisé le signal de différence isomorphe et le signal anomal. 

 

II.2.1. Utilisation du signal de différence isomorphe 

 

La détermination des phases par remplacement isomorphe multiple, MIR, est la méthode la 

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

permis de résoudre les deux premières structures cristallographiques de protéine : 

l’hémoglobine et la myoglobine en 1960 (Perutz, 1960). Le but du remplacement isomorphe 

est d’introduire un atome lourd dans un cristal natif pour perturber les intensités et les phases 

des réflexions sans perturber la maille et l’empilement cristallin. Ensuite les signaux 

enregistrés avec et sans atome lourd sont comparés, afin de déterminer la contribution du (ou 

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

 

  II.2.1.1. Enregistrement d’un jeu de données sur un cristal natif 

 

Les cristaux natifs de PAB0955 obtenus après optimisation des conditions de cristallisation, 

ont permis d’enregistrer un jeu complet de données à 2.15 Å (fig.II.6.a.). Les cristaux ont été 

congelés dans l’azote liquide après avoir été plongés dans une solution cryo-protectrice 

contenant la solution mère enrichie à 30% de PEG4000 (w/v).  

Le traitement de ce jeu de données a été effectué avec le programme XDS. Il nous a permis de 

définir que les cristaux appartenant à un groupe d’espace trigonal, sans toutefois pourvoir 

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

de discriminer entre ces groupes d’espace. 

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

plan complexe (diagramme d’Argan). L’objectif est de pourvoir déterminer la contribution 

des atomes lourds soit FH. Si l’isomorphisme est vérifié entre le cristal natif et le cristal dérivé 

la relation ci-dessous est vérifiée : 

 

  

 

 

 

Re 

Im 

"FP" 

FPH = FP + FH 

 

FPH : facteur de structure du 

dérivé  

FP : facteur de structure de 

la protéine 

FH : facteur de structure de 

l’atome lourd 
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II.2.1.2. Enregistrement d’un jeu de données sur un cristal dérivé 

 

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

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

notre cas ces cristaux sont isomorphes aux cristaux natifs. Des jeux de données ont été 

enregistrés sur les deux types de cristaux dérivés (fig.II.4. et fig.II.5.b.). Après avoir traité les 

jeux de données, il faut déterminer la présence d’atome(s) lourd(s) dans les cristaux dérivés. 

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

d’atomes lourds fixés.  

La fonction de Patterson P(x,y,z) est la fonction d’auto-corrélation de la densité électronique, 

elle se calcule facilement par la formule suivante : 

! 

P(x,y,z) =
1

V
Fhkl( )

hkl

"
2

e2#i(hx+ky+ lz)

 

Cette fonction représente en quelque sorte les vecteurs inter-atomiques d’un cristal, chacun 

d’entre eux correspondant à un pic dans la fonction de Patterson. La hauteur des pics, issus de 

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

atomes concernés. Les pics de la fonction de Patterson sont très nombreux en raison du grand 

nombre d’atomes contenus dans la protéine, ils se superposent et ne sont donc pas 

interprétables directement. Le calcul de la fonction de différence de Patterson peut être 

considérée comme la fonction de Patterson de l’atome lourd seul. 

! 

P(x,y,z) =
1

V
FPHhkl " FPhkl( )

hkl

#
2

e2$i(hx+ky+ lz)

 

En effet dans l’hypothèse où FH << FP, la différence ("FPH"-"FP")2 est approximativement 

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

atomes lourds dans la maille du 

cristal. 

Il existe des sections particulières 

dans la fonction de Patterson qui 

sont les sections de Harker. Dans 

ces sections, se trouvent les pics 

correspondant aux vecteurs inter-

atomiques entre un atome et son 

symétrique par l’un des opérateur 

 
Figure.II.1. Carte de Patterson différence isomorphe. 

Section de Harker w=1/3 

 

6 pics 
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de symétrie du cristal. Nous pouvons savoir, grâce au nombre de pics, combien d’atomes 

lourds sont fixés par unité asymétrique. Il y a 6 pics dans la section de Harker, qui 

correspondent aux plus hauts pics. PAB0955 cristallise dans un groupe d’espace (P3221 ou 

P3121) contenant 6 positions équivalentes, il y a donc un ion gadolinium fixé sur notre 

protéine par unité asymétrique. Les pics étant distincts, les coordonnées de l’atome lourd 

peuvent être calculées à partir des coordonnées des pics. Connaissant la position de l’atome 

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

pointant son extrémité à l’origine de notre diagramme, ceci afin de respecter la fermeture du 

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

 

 

  

 

 

 

 

 

 

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

dont l’origine est la même que celle du vecteur FH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les flèches rouges indiquent les deux points d’intersections des deux cercles ; ceci signifie 

qu’il y a deux solutions possibles pour les phases. En utilisant un second dérivé isomorphe et 

en appliquant la même construction, les trois cercles ont un seul point d’intersection et 

l’indétermination est alors levée. Cette ambiguïté peut aussi être levée en utilisant la diffusion 

anomale du gadolinium, qui en plus d’être un atome lourd est un diffuseur anomal. 

Re 

Im 

FH 
"FP" 

"FPH" 
Re 

Im 

FH 

"FP" 
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II.2.2. Utilisation du signal anomal 

   

II.2.2.1. Principe du signal anomal 

 

Le phénomène de diffusion anomale est dû au fait que le facteur de diffusion atomique (f) 

d’un atome varie fortement, en module et en phase, dans la région du seuil d’absorption de 

l’atome. Avec le signal anomal, l’isomorphisme entre les cristaux n’est plus un problème 

puisque les données peuvent être enregistrés, à des longueurs d’onde différentes sur un cristal 

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

d’enregistrement à 3 longueurs qui correspondent : au maximum de f’’, au minimum de f’ et 

une longueur d’onde loin du seuil d’absorption ; c’est la méthode MAD (multiple wavelength 

anomalous diffraction) (Pahler et al., 1990). Les cristaux utilisés pour déterminer les phases 

par la méthode MAD ne nous ont pas permis d’obtenir une qualité de phase suffisante pour 

construire un modèle. Dans certain cas une seule longueur d’onde, pour laquelle le facteur de 

diffusion présente une partie imaginaire (f’’) élevée suffit : c’est la méthode SAD (single 

wavelength anomalous diffraction). Nous avons utilisé la méthode SAD sur un cristal co-

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

construction du modèle de PAB0955. 

 

Le déphasage 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ces électrons sont alors excités ce qui les amène dans le continum au delà de l’énergie 

d’ionisation. Le rayonnement diffracté par le diffuseur anomal (en vert) est déphasé, &#, par 

rapport aux autres rayonnements diffractés par les atomes « légers » (en bleu) (fig.II.2.). 

! 

"#

Dans le modèle de diffusion des rayons X par 

des atomes diffusant normalement, le 

rayonnement diffusé est déphasé de 180° par 

rapport au rayonnement incident. Dans ce cas, le 

facteur de diffusion f est réel. Toutefois lorsque 

la longueur d’onde utilisée correspond au seuil 

d’absorption d’un atome lourd dans le cristal, il y 

a alors absorption du rayonnement incident par 

les électrons des couches profondes de l’atome 

lourd.  

Figure.II.2. Représentation schématique 

du déphasage 
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Le facteur de diffusion 

Pour tenir compte du déphasage le facteur de diffusion f est représenté par un nombre 

complexe qui dépend de la longueur d’onde ' du rayonnement incident : 

f = f° +f ’(!) +if ’’(!) 

Lorsque le rayonnement incident est loin du seuil d’absorption de l’atome f ’ et f ’’ sont 

négligeables. Si la longueur d’onde utilisée est proche du seuil d’absorption d’un atome, f ’ et 

f ’’ prennent des valeurs significatives.  

 

Le déphasage, dû au diffuseur anomal, brise la loi de Friedel selon laquelle, les modules des 

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

nous obtenons : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Avec le même type de diagramme d’Argan que pour celui utilisé dans le cas du signal 

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

déterminer FP. Dans le cas d’un enregistrement à plusieurs longueurs d’ondes, f’ et f’’ 

dépendant de la longueur d’onde, nous avons différentes valeurs de FPA(+) et de FPA*(-), ce 

qui lève l’indétermination de phase.  

FPA(+) = FP + FA + iFA’’ 

FPA*(-) = FP + FA – iFA’’ 

 

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

FA’’ dépend de f’’ 
FA dépend de f° et de  f’ 

Graphiquement, cela entraîne la 

représentation ci-contre, avec FA’’ 

décalé de +90° par rapport à FA, 

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

symétriques et "F(+)"est différent 

de"F(-)". 

 

FP(+) 

FP(-) 

FA(+) 

FA(-) 

FA’’(-) 

FA’’(+) 

F (-) 

F (+) 

Im 

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

 

L’atome de gadolinium a la particularité d’être à la fois un atome lourd (64 électrons) et un 

bon diffuseur anomal dont le seuil d’absorption est accessible en cristallographie. À son seuil 

d’absorption LIII (' = 1.711 Å) la composante imaginaire du facteur de diffusion du 

gadolinium, f’’, vaut 28e- ; elle vaut 12 e- à la longueur d’onde K( du cuivre (' = 1,54 Å) qui 

est celle du rayonnement produit par les générateurs de laboratoire. Il est donc possible de 

déterminer les phases avec une source de rayons X de laboratoire si un atome de gadolinium  

est fixé dans le cristal. Le complexe de gadolinium que nous avons testé, en collaboration 

avec Meike Stelter et Richard Kahn du Laboratoire de Cristallographie des Macromolécules 

de l’IBS, contient un ion Gd3+(en cyan) lié à un acide diéthylènetriamine-pentaacétique-

bis(méthylamide)  DTPA-

BMA(fig.II.3.) (Ehnebom 

and Pedersen, 1992). 

 

La fixation du complexe 

dépend de la nature de la 

cage, non de l’interaction 

entre l’ion gadolinium et la 

protéine. Il existe plusieurs 

types de cages (Girard et al., 

2003)  qui ont été étudiées 

pour que leur taille soit 

compatible avec celle des canaux de solvant des cristaux de protéines. En plus de leurs 

propriétés intéressantes pour déterminer les phases, ces complexes ont l’avantage de ne pas 

être toxique et donc d’être facilement manipulables.  

 

Les premiers tests de fixation du Gd-DTPA-BMA ont été fait par trempage de cristaux natifs 

de PAB0955 dans la solution de gadolinium. Étant donné que nous avions des cristaux de la 

protéine native disponibles, le trempage était la technique la plus rapide et la plus facile à 

tester.  

 

Sur un cristal natif de 170 µm trempé pendant 2 jours dans une solution de Gd-DTPA-BMA à 

100 mM, nous avons enregistré des jeux de données à 3 longueurs d’ondes (fig.II.4.).  

 
 
Figure.II.3. Structure du complexe gadolinium-DTPA-BMA 
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 Jeu 1 (max f’’) Jeu 2 Jeu 3 (mini f’) 

Résolution (Å) 50-3.20 (3.3-3.2) 50-3.00 (3.1-3.0) 50-3.30 (3.4-3.3) 

Rsym (%) 8.3 (28.4) 10.1 (27.5) 7.9 (36.8) 

Complétude (%) 97.9 (93.9) 97.5 (97.3) 98.2 (95.4) 

I/$I 13.57 (5.38) 12.83 (6.06) 12.05 (3.76) 

Redondance 4.1 6.5 3.9 

Facteur d’agitation thermique 

B (Å2) 

67 80 87 

Paramètres de maille (Å) a=b=61.06 

c=117.38 

a=b=60.99 

c= 117.43 

a=b=61.25 

c= 118.07 

Longueur d’onde (Å) 1.7107 1.3000 1.7117 

Temps d’exposition par degré  180 s 120 s 180 s 

Figure.II.4. Statistiques cristallographiques sur le cristal dérivé obtenu par trempage. 

 

Le premier jeu à avoir été enregistré est celui qui correspond au seuil LIII du gadolinium. Nous 

avons remarqué qu’avec le même temps d’exposition (180 secondes), l’intensité totale et celle 

de la dernière coquille de résolution sont moins élevées pour le jeu 3 (en bleu) que pour le jeu 

1 (en rouge). Le cristal semble donc s’altérer au cours des enregistrements successifs. Le 

changement des paramètres de maille indique un changement de l’empilement cristallin. Le 

troisième jeu de données a ses paramètres de maille a et b qui augmentent de 0.2 Å ; c 

augmente de 0.6 Å. Ce changement de maille montre que le cristal se dilate avec l’irradiation 

de l’échantillon.  

Pour vérifier l’isomorphisme de ces trois jeux de données, il faut les fusionner. Après la 

fusion des trois jeux, le facteur Rsym total est de 15% à 3 Å. Entre 50 et 10 Å, le facteur Rsym 

est de 11% pour les jeux fusionnés et d’environ 5% dans les jeux séparés. Il y a donc un 

défaut d’isomorphisme entre ces jeux, lié à l’irradiation du cristal pendant l’enregistrement. 

Le signal anomal est un signal faible qui provient de la différence "F(+)" - "F(-)". La valeur 

du facteur Rsym élevé indique un rapport I/$(I) plus faible qui risque de masquer le signal 

anomal. La résolution peu élevée (3 Å) et la mosaïcité de l’ordre de 1° sont probablement 

dues au trempage, et la dégradation du cristal au cours des enregistrements, font que les 

phases calculées à partir de ces jeux de données n’ont pas suffit à fournir une carte de densité 

électronique interprétable. 
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Les essais de détermination des phases ont été faits avec le programme SHARP (De la 

Fortelle and Bricogne, 1997). Le taux d’occupation du gadolinium était faible et son facteur 

d’agitation thermique B était supérieur à 200 Å. La présence de signal anomal prouve la 

fixation de gadolinium.   

Le site de fixation de l’ion gadolinium a pu être déterminé par la carte de différence de 

Patterson anomale (fig.II.5.a.) calculée avec le programme SHELX (Uson and Sheldrick, 

1999). 

Comme avec le signal de différence isomorphe, un site de gadolinium a été observé par 

monomère de protéine. Le gadolinium est donc capable de se fixer sur la protéine PAB0955. 

Ce résultat était donc encourageant pour tester une co-cristallisation du gadolinium avec notre 

protéine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.2.2.3. Réussite du phasage par la méthode SIRAS 

 

Afin d’augmenter le taux d’occupation du gadolinium dans nos cristaux et stabiliser sa 

fixation, la co-cristallisation de PAB0955 en présence de Gd-DTPA-BMA a été réalisée. Les 

différentes expériences effectuées par Meike Stelter sur différentes protéines avec des 

complexes de gadolinium, ont montré que la présence du complexe ne changeait pas les 

conditions de cristallisation de la protéine. Nous avons obtenu par co-cristallisation des 

cristaux dérivés dans les mêmes conditions que celle de la protéine native auxquelles 

s’ajoutent du Gd-DTPA-BMA à 100 mM. Un jeu de données à une seule longueur d’onde 

 
Figure.II.5.a. Carte de différence de Patterson anomal. 

Section de Harker w=1/3. 

 

Résolution (Å) 50-2.14  

Rsym (%) 5.5  

Complétude (%) 99.2 

I/$(I) 36.39 

Redondance 25.6 

Paramètres de maille 

(Å) 

a=b=60.47 

c=117.22 

Longueur d’onde (Å) 1.278 

Figure.II.5.b. Statistiques 

cristallographiques du cristal 

dérivé obtenu par co-

cristallisation. 
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(' = 1,278 Å) a été enregistré sur un cristal dérivé. Ce cristal diffracte jusqu’à 2.14 Å 

(fig.II.6). Le même site de fixation de l’ion gadolinium a été déterminé dans les cristaux 

dérivés co-cristallisés que dans ceux trempés.  

Le pouvoir de phasage dû au signal anomal de ce jeu de données, déterminé par le programme 

SHARP (De la Fortelle and Bricogne, 1997), est de 0.827 (signal anomal sur les réflexions 

acentriques). Ce jeu de données aurait suffit à déterminer les phases puisqu’il est de très 

bonne qualité. Toutefois nous disposions d’un bon jeu de données natives et des jeux à 3 

longueurs d’ondes ; nous avons tout de même combiné l’information de phase de tous les 

jeux. Ceci a permis de déterminer les phases avec plus de précision.  

 

Les phases étant de très bonne qualité à  une résolution de 2.14 Å, nous avons pu débuter la 

construction d’un premier modèle de façon automatique. Deux programmes différents ont été 

utilisés pour cette construction, d’un côté ARP/WARP (Morris et al., 2002) après 

aplatissement de solvant par SOLOMON-DM (1994) et d’autre part le programme 

RESOLVE (Terwilliger, 2003). Le modèle construit par ARP/WARP contenait 125 acides 

aminés sur 262, et celui construit par REOLVE en contenait 157. En combinant ces deux 

modèles, nous avons pu obtenir 184 acides aminés construits, ce qui représente 70% de notre 

protéine, dont 64% était construit avec les chaînes latérales. Après quelques cycles 

d’affinement de ce modèle avec le programme REFMAC (Murshudov et al., 1997), les 

statistiques ont montré que la solution était correcte (facteur R = 0.372 et Rfree = 0.389). Le 

reste du modèle, soit 78 acides aminés a été construit manuellement. 

 

II.2.3. Construction de la structure de PAB0955 

 

Après quelques cycles d’affinement avec le programme REFMAC (Murshudov et al., 1997) 

sur le modèle obtenu automatiquement, l’accord entre nos données de diffraction et celles 

calculées à partir de notre structure est bon (facteur R de 37.2%, facteur Rfree de 38.9%).  

Le reste du modèle fut construit manuellement en utilisant le programme de visualisation O 

(Jones et al., 1991) pour construire et le programme REFMAC pour affiner les différents 

modèles intermédiaires. Les cartes de densité électronique utilisées pour la construction du 

modèle sont les cartes différences pondérées 2mFobs-DFcalc et mFobs-Fcalc. 
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Parmi les parties construites manuellement dans PAB0955, il y avait une grande région 

(résidus 195 à 217) avec une densité électronique très discontinue. Au vu du peu 

d’information dans cette région et de la difficulté que j’ai eu à construire un modèle dans cette 

région, il n’est pas étonnant que les deux programmes automatiques utilisés n’aient pu nous 

donner d’information sur cette région.  

En fin d’affinement le modèle de la protéine native contenait 248 acides aminés sur 262 et 61 

molécules d’eau (code PDB : 1YR6). Les acides aminés manquant dans le modèle sont les dix 

premiers appartenant à l’étiquette histidine et les quatre derniers pour lesquels il n’y a pas de 

densité électronique. En fin d’affinement, la région contenant les acides aminés 193 à 217 

possède une densité électronique uniquement autour de la chaîne principale. Le facteur 

d’agitation thermique B est élevé, 100 Å, le double du facteur B moyen de la structure.  

La structure contenant l’atome de gadolinium et sa cage est la même que celle de la protéine 

native, mise à part la présence du Gd-DTPA-BMA qui nous a permis de déterminer les 

phases.  

 

Validation du modèle  

Les facteurs R et Rfree sont deux facteurs qui permettent de contrôler l’accord entre les 

facteurs de structures observés et calculés.  

 

! 

R =

Fobs " Fcalc
hkl

#

Fobs

hkl

#
 

 

Le facteur R diminue nécessairement au cours de l’affinement car on optimise l’accord entre 

les "Fobs" et "Fcalc". Aux résolutions classiques (2 à 3 Å), le nombre d’observation n’est pas 

largement supérieur au nombre de paramètres, il est important de contrôler que le modèle 

représente une interprétation objective des données cristallographiques. Un autre facteur 

moins biaisé est le facteur Rfree calculé sur un ensemble de réflexions exclu de la procédure 

d’affinement. Ces réflexions, choisies de manière aléatoire, représentent en général 5 à 10% 

des réflexions totales (Brunger, 1993). 

Les statistiques sur les grandeurs stéréochimiques nous indiquent si le modèle est 

géométriquement acceptable. Les contraintes stéréochimiques lors de l’affinement sont 

pondérées afin d’obtenir des écarts moyens inférieurs à 1.5° sur les angles, à 0.015Å sur les 
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liaisons inter-atomiques. Pour vérifier la stéréochimie de la chaîne principale, on utilise le 

diagramme de Ramachandran (Ramakrishnan and Ramachandran, 1965). Ce diagramme 

contient l’ensemble des valeurs des angles # et ) autorisées pour la liaison peptidique.  

 

II.2.3. Le remplacement moléculaire 

 

Une autre technique pour résoudre le problème des phases est d’avoir un modèle dont la 

structure proche de celle de notre protéine : c’est le remplacement moléculaire. Nous avons 

utilisé le remplacement moléculaire pour résoudre les structures de PAB0955 en complexe 

avec différents nucléotides. La structure de notre protéine native sans nucléotide a servi de 

modèle pour déterminer les autres structures.  

 

Le remplacement moléculaire a été effectué avec le programme AMoRe (Automatic 

Molecular Remplacement) développé par Jorge Navaza (Navaza, 1994). Le but du 

remplacement moléculaire est de placer le modèle dans la maille de sorte à obtenir le meilleur 

accord entre les facteurs de structure calculés à partir du modèle et ceux observés pour la 

protéine d’intérêt. Le programme AMoRe teste de façon automatique et systématique 

différents paramètres de rotation puis de translation du modèle choisi. La recherche de 

solution se déroule en six étapes successives, exécutées par les sous-programme suivants: 

SORTING : trie les modules des facteurs de structures mesurés, 

TABLING : oriente et positionne le modèle à l’origine d’une maille triclinique optimale et 

calcule les facteurs de structure correspondant, 

ROTING : calcule la fonction de rotation pour différentes orientations et sélectionne les 

meilleures solutions, 

TRAING : calcule la fonction de translation pour les orientations sélectionnées et sélectionne 

les meilleures solutions, 

FITING: affine par la méthode des moindres carrés, les solutions obtenues en considérant le 

modèle comme un ou plusieurs corps rigides, 

MR2IC : calcule la matrice de rotation et le vecteur de translation à appliquer au modèle 

initial.  

 

Le fichier MR2IC contient également deux facteurs statistiques permettant d’apprécier la 

qualité de la solution de remplacement moléculaire. Un facteur de corrélation entre les 
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facteurs de structure calculés (Fcalc) et les facteurs de structures observés (Fobs), qui doit être le 

plus élevé possible et le facteur R qui doit être le plus faible possible. 

 

Après avoir obtenu notre structure de la protéine apo, une fois l’analyse structurale débutée, 

nous nous sommes demandé si tout de même le remplacement moléculaire aurait pu être 

utilisé pour résoudre notre structure. En se fondant sur l’homologie de séquence pourtant 

faible et la similitude structurale des GTPases à P-loop, comme nous l’avons testé avec hRas. 

Le remplacement moléculaire avec hRas, par le programme AMoRe, nous a donné un facteur 

de corrélation de 25,8% et un facteur R de 51,4%. Avec la structure la plus proche obtenue 

par le programme DALI, la déthiobiotine synthase le facteur de corrélation est de 28% et le 

facteur R de 51,6%. Dans les deux cas, la corrélation est relativement faible, la reconstruction 

du modèle que nous aurions obtenu aurait sans doute pris beaucoup plus de temps. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre II du projet PAB0955 : Résolution des structures 

 - 57 - 

 Native GTP*S GTPEDTA GTP4°C GTP18°C GDP MgGDP 

Groupe 

d’espace 

P3221 P3221 P3221 P21212 P3221 P21 P21 

Paramètres 

de maille 

(Å) 

a=b=60.3 

c=117.1 

a=b=60.2 

c=115.9 

a=b=60.7 

c=116.8 

a=58.8 

b=84.0 

c=53.1 

a=b=60.8 

c=117.2 

a=59.1 

b=84.9 

c=60.2 

+=95° 

a=59.4 

b=85.2 

c=60.5 

+=94.6° 

Résolution 

(Å)  

50-2.15 

(2.23-2.15) 

50-2.08 

(2.15-2.08) 

20-2.40 

(2.46-2.40) 

100-2.80 

(2.90-2.80) 

100-2.40 

(2.45-2.40) 

50-2.30 

(2.38-2.30) 

50-1.75 

(1.80-1.75) 

Rsym (%) 5.7 

(34.8) 

6.7 

(28.4) 

7.5 

(40) 

9.3 

(45.5) 

6.7 

(40.4) 

6.8 

(36.1) 

9.8 

(37.2) 

Complétude 

(%) 

100 

(100) 

87.6 

(94) 

98.5 

(98.2) 

97.8 

(93.8) 

99 

(98.8) 

99.9 

(100) 

98.6 

(93.5) 

<I>/<$(I)> 8.2 

(2.2) 

6.6 

(2.3) 

20.7 

(7) 

15.19 

(4.6) 

19.55 

(5.76) 

5.2 

(2.1) 

12.47 

(5.91) 

Ligne de 

lumière 

(ESRF) 

ID14-eh2 BM30-A ID14-eh1 BM30-A BM30-A génèrateur 

du 

laboratoire 

ID14-eh2 

Longueur 

d’onde (Å) 

0.933 0.979 0.934 0.979 0.979 1.548 0.934 

Code PDB 1YR6 1YR7 1YR8 1YR9 Non 

déposé 

1YRA 1YRB 

Figure.II.6.a. Tableau des statistiques cristallographiques. 

 

Facteur de 

Corrélation 

(%) 

 73.5 57.5 67.9 63 69.4 66.5 

Facteur R 

(%) 

 33.4 40.8 39.5 40.5 33.7 35.8 

Figure.II.6.b. Tableau des statistiques de remplacement moléculaire. 
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II.3. Les structures de PAB0955 
 

II.3.1. La structure de la protéine sans nucléotide 

II.3.1.1. Description de la structure 

 
 
Les cristaux de la protéine apo avec ou sans Gd-DTPA-BMA appartiennent au groupe 

d’espace P3221. Le Vm indique la présence d’un monomère par unité asymétrique. Le dimère 

biologique est formé dans le cristal grâce à la symétrie cristallographique d’ordre 2.  

La structure de PAB0955 adopte un repliement de type Rossmann, classique pour les 

protéines liant et hydrolysant le GTP. Le monomère de PAB0955 est composé d’un feuillet 

central parallèle constitué de 7 brins-+ pris en « sandwich » par 11 hélices-( (fig.II.7.). 

 

 

 
Figure.II.7. Structure du monomère de PAB0955 

Les 5 motifs G sont indiqués de la même couleur que dans l’introduction, un motif spécifique 

de PAB0955 est signalé en violet nommé motif GPN. Le domaine G est en rose, les deux 

insertions I1 et I2 sont signalées en gris clair et foncé respectivement. 

G1 

G5 

GPN 

G2 

G3 G4 

I2 

I1 
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Dans la séquence de la protéine, nous avions identifié un motif de Walker de type A connu 

pour lier les groupements phosphates des nucléotides. Ce motif adopte bien une conformation 

en boucle dans PAB0955 et correspond à 7GTAGSGKT14. Le cœur de la protéine, constituant 

le domaine G est constitué de 6 brins-+ (exception du brin-+3), et de 6 hélices-( ((1, (5, (6, 

(7, (8 et (11) (fig.II.8.). 

La structure de 

PAB0955 

présente un 

domaine G, 

contenant les 5 

motifs G, avec 

deux insertions 

supplémentaires 

(I1 et I2).  

 

 

 

 

La première insertion I1 est constituée du brin-+3, des hélices (2, (3, et (4. Elle comprend les 

acides aminés 41 à 80 situé entre les motifs G2 et G3 du site nucléotidique. La seconde 

insertion, I2 est constituée uniquement d’hélices ((9 et (10 ), c’est la partie construite 

manuellement dont la densité électronique est discontinue et l’agitation thermique élevée. Elle 

se situe entre les motifs G4 et G5 du site nucléotidique, elle contient les acides aminés 183 à 

217. De part son agitation thermique élevée, nous avons tout d’abord supposé que cette 

seconde insertion était flexible d’où sa densité électronique partielle. En comparant les 

structures de PAB0955 en complexe avec des nucléotides obtenues dans d’autres groupes 

d’espace, notamment en P21, nous avons identifié deux conformations pour cette boucle (voir 

chapitre III).  

Dans la structure de la protéine apo des molécules d’eau sont présentes dans la P-loop, 

mimant la position des groupements phosphate. Il n’y a pas de nucléotide dans cette structure. 

 

 

 

 
Figure.II.8. Topologie de PAB0955. 
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II.3.1.2. Description de l’interface dimérique 

 
 
En solution, nous avons observé la protéine sous forme de dimère. Dans les cristaux, nous 

observons le même comportement. Le dimère est construit grâce à un axe 2, qui peut être 

cristallographique (l’unité asymétrique contient alors 1 monomère, groupe d’espace P3221 ou 

P21212) ou non cristallographique (dimère dans l’unité asymétrique, groupe d’espace P21) 

(fig.II.9.). Le site 

nucléotidique est présent à 

l’interface dimérique. Les 

sites nucléotidiques ne 

partagent pas de motif G 

avec l’autre monomère. Par 

contre, nous avons observé 

lors de l’analyse structurale 

un nouveau motif  (GPN) 

impliquant des acides aminés 

d’un monomère dans le site 

nucléotidique de l’autre 

monomère.  

L’interface dimérique est très 

grande, chaque monomère 

enfoui 2210 Å2. Elle est 

constituée à 64% d’acides 

aminés hydrophobes. 

Plusieurs acides aminés 

aromatiques de chaque monomère entrelacent leur cycle au cœur du dimère. Ceci explique 

pourquoi nous observons toujours un dimère. Le monomère correctement replié  ne doit pas 

exister seul en solution. Les deux insertions I1 et I2 représentent 39% de l’interface 

dimérique, jouant un rôle dans la stabilité du dimère.  

 

 

 

 

 

 
Figure.II.9. Structure du dimère biologique de PAB0955. 

Le domaine G d’un monomère est représenté en rose, 

l’autre en violet. Les insertions des deux monomères sont 

en gris. 

I2 

I1 

Monomère B 

Monomère A 

Motif GPN 
du monomère 
A 

Motif GPN 
du monomère 
B 
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II.3.2. Les structures de PAB0955 avec des nucléotides tri-phosphate 

 

  II.3.2.1. PAB0955 co-cristallisée avec du GTP*S 

 

Les cristaux obtenus par co-cristallisation de PAB0955 avec du GTP*S appartiennent au 

groupe d’espace P3221, avec un monomère par unité asymétrique.  

 

Le site nucléotide est occupé à 100% par du GTP-*-S (fig.II.10.a.). Dans cette structure nous 

n’avons pas observé de magnésium et le nucléotide présente une conformation atypique. Les 

trois groupements phosphates sont normalement alignés. Dans notre structure, ils forment un 

coude (fig.II.10.b.). 

 

 

 

Les cristaux obtenus en présence de GMPpnp étaient de moins bonne qualité de diffraction. 

Cependant une structure a  été obtenue à 2.4 Å. Le site nucléotidique contient du GDP, ce qui 

montre que l’hydrolyse a eu lieu pour cet analogue du GTP faiblement hydrolysable. La 

structure (non déposée) est identique à celle obtenue par hydrolyse du GTP. 

 
Figure.II.10.b. Superposition de 

différentes GTPases en complexe 

avec du GTP ou un analogue. 

 

En ocre notre protéine, en bleue la 

SRP (1NRJ (Schwartz and Blobel, 

2003), en rouge RhoA (1A2B (Ihara 

et al., 1998), en violet Rac (1E96 

(Lapouge et al., 2000) et en vert Arf1 

(1J2J (Shiba et al., 2003). 

 
Figure.II.10.a. Structure du site nucléotidique de 

PAB0955 en complexe avec du GTP"S. 

 

Le GTP"S est représenté en bâton, les molécules 

d’eau sont en rouge. Un monomère est représenté en 

rose et l’autre en violet. 
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En présence de GMPpcp, les cristaux sont multiples et s’indexent dans au moins deux 

groupes d’espace différents (P21 et P3221). Les taches de diffraction sont étalées, le 

traitement n’a pas été possible. Nous n’avons donc pas pu obtenir de structure de PAB0955 en 

complexe avec le GMPpcp. La présence de deux groupes d’espace suggère plusieurs 

conformations du GMPpcp dans le site nucléotidique ou qu’il y a eu une hydrolyse partielle 

de GMPpcp. 

 

  II.3.2.2. PAB0955 co-cristallisée avec du GTP à 18°C 

 

Le but de cette expérience était de savoir si notre protéine été active dans nos conditions de 

cristallisation. La P-loop est occupée à 100% par du GDP dans cette structure (fig.II.11.). Il y 

a également un ion magnésium lié avec l’hydroxyle de la thréonine 14, avec un atome 

d’oxygène du phosphate-+ du GDP et une molécule d’eau. 

La protéine est donc bien active dans nos conditions de cristallisation puisqu’il y a eu 

hydrolyse du GTP.  

  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure.II.11. Structure du site nucléotidique de PAB0955 en 

complexe avec du GTP co-cristallisé à 18°C. 

 

Le magnésium est représenté en cyan, la molécule d’eau en 

rouge. Un monomère est représenté en rose et l’autre en 

violet. Le GDP est représenté en bâton. 
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II.3.2.3. PAB0955 co-cristallisée avec du GTP à 4°C 

 

Puisque PAB0955 est issue d’un archaea dont la température optimale est de 82°C, nous 

espérions bloquer ou ralentir son hydrolyse à 4°C. Les cristaux obtenus avec du GTP à 4°C 

appartiennent au groupe d’espace P21212 (un monomère par unité asymétrique).  

 

 Dans cette structure GTP4°C la P-loop contient du GDP et un PO4
2-, l’hydrolyse a donc bien 

eu lieu (fig.II.12.). 

Même si l’hydrolyse 

n’est pas bloquée, la 

réaction est affectée 

puisqu’il y a un ion 

phosphate dans le site 

nucléotidique. À 4°C la 

protéine semble ne pas 

pouvoir libérer son 

deuxième produit 

d’hydrolyse, le PO4
2-.  

Cette structure nous 

révèle sans doute une 

étape intermédiaire de 

l’hydrolyse du GTP.  

 

 

 

 

Dans cette structure, il existe une différence concernant la seconde insertion I2. La densité 

électronique d’I2, discontinue dans les cristaux en P3221, est continue dans ces cristaux. Le 

changement de groupe d’espace, P21212, a permis la formation de contacts cristallins 

stabilisant cette insertion. Ainsi, nous avons pu confirmer le repliement en hélices-( que nous 

avions difficilement construit dans la forme apo de la protéine.  

 

   

 

 
Figure.II.12. Structure de PAB0955 co-cristallisée avec du GTP 

 à 4°C (GTP
4°C

). 

 

La protéine est en complexe avec du GDP et du PO4
2-

, 

représentés en bâton. Un monomère est représenté en rose et 

l’autre en violet. 
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II.3.2.4. PAB0955 co-cristallisée avec du GTP et de l’EDTA 

 

Le magnésium est essentiel pour la plupart des GTPases, aussi bien pour la fixation des 

nucléotides que pour l’hydrolyse du GTP (Sprang, 1997). L’EDTA (Acide 

éthylènediaminetétracétique) est un chélateur de cation bivalent et trivalent ; il chélate le 

magnésium avec une constante de formation de 4.9.108 M-1 

(www.chm.bris.ac.uk/motm/

edta/edtah.htm). Nous 

espérions ainsi pouvoir 

bloquer l’hydrolyse en 

ajoutant de l’EDTA.  

Dans cette structure 

GTPEDTA la P-loop contient 

du GTP avec un taux 

d’occupation de 70% pour le 

phosphate-* (fig.II.13.). 

L’hydrolyse du GTP est donc 

partielle. Le magnésium est 

donc essentiel à l’hydrolyse 

du GTP dans PAB0955.  

 

 

 
 
II.3.3. Les structures de PAB0955 avec des nucléotides di-phosphate 

 
 
II.3.3.1. PAB0955 co-cristallisée avec du GDP 

 
 
Afin de savoir si notre protéine était capable de fixer le produit d’hydrolyse du GTP, des co-

cristallisations ont été réalisées en présence de GDP. Les cristaux obtenus appartiennent au 

groupe d’espace P21, avec un dimère par unité asymétrique.  

 
Figure.II.13. Structure de PAB0955 co-cristallisée avec du 

GTP et de l’EDTA (GTP
EDTA

). 

 

Un monomère est représenté en rose et l’autre en violet. Le 

GTP est représenté en bâton. 
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La P-loop est occupée par 

du GDP avec un taux 

d’occupation de 100% 

dans les deux monomères. 

Le nucléotide présente la 

même conformation dans 

les deux monomères. La 

protéine est donc bien 

capable de fixer le produit 

de son hydrolyse. Nous 

n’avons pas observé de 

magnésium ou de 

phosphate. 

La densité électronique de 

la seconde insertion est 

continue pour les deux 

monomères dans cette 

structure. 

 

 

II.3.3.2. PAB0955 co-cristallisée avec du GDP et des additifs 
 

Afin d’observer des états intermédiaires de l’hydrolyse du GTP, nous avons co-cristallisé la 

protéine en présence de GDP avec du fluorure d’aluminium (Wittinghofer, 1997), un sel de 

tungstate de sodium (Stavridi et al., 2002) et un sel de phosphate de sodium. Les essais de co-

cristallisation avec de l’AlFX et du PO4Na en présence de GDP, ne nous ont pas permis 

d’observer ces molécules dans notre structure, seul le GDP est fixé dans la P-loop. Les 

différentes structures obtenues à partir de ces essais étaient à chaque fois identiques à celle 

obtenue avec le GDP seul. 

Le fait que notre protéine ne fixe pas le fluorure d’aluminium peut avoir au moins deux 

explications : un problème expérimental ou l’absence de partenaire. 

La formation du fluorure d’aluminium se fait en variant le rapport stœchiométrique entre le 

fluorure de sodium et le chlorure d’aluminium. Les différents rapports que nous avons utilisés 

n’étaient peut-être pas ceux permettant d’obtenir du fluorure d’aluminium. Les conditions de 

 
Figure.II.14. Structure de PAB0955 co-cristallisée avec du 

GDP. 

 

Un monomère est représenté en rose et l’autre en violet. Le 

GDP est représenté en bâton. 
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cristallisation en présence de fluorure d’aluminium (AlFX) changent peut-être de celles que 

nous avons testées. 

Pour ce qui est de l’absence de partenaire, cette observation fait suite à l’analyse des 

structures de petites protéines G en complexe avec l’AlFX. La fixation de ce composé se fait 

en présence de la protéine activatrice GAP (Scheffzek et al., 1998), avec un résidu arginine 

conservée dans les GAP qui vient stabiliser l’AlFX. La protéine PAB0955 est cristallisée 

seule, peut-être qu’un partenaire lui permettrait de fixer l’AlFX. 

En présence de WO4Na et de GDP, les cristaux appartiennent au groupe d’espace P21, avec 

un dimère par unité asymétrique. Le rmsd est de 0.47 Å avec la structure de la protéine apo.  

Dans la structure, il n’y a pas de tungstate dans la P-loop, mais un ion magnésium (cyan) 

hexacoordonné par 4 molécules d’eau (rouge), le phosphate-+ du GDP et le groupement 

hydroxyle de la thréonine 14 (fig.II.15.).  

 

Le magnésium est 

également lié via les 

molécules d’eau, par 

l’aspartique 36 du motif 

G2 (orange) et par 

l’aspartique 101 du 

motif G3 (bleu). 

Lorsque nous avons co-

cristallisé PAB0955 

avec du GDP et du 

magnésium nous 

n’avons jamais observé 

de magnésium dans la 

P-loop. Seule la 

structure du GTP 

hydrolysé à 18°C 

contient du magnésium. 

 
 

 
 
 

 
Figure.II.15. Structure de PAB0955 co-cristallisée avec du GDP 

et du WO4Na. 

 

Un monomère est représenté en rose et l’autre en violet. Le GDP 

est représenté en bâton, le magnésium est en cyan et les 

molécules d’eau sont en rouge. 
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Conditions de 
cristallisation 

Native GTP*S GTPEDTA GTP4°C GTP18°C GDP GDP 
WO4

2- 
Contenu de la 
P-loop dans 
les structures 

Molécules 
d’eau 

GTP*S 70% GTP 
30% GDP 

GDP 
PO4

2- 
GDP 
Mg  
1 molécule 
d’eau 

GDP GDP 
Mg 
4 
molécules 
d’eau 

Contenu de 
l’unité 
asymétrique 

monomère monomère monomère monomère monomére dimére dimére 

Rwork  0.232  0.208  0.236  0.225  0.211   0.186  0.195 
Rfree 0.299 0.295 0.325 0.346 0.324 0.265 0.247 
Rcryst 0.235 0.209 0.242 0.232 0.218 0.190 0.196 
liaisons (Å) 0.010 0.009 0.009 0.008 0.009 0.011 0.008 
Angles (°) 1.246 1.297 1.192 1.175 1.185 1.373 1.215 
Facteur B 
(Å2) 

53.6 45.4 48.9 46.8 50.1 34.9 33.8 

Code PDB 1YR6 1YR7 1YR8 1YR9 Non 
déposé 

1YRA 1YRB 

 
Figure.II.16. Tableau des statistiques d’affinement et récapitulatif du contenu de chaque 

structure de PAB0955. 
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III.1. Comparaison des structures de PAB0955  

 

III.1.1. Superposition des différentes structures de PAB0955 

 

 III.1.1.1. Méthode de superposition 

 

Afin de comparer les différentes structures de PAB0955 entre elles, nous avons superposé 

toutes les structures avec la même méthode. Les superpositions ont été réalisées avec le 

programme ALIGN (Satow et al., 1986) sur les atomes C! uniquement. La superposition est 

réalisée sur un monomère de la protéine (violet) dont plusieurs régions ont été exclues (rose) 

(fig.III.1.). Nous avons exclu 

de l’alignement les régions 

les moins conservées au 

niveau structural, pour ne 

conserver que le cœur de la 

protéine. Les régions exclues 

de l’alignement sont donc: la 

P-loop, la boucle de la 

lysine40, le motif G5, la 

boucle GPN de l’insertion I1, 

la  boucle charnière entre les 

hélices !3 et !4 et 

l’insertion I2. Les deux 

extrémités n’étant pas 

modélisées entièrement pour 

toutes nos structures, elles 

ont également été exclues. 

Par conséquent la 

superposition se fait sur 154 

C! correspondant au cœur 

du repliement Rossmann et sur un seul monomère car, selon le groupe d’espace, le dimère est 

ou non-cristallographique. 

 

 
Figure.III.1. Monomère de PAB0955, représentation des 
résidus utilisés pour l’alignement (violet) en vue de 
l’analyse structurale. 
 
En rose sont représentés les résidus exclus de l’alignement 
structural. 
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III.1.1.2. Résultat de la superposition 

 

La comparaison des différentes structures que nous avons obtenues de PAB0955 a révélé que 

les changements structuraux étaient modestes, par rapport à ceux observés dans les petites 

protéines G. Pour exemple, entre la structure de hRas sans nucléotide (1BKD) (Boriack-

Sjodin et al., 1998) et celle liant du GTP (1LFD) (Huang et al., 1998) le rmsd est de 

0.82 Å sur 141 C!. Les motifs impliqués dans la liaison du nucléotide subissent des 

mouvements de grandes ampleurs (jusqu’à 15 Å pour le motif G3). Pour les mêmes structures 

de PAB0955 (apo et GTPEDTA), nous avons calculé un rmsd de 0.27 Å sur 154 C! (fig.III.2.). 

Parmi les régions impliquées dans la fixation du nucléotide, c’est le motif G5 qui subit la plus 

grande variation (un peu plus de 2 Å).  

 

En revanche dans PAB0955, l’insertion I2 (résidus 183-217) subit des mouvements de 

grandes amplitudes entre les différentes structures, jusqu’à 10 Å pour certains acides aminés. 

Les mouvements les plus importants sont observés dans l’hélice-!10 (résidus 197-217). Cette 

hélice est en contact avec l’hélice-!10 de l’autre monomère.  

 

 GTP"S GTP
EDTA

 GTP
4°C

 GTP
18°C

 GDP MgGDP 

Apo protéine 0.38 Å 0.27 Å 0.49 Å 0.25 Å 0.44 Å 0.48 Å 

GTP"S  0.34 Å 0.58 Å 0.30 Å 0.42 Å 0.42 Å 

GTP
EDTA

   0.52 Å 0.25 Å 0.46 Å 0.48 Å 

GTP
4°C

    0.51 Å 0.48 Å 0.55 Å 

GTP
18°C

     0.42 Å 0.46 Å 

GDP      0.20 Å 

Figure.III.2. Tableau des rmsd entre les différentes structures de PAB0955, superposition sur 

le coeur d’un monomère (154 résidus). 

 

Les structures les plus proches sont celles de PAB0955 en complexe avec le GDP et le 

MgGDP avec un rmsd de 0.2 Å (bleu fig.III.2.). Ces deux complexes fixent le même 

nucléotide (GDP) seule la présence du magnésium diffère entre ces deux structures. Sa 

présence ne change pas la structure de PAB0955, il est donc logique que ce soient les 

structures les plus proches. 

Les complexes de PAB0955 les plus différents, avec un rmsd de 0.58 Å, sont ceux avec du 

GTP"S et avec MgGDP (fig.III.2.). Une des structure fixe un analogue du substrat de la 
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protéine et l’autre le produit de l’hydrolyse du substrat. Leurs structures sont les plus 

éloignées probablement parce qu’elles montrent le début et la fin de l’hydrolyse du GTP.  

 

Si la conformation globale des complexes reste identique, il existe des parties de la protéine 

qui se déplacent en fonction de la nature du nucléotide fixé dans la P-loop. Ce sont les motifs 

du site nucléotidique qui subissent les plus grands changements, ainsi que l’insertion I2.  

 

III.1.2. Analyse des changements structuraux 

 

III.1.2.1. Le motif G1 : la P-loop 

 

 Dans la structure de la protéine apo, la P-loop (résidus 7 à 14) contient des molécules d’eau à 

la place des groupements phosphates. Cette boucle agit un peu comme une « mâchoire » qui 

se referme sur les groupements phosphates pour les stabiliser et s’ouvre pour permettre la 

libération du GDP après hydrolyse. 

Les différentes structures ont été superposées sur la structure de la protéine apo, selon la 

technique expliquée dans le paragraphe III.1.1.1. Nous avons pris comme référence la 

protéine apo pour observer l’influence des nucléotides sur la structure de PAB0955. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Figure.III.3. Tableau des déplacements supérieurs à 0.5 Å sur les C! des résidus de la P-loop 
calculés par rapport à la structure de la protéine apo. 
 

Structures 

Résidus 

GTP
EDTA

 GTP"S 

  

GTP
4°C

 GTP
18°C

 GDP MgGDP 

G7      0.64 Å 

T8  0.75 Å 0.6 Å  0.71 Å 0.81 Å 

A9 0.86 Å  0.97 Å 1.52 Å 0.81 Å 0.93 Å 

G10  0.76 Å  1.11 Å 0.94 Å 1.24 Å 

S11      0.6 Å 

G12  1.06 Å   1.01 Å 1.31 Å 

K13  1.2 Å   1.26 Å 1.41 Å 

T14  0.65 Å   0.73 Å 0.73 Å 
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En présence de nucléotides tri-phosphates 

nous avons observé deux comportements 

différents de la P-loop de PAB0955. Avec 

le GTP"S, les phosphates ! et # sont 

stabilisés par un effet de fermeture de cette 

boucle (fig.III.4.a.). Les acides aminés G10 

(déplacement de 0.76 Å), G12 (déplacement 

de 1.06 Å) et K13 (déplacement de 1.2 Å) 

pointent le NH de leur chaîne principale 

vers les phosphates en formant des liaisons 

hydrogènes. Le phosphate-" quant à lui, en 

raison de son atome de soufre ne peut se 

plonger dans le site nucléotidique. Ce 

phosphate est un peu exclu du site et forme 

des liaisons avec la thréonine 14.  Dans les 

structures d’autre GTPases en complexe 

avec du GTP"S, cette thréonine est liée avec 

le Mg2+.  

 

Dans la structure en complexe avec du 

GTP"S, il n’y a pas de magnésium dans le 

site nucléotidique. En superposant les 

structures GTP"S et MgGDP, nous nous 

sommes aperçus que le phosphate-" du 

GTP"S occupait la position du magnésium 

(fig.III.4.b.). Le magnésium et les atomes 

d’oxygène du phosphate-" établissent des 

liaisons avec les mêmes atomes de la protéine 

et par des molécules d’eau conservées. Par 

conséquent la position très particulière du 

GTP"S empêche le magnésium de se fixer.  

 

 

 
 
Figure.III.4.b. Superposition des P-loop de 
PAB0955 en complexe avec du GTP"S 
(rose) et celle avec Mg et GDP (bleu). 
 
Les molécules d’eau bleues sont celles de 
la structure MgGDP, en cyan le 
magnésium et en rose les molécules d’eau 
liant le GTP"S. 

 
Figure.III.4.a. Superposition des P-loop de 
PAB0955 apo (jaune) et en complexe avec du 
GTP"S (rose). 
 
Les flèches en cyan indiquent le mouvement 
de fermeture de la P-loop sur le GTP"S. 

G10 

G12 

K13 

GTP"S 

          MgGDP 

 

GTP"S 

Mg
2+
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Dans la structure du GTP en présence 

d’EDTA, il n’y a pas de changements aussi 

important de la P-loop. L’alanine 9 subit un 

mouvement de recul pour s’adapter à la 

présence du phosphate-" qui dans ce cas 

plonge dans le site nucléotidique (fig.III.5.). 

Le GTP adopte une conformation classique, 

les groupements phosphates sont alignés 

comme dans les autres GTPases. Cette 

conformation représente certainement la 

position catalytique du GTP.  

 

Les structures en complexe avec le GDP, avec 

et sans Mg2+, sont très similaires. La présence 

des groupements phosphates provoque un effet 

de fermeture de la P-loop. Comme pour la 

structure avec GTP"S, ce sont les acides aminés 

G10, G12 et K13 qui subissent les changements 

les plus importants, avec des déplacements de 

l’ordre de 1.2 Å.  

 

 

 

Pour les structures obtenues après hydrolyse du GTP, selon la température, les mouvements 

de la P-loop ne vont pas dans le même sens, suggérant un moment différent dans le 

mécanisme d’hydrolyse du GTP.  

La structure de la P-loop du GTP4°C est très proche de celle avec GTPEDTA, ces deux 

structures correspondent peut-être à des étapes successives dans l’hydrolyse du GTP 

(fig.III.7.). La position des groupements phosphates diffère entre ces deux structures. Le 

phosphate-# dans la structure GTP4°C est décalé, vers l’intérieur du site nucléotidique, de 1.1 

Å par rapport à celui du GTPEDTA. Les groupements phosphates de la structure GTP4°C 

adoptent la même conformation que ceux de la structure avec GDP, c’est à dire plus enfouis 

 
Figure.III.5. Superposition des P-loop de 
PAB0955 apo (jaune) et en complexe avec du 
GTPEDTA (cyan). 
 

 
Figure.III.6. Superposition des P-loop de 
PAB0955 apo (jaune), en complexe avec du 
GDP (vert) et avec GDP et magnésium 
(bleu).  

G12 

G10 

K13 

A9 

GTP 

MgGDP  
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dans le site nucléotidique que ceux du 

GTPEDTA. Le nucléotidique, plus flexible 

que la protéine, se relaxe plus rapidement. 

C’est pourquoi les P-loop sont similaires 

entre GTPEDTA et GTP4°C, alors que le 

nucléotide s’est déjà déplacé. 

 

 

 

La structure GTP18°C contient du GDP avec 

un ion magnésium. Elle présente un 

mouvement d’ouverture de la P-loop par 

rapport à celle de la protéine apo. La boucle 

s’ouvre, peut-être pour libérer le GDP 

produit de l’hydrolyse, car la structure GTP18°C peut correspondre à un moment de l’hydrolyse 

successif à celui de la structure GTP4°C. De plus les groupements phosphates de la structure 

GTP18°C se superposent avec ceux de la structure GTPEDTA, indiquant qu’il existe un 

mouvement de recule du nucléotide au cours de l’hydrolyse. 

 

III.1.2.2. Le motif G3 : 101DTPGQ105 

 

Le motif G3, 101DTPGQ105 dans PAB0955, correspond à la région switch II des interrupteurs 

moléculaires. Dans ces derniers, ce motif subit des réarrangements structuraux importants, 

avec des déplacements de l’ordre de 15 Å (voir III.1.1.2.). Dans PAB055, ce motif ne subit 

que de petits déplacements (1.2 Å au maximum). Le motif G3 dans notre protéine est situé à 

l’interface dimérique (fig.III.8. a et b). La localisation de ce motif à l’interface sans doute 

pourquoi celui-ci ne subit pas de mouvement de grande amplitude.  

 

 
Figure.III.8. Superposition des P-loop de 
PAB0955 apo (jaune) avec celle de GTP18°C 

(gris). 

Mg
2+

 

 
Figure.III.7. Superposition des P-loop de 
PAB0955 apo (jaune), GTP4°C (violet) et 
GTPEDTA (cyan). 
Les flèches roses indiquent les mouvements 
de la P-loop et du nucléotide. 

           GTP
4°C 

 

 

 

 

GTP
EDTA
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Les résidus du motif G3 subissent des déplacements supérieurs à 0.5 Å dans 3 structures : 

GTP"S, GDP et MgGDP (fig.III.9. a et b).  

 

Structures 

Résidus 

GTP"S 

  

GDP MgGDP 

 D101    

T102    

P103  0.83 Å 0.68 Å 

G104 0.96 Å 1.21 Å 1.06 Å 

Q105 0.67 Å 0.69 Å  

Figure.III.9.a. Tableau des déplacements 
supérieurs à 0.5 Å sur les C! des résidus 
du motif G3  calculés par rapport à la 
structure de la protéine apo. 

 
 
Figure.III.8.b. Structure de PAB0955 en 
complexe avec GDP et magnésium. 
 
Les différents éléments sont représentés de la 
même couleur que sur la figure III.8.a. Les 
atomes sont modélisés par leur structure 
secondaire.  
 

 
Figure.III.8.a. Structure de PAB0955 en 
complexe avec GDP et magnésium. 
 
Le GDP est représenté en jaune, le 
magnésium en vert, le motif G3 en bleu, 
un monomère en rose et l’autre en 
violet. Les atomes sont représentés par 
leur rayon de van der Waals. 

 
Figure.III.9.b. Superposition des P-loop et des 
motifs G3 de la protéine apo (jaune), GTP"S 
(rose), GDP (vert) et MgGDP (bleu). 

D101 

T102 

P103 

Q105 

G104 
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Dans ces trois structures, le mouvement de G3 va dans le même sens ; il s’éloigne du 

nucléotide.  Ce mouvement du motif G3 permet  au Mg2+ avec ses molécules d’eau et au 

phosphate-"S d’avoir suffisamment d’espace dans le site nucléotidique. Le Mg2+ avec ces 4 

molécules d’eau dans la structure MgGDP et le phosphate-"S du complexe avec le GTP"S, 

occupent le même espace (fig.III.10. a et b).  

 

III.1.2.3. Le motif G5 : 223SAK225 

 

Le motif G5 qui fixe la base guanine du nucléotide se déplace très peu dans les structures 

GTPEDTA et GTP18°C. Dans ces deux structures, le motif G5 est légèrement plus proche du 

nucléotide que dans la forme apo. Ce mouvement est un peu plus accentué dans les structures 

GTP"S et GTP4°C de PAB0955 avec des déplacements sur les C! supérieurs à 0.5 Å. Les 

structures obtenues en complexe avec du GDP, possèdent des déplacements plus importants 

pour les résidus du motif G5, ces déplacements suivent ceux du nucléotide (fig.III.11). 

Structures 

Résidus 

GTP"S 

 

GTP
4°C 

 

GDP MgGDP 

S223    0.77 Å 

A224 0.61 Å 0.82 Å 1.6 Å 1.81 Å 

K225 0.63 Å 1.25 Å 1.89 Å 2.14 Å 

 

 

 
Figure.III.10.a. Superposition des P-loop et 
des motifs G3 de PAB0955 apo (jaune) et 
avec GTP"S (rose). 
 
La flèche cyan indique le mouvement du 
motif G3. 

 
Figure.III.10.b. Superposition des P-loop et 
des motifs G3 de PAB0955 apo (jaune) et 
avec MgGDP (bleu). 
 
Les flèches cyan indiquent le mouvement du 
motif G3. 
 

Ce motif G5 adopte quasiment la 

même conformation dans les 

structures en complexe avec un 

nucléotide. Son mouvement est 

concerté avec celui du motif G4 

fixant également la base guanine. Figure.III.11. Tableau des déplacements 
supérieurs à 0.5 Å sur les C! des résidus du 
motif G5  calculés par rapport à la structure de 
la protéine apo. 
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III.1.2.4. La lysine 40  

 

La lysine 40 appartient à une boucle qui fait suite au motif G2 fixant le magnésium (D36). 

Dans la plupart des structures, la densité électronique du groupement NH3
+ de la chaîne 

latérale de cette lysine n’est pas visible. 

Dans la structure GTP4°C, la densité 

électronique de la chaîne latérale de la 

lysine 40 est continue car elle est en 

interaction avec le PO4
2- (fig.III.12.a.). Sa 

chaîne latérale est alors stabilisée, la boucle 

qui la contient se rapproche du site 

nucléotidique. La lysine 40 peut jouer un 

rôle de stabilisation des charges négatives 

produites au cours de l’hydrolyse du GTP, 

facilitant ainsi la réaction. La flexibilité de 

cette boucle permet un basculement de la 

chaîne latérale de la lysine qui pourrait ainsi 

positionner son NZ à proximité du 

phosphate-" au cours de l’hydrolyse 

(fig.III.12.b.). Dans les structures obtenues 

par co-cristallisation en présence de GDP et 

de GTP"S, cette boucle est éloignée du 

nucléotide (fig.III.12.c.). Nous pouvons 

donc supposer que ces structures ne sont pas 

en conformation active puisqu’elles ne 

favorisent pas la réaction d’hydrolyse.   

Structures 

Résidus 

GTP
EDTA

 GTP"S GTP
4°C GTP

18°C GDP MgGDP 

G38  0.94 Å 0.6 Å  0.67 Å 0.89 Å 

V39  1.46 Å 1.2 Å 0.65 Å 0.97 Å 1.45 Å 

K40 0.65 Å 1.51 Å 1.31 Å  1.14 Å 1.98 Å 

E41 0.61 Å 1.16 Å 1.05 Å  1.11 Å 1.54 Å 

Figure.III.12.c. Tableau des déplacements supérieurs à 0.5 Å sur les C! des résidus de la 
boucle contenant la lysine 40  calculés par rapport à la structure de la protéine apo. 

 
Figure.III.12.a. Site de fixation du PO4

2- 
dans la structure GTP4°C. 
 

 
Figure.III.12.b. Superposition des lysines 40 
de la protéine apo (jaune), le GTPEDTA 
(cyan), GTP"S (rose), GTP4°C (violet), 
GTP18°C (gris) et MgGDP (bleu). 

K40 

N67 

PO4
2- 
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III.1.2.5. Le motif 65GPN67 

 

Un autre motif qui se déplace lorsqu’un nucléotide est fixé est le motif 65GPN67, qui 

appartient à la première insertion I1. Ce motif se situe au début de l’hélice-!4. Le motif GPN 

d’un monomère vient se placer dans le site actif de l’autre monomère. L’asparagine 67 est 

placée de telle sorte, qu’elle peut se tourner vers le phosphate-" et peut donc stabiliser le PO4
2- 

produit au cours de l’hydrolyse. Dans la description qui suit (pour plus de clarté) nous 

décrirons le site nucléotidique du monomère A et le motif GPN du monomère B. Ces 

observations sont également valables pour le site nucléotidique du monomère B et le motif 

GPN du monomère A. 

 

Dans la forme apo, le D36A appartenant 

au motif G2 est en interaction par sa 

chaîne latérale avec le N67B, ce qui 

montre la proximité de ce motif GPN avec 

le site nucléotidique (fig.III.13.a.).  

 

Par rapport à cette position nous avons 

observé des changements dans deux sens 

opposés, tout comme pour la lysine 40 

(fig.III.13.b.).  

 

Structures 

Résidus 

GTP"S GTP
EDTA GTP

18°C GDP MgGDP GTP
4°C 

G63 0.78 Å   1.33 Å 1.36 Å 0.71 Å 

Y64 0.66 Å   1.18 Å 1.55 Å  

G65 0.65 Å 0.85 Å 0.6 Å 1.3 Å 1.72 Å 1.25 Å 

P66 0.78 Å 0.58 Å 0.65 Å 1.62 Å 1.78 Å 0.96 Å 

N67 1.06 Å   1.99 Å 1.98 Å 0.89 Å 

G68 0.83 Å   1.41 Å 1.46 Å 0.65 Å 

Figure.III.13.b. Tableau des déplacements supérieurs à 0.5 Å sur les C! des résidus de la 
boucle contenant le motif GPN calculés par rapport à la structure de la protéine apo. 
 

 

 
Figure.III.13.a. Structure de la protéine apo. 
 
Le monomère A est en rose et le B en violet. 

N67B G1 

D36A 

G3 

G2 
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Dans les structures avec le GTP"S, le 

GDP et le MgGDP, le motif GPN recule 

par rapport au nucléotide (fig.III.13.c.). 

Le N67B se trouve éloigné des 

groupements phosphates ; et donc 

l’hydrolyse n’est pas favorisée. Ces trois 

structures représentent probablement des 

conformations inactives de la protéine.  

 

 

 

La boucle GPN dans la structure 

GTPEDTA est plus proche du nucléotide 

que celle observée avec le GTP"S 

(fig.III.13.d.). Dans la structure 

GTPEDTA, le phosphate-" a un taux 

d’occupation de 70% indiquant qu’il y a 

eu hydrolyse partielle. Par conséquent la 

conformation du motif GPN est active 

pour l’hydrolyse du GTP. 

En comparant les 

conformations de 

la boucle GPN 

des structures 

GTPEDTA, 

GTP18°C et 

GTP4°C nous 

pouvons les 

classer par ordre 

chronologique de l’hydrolyse du GTP (fig.III.13.e.). L’hydrolyse débute avec la position du 

GPN de la structure GTPEDTA (1). Puis, le GTP hydrolysé en GDP et PO4
2-, les charges 

négatives sont compensées par le N67 du monomère B dans la structure GTP4°C (2). Dans 

cette structure, le PO4
2- est lié avec l’asparagine 67 tournée vers le site nucléotidique. Le 

 
Figure.III.13.c. Superposition des structures 
apo (jaune), MgGDP (bleu) et GTP"S (rose). 

N67B 

 
Figure.III.13.d. Superposition des structures 
apo (jaune), GTPEDTA (cyan) et GTP"S (rose). 

N67B 

 
Figure.III.13.e. Superposition des structures apo (jaune), GTPEDTA 
(cyan), GTP18°C (gris) et GTP4°C (violet). 

1 

2 

3 
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PO4
2- est ensuite libéré et l’asparagine 67 se relaxe comme nous l’avons observé dans la 

structure GTP18°C (3).  

 

Ce motif GPN, comme la lysine 40, peut stabiliser les charges négatives produites au cours de 

l’hydrolyse. Ce motif semble donc important pour l’hydrolyse du GTP. Son rôle permet 

d’expliquer la raison d’être de la forme dimérique de la protéine. En effet, c’est le motif GPN 

d’un monomère qui stabilise les charges négatives dans le site nucléotidique de l’autre 

monomère. 

 

III.1.3. Les différentes conformations de l’insertion I2 

 

La seconde insertion I2, formée par les hélices !9 et !10, est éloignée du site nucléotidique. 

Les mouvements de cette région sont les plus importants, surtout dans l’hélice !10 entre les 

différentes structures de PAB0955. 

Les premiers cristaux obtenus appartiennent au groupe d’espace P3221. Les structures issues 

de ces cristaux possèdent une densité électronique discontinue pour l’insertion I2. Étant donné 

que dans ce groupe d’espace, I2 ne forme pas de contact avec des molécules symétriques, 

nous avons tout d’abord supposé que cette région était mobile. L’agitation thermique de celle-

ci est deux fois plus élevée que celle de la protéine (I2 a un B moyen de 100 Å2 et la protéine 

a un B moyen de 50 Å2). 

Nous avons obtenu ensuite des cristaux appartenant au groupe d’espace P21212, dans lequel la 

densité électronique d’I2 est continue. Dans ce groupe d’espace, I2 est stabilisée par des 

contacts avec des molécules symétriques. Ces observations confortaient l’hypothèse d’une 

mobilité de cette région, qui en l’absence de contact cristallin possède une densité 

électronique discontinue.  

Cependant, dans le groupe d’espace P21 la densité électronique d’I2 est également continue 

alors qu’il n’y a pas de contact cristallin significatif. La différence est le contenu de l’unité 

asymtérique : un monomère pour les cristaux appartenant au groupe d’espace P21212 et un 

dimère pour ceux en P21. Le facteur B d’agitation thermique moyen d’I2 est de 40 Å2 celui de 

la structure est de 34 Å2 dans les cristaux appartenant au groupe d’espace P21. Cette région 

n’est donc pas agitée il n’y a pourtant pas de contact cristallin.  

Lorsque nous avons superposé le monomère A (en rose) avec le monomère B (en vert), nous 

avons pu observer que toute la structure était superposée à l’exception de cette région. La plus 
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grande variation entre I2A et I2B est observée pour la proline 196 dont le déplacement est de 

3.86 Å (fig.III.14. a et b).  

 

Les figures III.14. a et b montrent que les deux monomères sont différents quant au  

positionnement d’I2 par rapport au cœur de la protéine. Ceci présuppose qu’il existe au moins 

deux conformations différentes de cette insertion I2.  

Dans les cristaux appartenant au groupe d’espace P3221, il y a un monomère par unité 

asymétrique. La densité électronique observée est peut-être la moyenne de celle des deux 

conformations de I2 observées dans le groupe d’espace P21. La moyenne ne correspondant à 

aucune des deux structures, la  densité électronique est difficilement interprétable.  

Les cristaux contenant le dimère dans l’unité asymétrique sont ceux obtenus par co-

cristallisation avec du GDP uniquement. La nature du nucléotide ne change pas la 

conformation de PAB0955 comme c’est le cas dans les petites protéines G. Cependant, 

l’insertion I2 et le groupe d’espace auquel appartiennent les cristaux semblent être affecté par 

le nucléotide co-cristallisé avec la protéine. Il est difficile de savoir si la structure de 

l’insertion I2 est affectée par l’empilement cristallin ou par le nucléotide. Si I2 est capable de 

changer de conformation en fonction du nucléotide, elle pourrait alors interagir avec un 

partenaire de façon nucléotide dépendante.  

 

 
Figure.III.14.a. Superposition des 
monomères A (rose) et B (vert) des 
cristaux  en P21. 
 
Un monomère est en rose, l’autre en 
violet pour la structure du dimère. 

 
Figure.III.14.b. Superposition des 
monomères A (rose) et B (vert) des cristaux 
en P21. 
 
En bâton est représentée la proline 196. 
 

Monomère B Monomère B 
superposé 

Monomère A 
Pro 196B 

Pro 196A 

Pro 196B 
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 III.1.4. La rigidité du site nucléotidique 

 

Le site nucléotidique est situé à l’interface dimérique. Il est formé par les 5 motifs D d’un 

monomère et par le motif GPN apporté par l’autre monomère.  

Nous avons pu observer avec la description des différents déplacements, que la protéine 

PAB0955 ne subit pas de changements structuraux importants avec la fixation du nucléotide. 

De plus nous avons obtenu une structure avec un GTP"S dans une conformation atypique, une 

structure avec GTPEDTA où les groupements phosphates reculent au lieu de s’ancrer dans le site 

nucléotidique. Tout ceci nous a amené à mieux analyser le site nucléotidique dans la zone de 

fixation des groupements phosphates. 

 

  III.1.4.1. La conformation arquée du GTP"S 

 

Nous avons vu dans le paragraphe III.1.2.2. sur les mouvements du motif G3, que ceux-ci 

étaient restreints par l’interface dimérique. Dans les petites protéines G, lors de la fixation du 

GTP"S, il y a un mouvement de recul du motif G3 et également du G2 par rapport au site 

nucléotidique. Ces deux motifs, dans les interrupteurs moléculaires, sont capable de changer 

de conformation pour s’adapter à l’atome de soufre plus encombrant qu’un atome d’oxygène. 

Dans PAB0955, le motif G3 ne peut pas se reculer suffisamment pour laisser l’espace 

 
Figure.III.15.a. Structure du GTP"S de 
PAB0955. 
 
Le motif G3 est en bleu, le G2 en orange, 
l’atome de soufre du GTP"S en jaune. 

 
Figure.III.15.b. Structure du GTP"S de 
PAB0955. 
 
L’atome de soufre ne peut pas s’enfouir 
dans le site, si le G3 ne se recul pas plus. 

Monomère  
A 

Monomère B 

G2 
 

D36 
 

D36 
 

D101 
 

Q105 
 

G3 
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nécessaire au positionnement de l’atome de soufre dans le site nucléotidique. Par conséquent 

c’est le GTP"S qui s’adapte au site nucléotidique et non l’inverse (fig.III.15. a et b). 

C’est pourquoi nous obtenons cette conformation particulière du GTP"S dans notre protéine.  

 

  III.1.4.2. La position particulière du GTP par rapport au GDP 

 

Dans la structure de PAB0955 avec du GTPEDTA, le phosphate-" remplit pleinement la poche 

nucléotidique. Comme nous l’avons décrit dans le paragraphe III.1.2.1. sur les mouvements 

de la P-loop, les groupements phosphates du GTPEDTA reculent de 1.1 Å par rapport à ceux du 

GDP (GTP4°C, GDP et MgGDP). Ayant chélaté le magnésium avec l’EDTA, nous avons 

supposé que ce mouvement de recul était dû à l’absence du magnésium (Vetter and 

Wittinghofer, 2001).  

La représentation des atomes par leur 

rayon de van der Waals montre que 

le phosphate-" est au contact du C! 

de la glycine 104 du motif G3 

(fig.III.16.). Le GTPEDTA ne recule 

donc pas, mais il ne peut pas s’ancrer 

davantage dans le site nucléotidique. 

Ceci laisse supposer que la 

conformation du GTP dans la 

structure GTPEDTA est catalytique. La 

position plus enfouie des phosphates 

des GDP co-cristallisés peut avoir 

deux explications. La première serait 

que cette position « trop » enfouie 

bloque la protéine dans un état inactif, car le GDP est plus stable que le GTP. La seconde 

suppose qu’au cours de l’hydrolyse, le GDP rentre plus profondément dans le site 

nucléotidique, peut être pour aider le PO4
2- à sortir du site, puis le GDP se reculerait pour 

sortir également du site. 

 

 

 

 
Figure.III.16.  Structure de PAB0955 GTPEDTA. 
 
Le motif G3 est en bleu, le G2 en orange et la P-
loop en jaune.  
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III.1.5. Le film de l’hydrolyse du GTP 

 

Les différentes structures de PAB0955 obtenues permettent de proposer un modèle des 

différentes étapes du mécanisme d’hydrolyse du GTP en GDP et PO4
2-. En comparant les 

structures en complexe avec les nucléotides, nous pouvons proposer un classement de celles-

ci par ordre chronologique de l’hydrolyse du GTP.  

Nous n’avons pu déterminer avec certitude le facteur initiant la réaction d’hydrolyse du GTP. 

Il existe différents modes d’hydrolyse (associatif ou dissociatif), et plusieurs facteurs 

initiateurs possibles (Maegley et al., 1996). Parmi les différentes hypothèses proposées pour 

l’initiation de l’hydrolyse du GTP, il y a l’attaque du GTP par une molécule d’eau 

nucléophile, le comportement du GTP comme une base captant des hydrogènes ou la P-loop 

qui donnerait un hydrogène au GTP. Nous n’avons pas observé de molécule proche (3.5Å 

maximum) du nucléotide et conservée pour expliquer l’hydrolyse. Par contre dans la structure 

GTPEDTA de PAB0955 la glycine 10 

(équivalente de G13 de hRas) pointe son 

NH vers la liaison entre les phosphates 

# et ". La distance correspond à ce qui a 

été observé dans hRas (Maegley et al., 

1996). Nous pourrions avoir aussi une 

liaison hydrogène catalytique entre la P-

loop et le GTP (fig.III.17.a). La 

structure GTPEDTA montre ainsi une 

image du début de l’hydrolyse. Puis, le 

GTP s’hydrolyse totalement en GDP et 

PO4
2-, c’est la structure GTP4°C 

(fig.III.17.b.). Les phosphates plongent 

dans le site nucléotidique (flèches 

noires), certainement pour aider le PO4
2- 

à en sortir. L’asparagine 67B se 

rapproche du site ainsi que la lysine 40A, 

et stabilisent le PO4
2-. 

 

 

 
Figure.III.17.a. Structure de PAB0955 GTPEDTA. 

 
Figure.III.17.b. Superposition des structures de 
PAB0955 GTPEDTA (cyan) et GTP4°C (violet). 
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Le PO4
2- est stabilisé par la lysine 40 et 

par l’asparagine 67, ces deux résidus 

semblent importants pour l’hydrolyse du 

GTP. Le GDP est lié avec le NH de la 

glycine 10, la P-loop suit le déplacement 

des groupements phosphates qui 

s’enfouissent dans le site nucléotidique 

dans la structure GTP4°C (fig.III.17.c.). 

 

 

Ensuite le PO4
2- est libéré du site 

nucléotidique, le GDP se recul 

légèrement du site, c’est la structure 

GTP18°C (fig.III.17.d). La lysine 40, 

l’asparagine 67 ainsi que la P-loop se 

relaxent après le départ du PO4
2-. Ces 

différentes régions reprennent une 

position proche de celle observée dans 

la protéine apo. Le GDP se relaxe 

également et se décale vers l’extérieur 

du site. Ce mouvement de va et vient du 

GDP dans le site, permet de supposer 

que notre hypothèse d’un 

accompagnement du PO4
2- par le GDP 

au cours de l’hydrolyse, est probable. La 

structure GTP18°C montre que la P-loop 

s’ouvre. En effet la distance entre le NH 

de la glycine 10 et le phosphate-# varie 

de 3.7 Å à 4.5 Å entre les structures 

GTP4°C et GTP18°C. Ainsi, le GDP est 

moins stabilisé et peut sortir de la P-

loop, puis la structure revient dans la 

conformation de la protéine apo prête à effectuer un nouveau cycle d’hydrolyse. 

 
Figure.III.17.c. Structure de PAB0955 GTP4°C. 
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Figure.III.17.d. Superposition des structures de 
PAB0955 GTP4°C (violet) et de GTP18°C (gris). 
 

 
Figure.III.17.e. Structure de PAB0955 GTP18°C. 
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L’affinité de la protéine pour le GDP semble assez forte puisque le GDP reste fixé dans le 

site. Nous ne pouvons savoir, avec les structures, si la protéine, dans les gouttes de 

cristallisation, est capable de libérer le GDP issu de l’hydrolyse et de le fixer à nouveau, ou si 

elle le conserve après hydrolyse. Dans le cas où elle conserverait le GDP : soit la protéine 

possède un partenaire, de type GEF, capable de remplacer le GDP par du GTP  soit l’affinité 

de la protéine pour le GTP étant plus grande que celle pour le GDP, l’échange se fait 

naturellement. Nous avons voulu tester cette dernière hypothèse en essayant d’échanger le 

GDP par du GTP. Les cristaux obtenus par co-cristallisation avec du GDP et trempés dans 

une solution de GTP se dissolvent, nous n’avons donc pas pu tester notre hypothèse.  

 

En conclusion notre protéine est capable d’hydrolyser le GTP sans l’aide de partenaire. Nous 

avons pu remarquer qu’en solution et dans les cristaux, le magnésium est essentiel pour 

l’hydrolyse du GTP, puisqu’en présence d’EDTA la réaction ne se fait plus. En comparant les 

différentes structures, nous avons observé que l’asparagine 67 et la lysine 40 stabilisent un 

intermédiaire réactionnel. En conséquence ces deux acides aminés doivent jouer un rôle 

important dans l’hydrolyse du GTP. 

 

III.2. Recherche d’homologues structuraux et analyse 

 

Afin de progresser dans la détermination de la fonction biologique de notre protéine et mieux 

comprendre les caractéristiques de sa fonction enzymatique, nous avons comparé notre 

structure avec celles de GTPases déjà connues.  

Dans un premier temps, nous avons entrepris une analyse structurale comparative grâce au 

serveur DALI. Puis, nous avons étendu notre étude à l’ensemble des protéines à P-loop 

hydrolysant le GTP dont la structure est connue dans la PDB. 

 

III.2.1. Recherche d’homologues structuraux par le serveur DALI 

 

Le programme DALI (Holm and Sander, 1993) est un serveur internet permettant de 

comparer une structure à l’ensemble de la PDB. Celui-ci a pour but d’identifier les protéines 

qui sont structuralement proches de la notre. La recherche d’homologues, à l’aide du serveur 

DALI, a été réalisée avec la structure du monomère de PAB0955.  
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Le résultat de cette recherche nous a donné une liste de 65 protéines classées par Z score 

donnant une idée du degré d’homologie structurale avec notre protéine. L’ensemble des 

protéines issues de cette recherche par DALI sont des protéines fixant des nucléotides tri-

phosphates (ATP, GTP, UDP …) et présentant un repliement de type Rossmann.  

Ci-dessous, un tableau répertoriant les 5 premières protéines définies par DALI comme étant 

les plus proches structuralement de PAB0955 (fig.III.18), qui  seront détaillées par la suite.  

Figure.III.18. Tableau récapitulatif du résultat de la recherche d’homologues structuraux par 
DALI. 
 

 

III.2.1.1. La déthiobiotine synthétase d’Escherichia coli 

 

La structure la plus proche de PAB0955 est celle de la protéine déthiobitine synthétase 

d’Escherichia coli (1BYI) 

(Sandalova et al., 1999), avec un 

rmsd de 2.1 Å sur 150 C! 

superposés.  

Cette protéine intervient dans la 

voie de biosynthèse de la biotine 

en catalysant l’avant dernière 

étape consistant à produire de la 

déthiobiotine (fig.III.19.a.).  

 

 

 

Z score Protéine Nucléotide Code PDB rmsd 

9.8 Déthiobiotine synthétase ATP 1BYI 2.1 Å pour 150 C! 

9.3 SRP GTP 1NG1 1.94 Å pour 136 C! 

8.5 ArsA ATP 1F48 1.97 Å pour 121 C! 

7.1 FTHFS ATP 1EG7 1.75 Å pour 100 C! 

6.9 Petite protéine G (Ras) GTP 1CTQ 2.9 Å pour 138 C! 

 
Figure.III.19.a. Cycle de la déthiobiotine synthétase. 
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C’est une ATPase de 24 kDa qui s’organise 

en homodimère avec un axe d’ordre 2 

moléculaire qui coïncide avec l’axe 2 

cristallographique (un monomère par unité 

asymétrique). Elle présente un repliement 

de type Rossmann avec 7 brins-# parallèles 

entourés de 6 hélices-! (fig.III.19.b.). Les 

sites nucléotidiques sont à l’interface 

dimérique ; la distance entre les P-loop de 

chaque monomère est de 10 Å et la distance 

entre les phosphates-" de chaque ATP est de 

24 Å.  

Chaque monomère fixe une molécule d’ATP 

sans avoir besoin de l’autre monomère. Par 

contre le substrat DAPA (rose) fixe sa partie 

CO2- sur un monomère (en orange) et 

présente sa partie NH3+, qui sera 

phosphorylée, au niveau du site nucléotidique 

de l’autre monomère. La fonction de 

phosphorylation du DAPA pour obtenir de la 

déthiobiotine ne peut donc se faire que si la 

protéine est dimérique.  

La comparaison de la DTBS (monomère cyan) avec 

PAB0955 (monomère rose) montre que le cœur des 

structures se superpose bien représentant environ 150 

résidus. La région de PAB0955 des résidus 35 à 81, 

contenant I1, ne se superpose pas avec la DTBS, qui 

elle aussi possède une insertion à ce niveau (résidus 

38 à 95). L’insertion I2 de PAB0955 n’a pas de 

région similaire dans DTBS qui est plus petite que 

notre protéine.  

Comme pour notre protéine, le monomère de DTBS 

n’existe pas (Krell and Eisenberg, 1970). L’interface 

 
Figure.III.19.b. Structure de la DTBS en 
complexe avec l’ATP et l’acide 7-8-
Diaminopelargonic DAPA (1A82) (Kack et 
al., 1998) . 

 
Figure.III.19.c. Structure de la DTBS en 
complexe avec l’ATP (jaune) et du DAPA 
(rose). 

 
Figure.III.19.d. Superposition de 
PAB0955 (rose et violet) avec la 
DTBS (cyan et orange) (1A82). 
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dimérique est différente de celle observée dans PAB0955. Les deux monomères de la DTBS 

se posent l’un sur l’autre, il n’y a pas d’entrelacement comme dans notre protéine et la surface 

enfouie est moins grande. Chaque monomère de la DTBS enfouit 17% de sa surface à 

l’interface dimérique, soit 1530 Å2. La surface enfouie du dimère de DTBS est (3060 Å2) 

moins importante que celle de PAB0955 (4400 Å2). L’interface dimèrique est moins 

contrainte dans la déthiobiotine synthétase permettant au substrat DAPA de se positionner au 

niveau du phosphate-". Du fait de la rigidité du site nucléotidique de PAB0955, il est difficile 

d’imaginer un tel mode d’action dans notre GTPase.  

 

Dans la DTBS, le substrat DAPA activé par le CO2
2- (carbamate) vient par son oxygène du 

carbamate attaquer le phosphate-" de l’ATP. Dans la structure de la DTBS en complexe avec 

le substrat DAPA (rose) et l’ATP (cyan), le groupement NH qui va subir l’activation par le 

CO2
2- puis attaquer l’ATP  se superpose avec notre N67 (entouré en vert) (fig.III.19.e.). Ceci 

renforce l’idée que cet acide aminé joue un rôle dans l’hydrolyse du GTP, la formation du 

dimère est donc utile pour l’activité de la protéine PAB0955. 

 

 

 

 

 
Figure.III.19.e. Superposition de PAB0955 (rose et violet) avec la DTBS (cyan et orange) 
(1A82). 
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III.2.1.2. La SRP de Thermus aquaticus 

 

La deuxième protéine issue de la recherche par le serveur DALI, structuralement proche de 

PAB0955 est la SRP de Thermus aquaticus : Ffh (1NG1) (Freymann et al., 1999) avec un 

rmsd de 1.94 Å pour 136 C! superposés. La protéine Ffh et son récepteur (FtsY) sont 

impliqués dans la reconnaissance de séquence signal sur les peptides en cours de production 

et dans leur translocation à travers la membrane (voir introduction). 

 La protéine Ffh est une GTPase multidomaine qui possède un domaine G avec un repliement 

de type Rossmann, avec un feuillet-# parallèle constitué de 7 brins-# et entouré de 6 hélices-

!. Contrairement à PAB0955 la SRP est monomérique et peut former un hétérodimère avec 

son récepteur. Le domaine G la protéine Ffh 

se superpose avec celui de notre GTPase. 

Un domaine d’insertion nommé « Insertion 

Box Domain » (IBD) qui se superpose en 

partie avec notre insertion I1 a été identifié 

chez les SRP (Keenan et al., 2001) 

(fig.III.20.). Cette IBD est constituée par les 

résidus 129 à 181 dans Ffh de Thermus 

aquaticus, ce qui regroupe les brins-# 2 et 3 

ainsi que les hélices-! 2 et 3. L’insertion I1 

(40 résidus) de PAB0955 est plus longue 

que l’IBD (33 résidus) de la  protéine Ffh. 

Les résidus 51 à 77 de notre protéine n’ont 

pas d’homologie structurale avec la protéine Ffh. La seconde insertion de PAB0955 ne se 

superpose pas avec la protéine Ffh et de même le domaine Nter de Ffh en hélice-! n’a pas 

d’homologie avec notre protéine qui est monodomaine.    

 

La protéine Ffh en complexe avec le GTP peut lier son récepteur si lui-même est en complexe 

avec du GTP. L’hétérodimère ainsi formé s’auto-active pour permettre l’hydrolyse des 2 

GTP. L’interaction entre Ffh et FtsY est forte puisque chaque protéine enfouie 1600 Å2 à 

l’interface dimérique soit 14% de la surface totale de l’hétérodimère. La superposition des 

structures de Ffh en complexe avec du GDP-Mg (1NG1) (Freymann et al., 1999) avec le 

 
Figure.III.20. Superposition du monomère A 
de PAB0955 avec la SRP de T. aquaticus. 
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complexe Ffh/FtsY lié au GMPpnp (1RJ9) (Egea et al., 2004) montre que les motifs G2 et G3 

sont affectées par la dimérisation.  

 

Les motifs G2 de Ffh et FtsY sont comme celui de PAB0955, composés d’un  acide 

aspartique qui fixe le magnésium. Dans Ffh de Thermus aquaticus, cet aspartate est le résidu 

135. L’Asp135 est situé dans une boucle (134-141) qui subit un basculement vers le site 

nucléotidique dans le complexe actif avec le récepteur. La plus grande amplitude de 

mouvement dans cette boucle est observée pour le résidu 139 avec un déplacement de 5.2 Å. 

Ainsi, la distance entre l’oxygène O$1 de la chaîne latérale du D135 et du magnésium passe 

de 7.1 Å dans la structure monomérique à 4.3 Å dans la structure de l’hétérodimère Ffh/FtsY. 

La distance observée dans le complexe actif Ffh/FtsY entre le D135 et le Mg2+ est proche de 

celle observée dans la structure de PAB0955 en complexe avec le GDP et le Mg2+ (4.6 Å).  

 

Le motif G3 se rapproche des groupements phosphates dans la structure du complexe 

Ffh/FtsY par rapport à celle de Ffh seule. Ce motif G3 correspond aux résidus 187DTAGR191 

dans Thermus aquaticus ; le mouvement de plus grande amplitude est observé pour le résidu 

191 avec un rmsd de 3.08 Å. Dans la structure Ffh-GDP la glycine du motif G3 est à 7.4 Å du 

phosphate-#, cette distance est de 6.2 Å dans le complexe avec le récepteur. Nous observons 

donc un mouvement de rapprochement du motif G3 vers les phosphates lorsque le complexe 

est formé. Dans PAB0955 en complexe avec le GDP et le Mg2+, la distance entre la glycine 

du motif G3 et le phosphate-# est de 5.5 Å ne permettant pas l’ajout d’un troisième phosphate 

dans cette configuration. Dans la structure de notre GTPase en complexe avec le GTP, nous 

avons observé un recul de 1.1 Å des phosphates ! et # par rapport à ceux de la structure en 

complexe avec du GDP. Notre structure étant peu flexible, le motif G3 ne peut s’adapter à la 

nature du nucléotide qui s’adapte donc pour se fixer dans le site. La structure de la protéine 

Ffh étant flexible, elle s’adapte à la nature du nucléotide présent dans sa P-loop contrairement 

à PAB0955. 

 
Ces différentes observations, ainsi que la conservation des positions relatives du phosphate-", 

des motifs G1 et G3 entre la structure GTPEDTA de PAB0955 et celle du complexe Ffh/FtsY 

indiquent que notre structure est plus proche de la conformation de Ffh activée par son 

récepteur que de Ffh seule (fig.III.20. b et c). En conclusion ceci nous laisse supposer que 

notre protéine est toujours en conformation active et qu’elle n’a sans doute pas besoin d’une 

autre protéine pour activer l’hydrolyse du GTP. 
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III.2.1.3. L’ATPase ArsA d’Escherichia coli 

 

Dans E. coli, il existe un complexe de deux protéines Ars A et B qui forment une pompe pour 

détoxifier la cellule de l’arsenic (As) et de l’antimoine (Sb), deux métalloïdes toxiques . La 

protéine ArsA est la troisième protéine homologue de PAB0955 dans la recherche par DALI, 

avec un rmsd de 1.97 Å pour 121 C! superposés. Cette protéine de 583 acides aminés 

possède deux domaines : A1 et A2, qui se positionnent de sorte à mimer un (fig.III.21.a.). 

L’ArsA est capable de fixer des métaux (As et Sb) ce qui stimule son activité ATPase. Les 

deux sites sont requis pour l’activité ATPase et pour le transport des métaux. Les deux sites 

nucléotidiques sont à l’interface des deux domaines séparés par 8 Å (fig.III.21.b.). La surface 

de contact représente 13% de la surface totale avec une large cavité centrale au niveau des 

sites nucléotidiques. Le domaine A1 est constitué d’un feuillet-# parallèle composé de 7 

brins-# et contient un brin-# anti-parallèle à l’extérieur du feuillet, l’ensemble est entouré de 

11 hélices-!. Le domaine A2 ne contient pas de brin-# supplémentaire des 7 qui constituent le 

feuillet. Une des autres différences entre les deux domaines réside dans leur mode de fixation 

du magnésium. Le domaine A1 lie le Mg2+ par 3 molécules d’eau, l’hydroxyle de la Thr 22 et 

l’Asp 45 directement, alors que l’Asp 45 du domaine A2 fixe le magnésium via une molécule 

d’eau. 

 

 
 
Figure.III.20.b. Superposition des structures 
GTPEDTA de PAB0955 (orange) et GMPpcp du 
complexe Ffh/FtsY (vert) (1RJ9). 
 

 
Figure.III.20.c. Superposition des structures 
MgGDP (violet) et GTPEDTA (orange) de 
PAB0955 ainsi que les structures GMPpcp 
de Ffh/FtsY (vert) et GDP de Ffh (cyan). 
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PAB0955 est superposé avec un des domaines de la protéine ArsA (A1). Les insertions de 

notre GTPase n’ont pas (ou peu) d’homologie structurale avec cette protéine. L’ArsA possède 

une insertion qui se superpose avec I1, mais qui est plus grande et de structure différente. Elle 

va interagir avec une insertion supplémentaire (147-191) de l’ArsA qui se situe au niveau de 

notre hélice-!7. La seconde insertion de l’ArsA n’existe pas dans PAB0955 ; elle interagit 

avec son homologue sur le second domaine A2. La seconde insertion de PAB0955 n’a pas 

d’homologie structurale avec l’ArsA. Les insertions de PAB0955 et de l’ArsA ne sont pas 

homologues. La fixation du nucléotide pour la partie des groupements phosphates se fait de la 

même façon dans les deux protéines. Le D45 de l’ArsA et le D36 de PAB0955, fixant le 

magnésium, se suppeposent. 

Les interfaces dimériques sont très différentes entre ces deux protéines, puisque PAB0955 est 

compacte alors que l’ArsA possède une grande cavité centrale et l’interaction entre les 

domaines A1 et A2 se fait principalement par les insertions extérieures. La cavité de l’ArsA 

s’étend sur environ 23 Å entre les nucléotides et les atomes d’antimoine pouvant accepter de 

possible partenaire contrairement à PAB0955 qui possède une structure compacte.  

 

 

 

 

 
Figure.III.21.a. Structure de la protéine 
Arsenite (1F48) (Zhou et al., 2000) en 
complexe avec de l’ADP, des ions antimoine 
(Sb) et chlorure (Cl). 
 

 
Figure.III.21.b. Structure du cœur de la 
protéine Arsenite. 
 
En vert les ions chlorure, en violet les 
ions antimoine. 
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III.2.1.4. La N10-Formyltetrahydrofolate Synthétase de M. thermoacetica 

 

Avec un rmsd de 1.75 Å pour 100 C! superposés la N10-Formyltétrahydofolate Synthétase 

(FTHFS) est la quatrième structure la plus homologue à notre GTPase selon DALI (Radfar et 

al., 2000). La FTHFS est une ATPase de 559 acides aminés qui s’organise en homotétramère. 

Cette protéine est impliquée dans la voie de biosynthèse de purine, thymydylate, méthionine, 

d’histidine, pantothénate et de Met-ARNt formyl. La FTHFS catalyse la réaction de 

formylation du TétraHydroFolate par hydrolyse d’une molécule d’ATP. Chaque monomère 

est constitué de trois domaines, un large et deux petits. Le domaine 1 contient les résidus 7 à 

120 et 254 à 431 ; c’est le grand domaine constitué par un feuillet parallèle avec 7 brins-# 

entourés de 8 hélices-!. Ce premier domaine fixe probablement l’ATP par une P-loop non 

canonique puisque sa séquence n’est pas un motif de Walker de type A et est plus longue que 

les autres P-loop (64AITPTAGEGKT75).  

La superposition du domaine 1 de la FTHTS, qui adopte un repliement de type Rossmann 

supposé fixer l’ATP, avec PAB0955 présente moins d’homologie que les autres structures. Ce 

domaine 1 est composé de 2 régions de la protéine éloignées en séquence. Entre les résidus 

120 et 254 vient se placer le domaine 2 de la FTHTS qui s’insert au niveau de la jonction 

entre les brins-# 2 et 3 de PAB0955. Le troisième domaine de cette protéine se situe en Cter du 

domaine 1 et  ne se superpose pas avec notre GTPase. Dans cette structure, il n’y a pas de 

régions qui se superposent avec l’insertion I2 de PAB0955. 

Il n’y a pas de structure en complexe avec un nucléotide disponible pour la FTHFS, il est 

donc difficile de comparer son mode de fixation des nucléotides avec notre protéine. Cette 

protéine est très différente de notre structure ; multidomaine, tétramérique, avec une P-loop 

particulière. En conséquence peu d’information fonctionnelle peuvent être apportées par cette 

structure.  

 

III.2.1.5. La petite protéine G Ras de l’homme 

 

Alors que les quatre premiers homologues obtenus par la recherche avec DALI, contiennent 

un feuillet-# parallèle comme notre protéine, celui du cinquième homologue (hRas) est mixte. 

Comme indiqué dans l’introduction, la famille des protéines comme hRas contient un feuillet 

mixte avec le brin-#2 antiparallèle aux autres brins.  
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Le cœur de PAB0955 se superpose avec celui de hRas, avec un rmsd de 2.9 Å sur 138 C! 

superposés. Les brins-#2 se superposent, mais sont de sens opposé, de sorte que le Nter du 

brin-#2 de hRas se superpose avec le Cter du brin-#2 de PAB0955. La région switch I (acides 

aminés 24 à 36 ) de hRas n’a pas d’homologue dans PAB0955. Dans notre GTPase, ce sont 

les insertions I1, I2 ainsi que l’hélice-!5 qui n’ont pas d’homologie structurale avec hRas. 

 

Les motifs G1, G4 et G5 sont bien superposés entre les deux protéines. Le motif G2 de hRas 

(résidus 24-36) et celui de PAB0955 (D36) n’ont pas d’homologie structurale (leurs tailles 

sont très différentes). Cependant, le D36 de PAB0955 se retrouve en superposition à 

proximité de la T35 de hRas. Ces deux résidus sont impliqués dans la fixation du magnésium, 

soit directement dans hRas, soit via une molécule d’eau dans notre GTPase. 

 

Le motif G3 est dans ces deux protéines un motif de Walker de type B, DXXG, avec deux 

résidus conservés. Ce motif G3 dans hRas correspond à la séquence 57DTAGQ61 et dans 

PAB0955 à 101DTPGQ105. Le remplacement d’une alanine en proline dans ce motif change sa 

conformation structurale.  

Le premier résidu de ce motif, D, est impliqué dans la fixation du magnésium, se superpose 

entre les deux protéines.  

Le second, la thréonine, se superpose un peu moins bien avec une distance de 1.4 Å sur les 

C!, mais les chaînes latérales se trouvent quasiment au même endroit.  

Par contre les C! entre la Proline 103 de PAB0955 et l’Alanine 59 de hRas sont distant de 2.9 

Å, avec un éloignement du motif G3 par rapport au nucléotide dans notre protéine. La 

conformation du motif G3 imposé par la présence de la proline, fait que les deux résidus qui 

suivent, la glycine et la glutamine, sont éloignés entre les deux protéines.  

Ainsi la chaîne latérale de la Q105 de PAB0955 ne se superpose pas avec celle de la Q61 de 

hRas. Dans notre protéine la Q105 est éloignée du nucléotide et ne peut jouer le même rôle de 

stabilisation de l’état intermédiaire que dans hRas. Lors de la superposition de ces motifs G3, 

nous nous sommes aperçus que, même si notre Gln105 ne se superposait pas avec la Gln61 de 

hRas, au contraire l’Asn67, elle se superpose avec la Gln61 de Ras (fig.III.22.). Ce résidu 

asparagine 67 qui appartient à la boucle GPN, interagit avec le PO4
2- dans le site 

nucléotidique de l’autre monomère de PAB0955. Cette observation renforce notre idée que 

l’interface dimérique est utile à la réaction d’hydrolyse du GTP. 
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  III.2.1.6. Informations issues de la recherche avec le serveur DALI 

 

En comparant PAB0955 avec l’ensemble des protéines issues de la recherche par DALI, il 

apparaît que notre protéine possède plus de points communs avec les ATPases qu’avec les 

GTPases. Beaucoup de protéines hydrolysant l’ATP le font sans changer de conformation en 

fonction du type de nucléotide qu’elles fixent et plusieurs sont homodimériques. Les GTPases 

au contraire sont majoritairement des monomères et nécessitent la présence d’un partenaire 

pour hydrolyser le GTP.  

Les valeurs de rmsd, toutes supérieures à 1.75 Å, obtenus pour les 5 premiers homologues 

structuraux, montrent qu’aucune de ces protéines n’est vraiment proche de PAB0955. Le 

repliement de type Rossmann est conservé puisque ces homologues possèdent une P-loop et 

hydrolyse des nucléotides tri-phosphate. De plus, les quatre premières protéines les plus 

homologues à PAB0955 possèdent toutes un feuillet-# parallèle, ce qui est plus rare dans les 

GTPases.   

 
Figure.III.22. Superposition de hRas (jaune 
1CTQ) avec MgGDP de PAB0955 (bleu 
pour le monomère A et cyan pour le B). 
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La conformation de notre protéine est différente de celles des autres protéines analysées. La 

plus proche GTPase de PAB0955 au niveau structural, est la protéine Ffh pour ce qui est du 

domaine G. La protéine Ffh est une protéine multi-domaine et monomérique contrairement à 

PAB0955. L’hétérodimère Ffh/FtsY est la forme active de la Ffh. La formation du complexe 

provoque des changements dans 

les boucles contenant les motifs 

G2 et G3. Dans le motif G3, il y 

a l’arginine 138 de la Ffh, lors de 

la formation du complexe cette 

arginine se rapproche du 

nucléotide et vient se lier avec le 

phosphate-" du GTP 

(fig.III.23.a.). Cette 

hétérodimérisation active 

l’hydrolyse du GTP. 

 

L’arginine 138 de la 

Ffh, qui semble 

aider à l’hydrolyse 

du GTP, se 

superpose avec 

notre asparagine 67. 

Dans la structure 

MgGDP notre N67 

se superpose avec la 

R138 de la Ffh 

seule (inactive). 

Notre N67 peut prendre, par simple rotation, la même position que l’arginine 138 de la Ffh 

lorsqu’elle est en complexe avec son récepteur. Notre structure étant plus proche de la Ffh en 

complexe avec son récepteur que du monomère de Ffh, cela suppose que la structure de 

PAB0955 est active pour l’hydrolyse du GTP et que l’asparagine 67 joue un rôle important 

dans l’hydrolyse. 

Cette analyse ne nous a pas donné d’élément sur la fonction biologique de notre protéine. 

Cependant, il nous est apparu évident que le classement de PAB0955 dans le COG1100 avec 

 
Figure.III.23.a. Superposition des structures de SRP 
seule (1NG1 cyan) et en complexe avec son récepteur 
(1RJ9 jaune pour la SRP et vert pour SR). 
 
 

 
Figure.III.23.b. Superposition des structures GDP-SRP (cyan), 
GMPpcp-SRP-SR (jaune) et MgGDP-PAB0955 (rose pour le 
monomère A et violet pour le monomère B). 
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la petite protéine G Sar1 est une erreur, il faudrait créer un sous-classement dans ce 

COG1100. La structure de PAB0955 est très différente de celle des petites protéines G, en 

raison notamment de son feuillet-# parallèle et de sa conservation structurale indépendante de 

la nature du nucléotide fixé. Sur le plan fonctionnel, il est probable que notre protéine ne soit 

pas impliquée dans des voies de transduction du signal comme le sont les petites protéines G, 

en effet PAB0955 n’est pas un interrupteur moléculaire. Au niveau de l’hydrolyse du GTP, 

grâce à la comparaison avec Ffh et FtsY, il apparaît que notre protéine est en conformation 

active permanente et qu’elle ne nécessite pas la présence d’un partenaire pour hydrolyser le 

GTP.  

 

III.2.2. Recherche d’homologues structuraux dans la PDB 

 

Pour essayer de déterminer la fonction de PAB0955, nous avons décidé d’analyser les 

différentes structures de protéines ATPase ou GTPase contenues dans  la PDB. Ceci dans le 

but d’avoir une vision globale et complète de toutes les protéines qui pourraient nous apporter 

des informations fonctionnelles sur PAB0955.  

Dans la PDB, 255 protéines adoptent un repliement de type Rossmann, contiennent une P-

loop et ont une activité d’hydrolyse du GTP ou de l’ATP. La majorité de ces protéines sont 

des ATPases (174), dont la plupart possèdent un feuillet-# parallèle (120) comme les kinases 

nucléotide monophosphate (NMPK), les protéines de la famille MinD (impliquées dans la 

division cellulaire), des ATPases liant l’ARN ou l’ADN et également des kinases.  

Les 81 autres protéines identifiées dans cette large étude sont des GTPases, dont 90% 

contiennent un feuillet-# mixte avec le brin-#2 anti-parallèle aux autres brins-#. Parmi ces 

protéines à feuillet-# mixte, il y à les petites protéines G et les autres interrupteurs 

moléculaires.  

Les GTPases avec un feuillet-# parallèle sont seulement 14. Parmi elles il y a 4 protéines 

SRP, 2 récepteurs de SRP, 3 tubulines et 5 FtsZ (homologue bactérien de la tubuline). 

Cependant, la tubuline et FtsZ adoptent un repliement de type Rossmann mais ne possèdent 

pas de domaine G. En effet, dans la tubuline et FtsZ, le site nucléotidique est formé la 

dimérisation des protéines au cours de la formation du protofilament et ce site ne contient pas 

les motifs G  (voir introduction). 

Par conséquent comme pour l’analyse structurale par DALI, la recherche dans la PDB ne 

nous a pas apporté plus d’informations sur la fonction de notre GTPase. En analysant la 
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structure des différents interrupteurs moléculaires, cela a renforcé la conclusion que notre 

protéine n’appartenait pas à cette famille de GTPases.  Les plus proches GTPases au niveau 

de la structure du domaine G sont les SRP et leurs récepteurs. Toutefois, ces protéines sont 

multidomaines, monomériques, et leur site nucléotidique change de conformation lors de la 

dimérisation Ffh/FtsY pour devenir actif. Même si nous n’avons pas d’information sur la 

fonction de PAB0955, cette analyse a exclu quelques pistes fonctionnelles. PAB0955 n’est 

pas un interrupteur moléculaire, elle ne doit pas être impliqué dans la transduction de signal. 

Ressemblant davantage aux SRP, elle est peut-être capable de transporter un partenaire 

comme le fait la SRP avec le ribosome pour l’amener au translocon.  

 

De cette analyse structurale, nous pouvons conclure que notre protéine constitue une nouvelle 

famille de GTPases. Les 64 protéines de cette famille, contenues chez les Archaea et les 

Eucaryotes, ont une homologie de séquence qui nous laisse supposer que la structure sera 

conservée. La fonction biologique de cette nouvelle famille de protéines peut également être 

nouvelle pour des GTPases, expliquant pourquoi il n’y a pas de structure proche de notre 

protéine.  

 

III.2.3. Recherche d’homologue pour l’insertion I2 

 

Si le cœur de la protéine, constitué par le repliement de type Rossmann contenant environ 150 

acides aminés, se superpose avec les autres protéines ; il n’en est pas de même pour 

l’ensemble de la structure de PAB0955. Les deux insertions ont notamment peu d’homologie 

structurale pour I1 et aucune pour I2. 

L’insertion I2 semble très caractéristique de notre GTPase, que ce soit par sa séquence ou par 

sa conformation repliée sur l’autre monomère (interaction par l’hélice-!10). Pour savoir s’il 

existait des homologues structuraux de cette insertion, nous avons décidé d’effectuer une 

nouvelle recherche par DALI, uniquement sur cette partie I2 (183-217).  

Le résultat de cette recherche montre que cette insertion est structuralement homologue à la 

famille des “Heat repeat’’(Huntingtin-Elongation-A subunit-TOR). Un motif HEAT contient 

32 à 61 résidus formant deux hélices anti-parallèles en hairpin, avec la première hélice plus 

courte que la seconde. Une boucle contenant une proline (196 dans PAB0955) facilite le 

changement de direction entre les deux hélices. L’interface entre les deux hélices est 

hydrophobe grâce à des résidus conservés, et les deux hélices forment un angle de 32°.  
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Dans les protéines, ces motifs HEAT sont organisés en arches ou en anneaux. Ils sont 

caractérisés par une répétition de repliements de 3 à 36 paires d’hélices-! antiparallèles 

formant des supers-hélices appelées “HEAT’’, comme dans Ro (Macrae and Doudna, 2005) 

ou dans l’importine-# (Cingolani et al., 1999). Les protéines possédant ces nombreuses 

répétitions de motifs HEAT ont une fonction commune de reconnaissance protéine-protéine 

dans plusieurs processus cellulaires (Andrade et al., 2001). Le domaine de liaison de la 

protéine Arf de l’adaptin-" contient un seul motif HEAT et sa fonction est également le 

recrutement de la petite protéine G Arf pour la localiser au Golgi (Shiba et al., 2003). C’est 

pourquoi même sans répétition, ce motif peut tout de même servir d’interaction protéine-

protéine. Dans PAB0955 il y a un motif HEAT par monomère. Les deux motifs HEAT du 

dimère sont tête-bêche, et pourraient servir ensemble à lier un partenaire protéique.  

L’insertion I2, comme nous l’avons indiqué dans le paragraphe III.1.3., est la région qui subit 

les mouvements de plus grande amplitude entre les structures de PAB0955.  Avec les cristaux 

obtenus par co-cristallisation avec du GDP, qui appartiennent au groupe d’espace P21, nous 

avons observé deux conformations différentes de cette I2. Le nucléotide semble influencer le 

groupe d’espace des cristaux, peut être car la région I2 a une conformation nucléotide 

dépendante. Cette hypothèse permet de supposer que si I2 sert à l’interaction de PAB0955 

avec un partenaire, cette interaction pourrait se faire de manière nucléotide dépendante.  

La protéine PAB0955 pourrait donc interagir avec un partenaire pour lui transférer l’énergie 

d’hydrolyse ou pour le transporter. 

 

III.3. Identification d’une nouvelle famille 

 

Le repliement de PAB0955 est celui d’un domaine G pour le cœur de la protéine. Toutefois 

plusieurs spécificités structurales font que cette protéine est unique. 

Premièrement son feuillet-# parallèle la distingue des interrupteurs moléculaires. Sa 

conservation structurale quelle que soit la nature du nucléotide fixé dans sa P-loop. Ceci la 

différencie de toutes les GTPases car PAB0955 n’adapte pas sa structure au nucléotide, au 

contraire c’est le nucléotide qui s’adapte. Sa conformation dimérique biologique est 

également unique pour une GTPase. 

L’analyse structurale de nos différents complexes nous a permis d’identifier des résidus 

supposés important pour le mécanisme d’hydrolyse du GTP. De plus, par l’analyse des 
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séquences des 64 protéines constituant la famille de PAB0955, il s’avère que  ces résidus 

supposés importants  sont conservés (voir l’alignement de séquence dans l’introduction). 

 

 III.3.1. L’interface dimérique 

 

L’analyse structurale a mis en évidence l’importance de l’interface dimérique, avec la 

participation du N67 d’un monomère au site nucléotidique de l’autre monomère.  

L’interface dimérique est constituée de 45 acides aminés, dont 27% sont homologues et 20% 

sont strictement conservés (G7, D36, M60, G65, P66, N67, G104 et E107) dans les protéines 

homologues à PAB0955 (archaea et eucaryote) (fig.III.24.).  

Un axe de symétrie d’ordre 2, cristallographique ou non selon les groupes d’espace, passe au 

niveau de l’interface dimérique, chaque monomère engage donc les mêmes résidus à 

l’interface. 

Cette interface dimérique doit être présente dans les autres protéines homologues de 

PAB0955 puisque les résidus engagés sont conservés. Ceci signifie que le motif GPN sera 

également présent à l’interface dans les autres protéines de cette famille, par conséquent il 

pourra remplir la même fonction que dans PAB0955. 

 

 

Enfouis        ----***---------------------------*-*-*---------------**--*- 

Q9HCN4-Hu   22 LLVLGMAGSGKTTFVQRLTGHLHAQGTPPYVINLDPAVHEVPFPANIDIRDTVKYKEVMK 

Q8VCE2-Mo   22 LLVLGMAGSGKTTFVQRLTGHLHNKGCPPYVINLDPAVHEVPFPANIDIRDTVKYKEVMK 

P47122-Sc    6 IICIGMAGSGKTTFMQRLNSHLRAEKTPPYVINLDPAVLRVPYGANIDIRDSIKYKKVME 

Q9UYR9-PA    3 VVFVGTAGSGKTTLTGEFGRYLEDNYKVAYVN-LDTGVKELPYEPSIDVREFVTVEEIMR 

Q8U3I2-PF    3 IAFLGTAGSGKTTLTGAFGRYLEENYRVAYVN-LDTGVENLPYKPDIDVRDFITVRDLMK 

Q97Z85-SS    8 VFILGTAGSGKTTLTKNLQDYLLDQEMDTAVINLDPAVEHLPYTPDFDVRDYVDAYEVMQ 

Consensus      ----GXaGsGKtt--------l--------V-NLD--v---p-----d-r--------M- 
                       G1                      G2 
 

Enfouis        -*-****--**--------------------------------****--**--------* 

Q9HCN4-Hu   82 QYGLGPNGGIVTSLNLFATRFDQVMKFIEKAQNMSKYVLIDTPGQIEVFTWSASGTIITE 

Q8VCE2-Mo   82 QYGLGPNGGIVTSLNLFATRFDQVMKFIEKAQNTFRYVLIDTPGQIEVFTWSASGTIITE 

P47122-Sc   66 NYQLGPNGAIVTSLNLFSTKIDQVIRLVEQKKDKFQNCIIDTPGQIECFVWSASGAIITE 

Q9UYR9-PA   62 EG-YGPNGAIVESYDRLMEKFNEYLNKILRLEKENDYVLIDTPGQMETFLFHEFGVRLME 

Q8U3I2-PF   62 EG-YGPNGAIVESYDRLLTRVEHYINKILELEKSNDYVLIDTPGQMETFIFHEFGVKLMN 

Q97Z85-SS   68 NYHLGPNSSLIASIDLILTKASEIKSEIDQIEAN--YVLVDTPGQIELFAYRDTGRLISQ 

Consensus      ----GPN-----s---------------------------DXPGQ-E-f-----g----- 

         GPN         G3 
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Enfouis        -----------*-----*----**-**--**-**-***-*-------------------- 

Q9HCN4-Hu  142 ALASSFPTVVIYVMDTSRSTNPVTFMSNMLYACSILYKTKLPFIVVMNKTDIIDHS---F 

Q8VCE2-Mo  142 ALASSFPTVVIYVMDTSRSTNPVTFMSNMLYACSILYKTKLPFIVVMNKTDIIDHS---F 

P47122-Sc  126 SFASSFPTVIAYIVDTPRNSSPTTFMSNMLYACSILYKTKLPMIVVFNKTDVCKAD---F 

Q9UYR9-PA  121 NLP---YPLVVYISDPEILKKPNDYCFVRFFALLIDLRLGATTIPALNKVDLLSEEEKER 

Q8U3I2-PF  121 NLP---YPLVVYLSDPEILKRPHDYCFVRFFSLLIDLRLGATTVPALNKVDLLSEKEFER 

Q97Z85-SS  126 LIRGNNKALGLFLLDSFLAKEARSFISLLLLSSSIKFRLDLPIINILNKIDLLTEKELEQ 

Consensus      --------------d-------------------i------------NKXD--------- 

              G4 
 
Enfouis        -------------------------------*--**-**--*---**------------- 

Q9HCN4-Hu  199 AVEWMQDFEAFQDALNQET----------TYVSNLTRSMSLVLDEFYSSLRVVGVSAVLG 

Q8VCE2-Mo  199 AVEWMQDFEAFQDALNQET----------TYVSNLTRSMSLVLDEFYSSLRVVGVSAVVG 

P47122-Sc  183 AKEWMTDFESFQAAIKEDQDLNGDNGLGSGYMSSLVNSMSLMLEEFYSQLDVVGVSSFTG 

Q9UYR9-PA  178 HRKYFEDIDYLTARLKLDP----------SMQGLMAYKMCSMMTEVLPPVRVLYLSAKTR 

Q8U3I2-PF  178 HKKYFEDIEYLTTKLKFDV----------STQGLLAYKMCQVFPELSPPVRVLYLSAKTG 

Q97Z85-SS  186 ILAWGDNAENLIDELGRLD--------------EYSLELVNLLIESLS-YNLIPMSSEEG 

Consensus      --------------------------------------------e----------S---g 

                G5 
 

Figure.III.24. Alignement multiple de plusieurs protéines de la famille de PAB0955 

(Q9UYR9),, XAB1 Humaine (Q9HCN4), XAB1 de souris (Q8VCE2), Saccaromyces 
Cerevisiae (P47122), Pyrococcus furiosus (Q8U3I2) et Sulfolobus solfataricus (Q97Z85). 
 
Les étoiles indiquent les acides aminés enfouis à l’interface dimérique, les rouges pour les 
acides aminés conervés et les bleus pour les résidus homologues. 
 

III.3.2. Conservation des motifs G 

 

Dans les 64 protéines homologues en séquence à PAB0955, nous avons identifié que les 

motifs G étaient conservés (fig.III.24.). Seul le G5 est présent dans seulement 50% de ces 

protéines, ce qui est également le cas dans les autres GTPases.   

 

Le motif G1 est toujours un motif de Walker de type A, la séquence consensus est 

GXXGXGK(T/S), avec une glycine en position quatre strictement conservée. La P-loop de 

ces 64 protéines adoptera, sûrement, la même conformation et fixera les groupements 

phosphates. 

 

Le motif G2 spécifique contenant un acide aspartique liant le magnésium via une molécule 

d’eau est également conservé. Son positionnement sera sans doute conservé, il est situé à la 

fin du brin-#2 après une séquence d’acide aminé hydrophobe conservé. Nous avons nommé ce 

motif 33VNLD36 dans PAB0955. La valine 33 de ce motif VNLD est en interaction 

hydrophobe avec deux résidus dont la nature hydrophobe est conservée : les résidus Ile48 et 

Val98. La leucine 35 de ce motif est également en interaction avec des résidus hydrophobes 
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de nature conservée ; la Val50 et l’Ile100. La conservation de ces résidus hydrophobes nous 

laisse supposer que leur interaction sera également conservée. Ainsi l’aspartate 36 aura la 

même position en interaction indirecte avec le magnésium.  

 

Le motif G3 sert à la fixation du magnésium par le D101 conservé, à l’interaction avec le 

phosphate-" par la G104 aussi conservée. Ce motif G3, DXPGQ, est très bien conservé dans 

ces 64 protéines, avec la présence de la Proline strictement conservée. Cette proline qui donne 

une conformation particulière au G3 de PAB0955, situé à l’interface dimérique, fait que la 

glutamine de notre protéine est éloignée et ne peut donc pas stabiliser l’état intermédiaire de 

la réaction (comme dans les petites protéines G). Nous pouvons donc supposer que dans 

toutes les protéines homologues à PAB0955 cette glutamine n’interviendra pas dans 

l’hydrolyse du GTP.  

 

Le motif G4, (N/S/T)KXD fixe la base du nucléotide et fait la spécificité de PAB0955 pour la 

guanine, donc pour le GTP. Les protéines de la même famille que notre protéine 

hydrolyseront très certainement le GTP (comme le fait d’ailleurs XAB1).  

 

La conservation de ces motifs nous indique que les protéines de la famille de PAB0955 

fixeront de la même façon et sûrement avec la même affinité le GTP et le GDP que le fait 

notre GTPase.  

 

III.3.3. Conservation du motif spécifique GPN 

 

Comme indiqué dans l’analyse entre hRas et notre GTPase, l’Asn67 de PAB0955 semble 

jouer le même rôle que la Gln61 de hRas : stabiliser le PO4
2- issue de l’hydrolyse du GTP. De 

part sa position dans le site nucléotidique de l’autre monomère, cette N67 expliquerait, par 

son action dans le mécanisme d’hydrolyse, l’importance de la structure dimérique.  

L’asparagine 67 se situe en Nter de l’hélice-!4, dans l’insertion I1, dans une séquence 

consensus GPN strictement conservée dans les protéines homologues de PAB0955. Ce motif 

GPN est une signature très spécifique de cette nouvelle famille. Nous l’avons donc nommée 

la famille des GTPases à boucle GPN (GPN loop GTPase). Ce motif très conservé va de pair 

avec la conservation de la structure quaternaire en homodimère des protéines de cette famille 
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de GTPase à boucle GPN. Ce motif GPN devrait avoir la même localisation, à l’interface et la 

même fonction dans les protéines de cette nouvelle famille de GTPases.  

Grâce à l’analyse structurale de PAB0955 nous avons pu mettre en évidence que nous avions 

découvert une nouvelle famille de GTPase. Il est donc logique que nous n’ayons pu trouver de 

structure, suffisamment proche de la notre, pour nous aider à comprendre la fonction 

biologique de PAB0955. Cependant, ses particularités nous ont permis d’émettre des 

hypothèses sur le mécanisme d’hydrolyse du GTP. La compréhension de l’hydrolyse du 

nucléotide pourra nous aider à comprendre les différences d’activité des mutants de ces 

protéines.  
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IV.1. Le choix des différents mutants 

 

Avec nos différents complexes, nous avons obtenu des structures à différents instants de la 

réaction d’hydrolyse du GTP. En analysant ces structures avec celles disponibles dans la PDB 

pour des GTPases, dont le mécanisme d’hydrolyse a été étudié, nous avons déterminé le rôle 

potentiel de plusieurs résidus. 

Les acides aminés de la P-loop n’ont pas été mutés car ils sont conservés dans les autres 

GTPases et ne sont donc pas spécifiques de notre protéine. De plus, dans les petites protéines 

G, beaucoup de mutants sur les résidus de la P-loop ont été étudiés et nous pouvons supposer 

que les effets observés sur ces protéines seront similaires dans PAB0955. Nous nous sommes 

donc intéressé aux acides aminés spécifiques et conservés dans la famille des GTPases à 

boucle GPN (fig.IV.1.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure.IV.1. Structure du site nucléotidique de PAB0955. 
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IV.1.1. La glutamine 105 

 

Lors de l’analyse structurale, nous avons pu observer que la glutamine 105 du motif G3 de 

PAB0955 était éloignée par rapport à celle des petites protéines G. Ceci est dû à la présence 

de la proline (au lieu d’une alanine) et à la localisation de ce motif à l’interface dimérique. 

Cette différence de position des glutamines du motif G3, fait que dans PAB0955 l’azote ND2 

de ce résidu Q105 est trop éloigné pour stabiliser le PO4
2- issu de l’hydrolyse du GTP. Nous 

avons donc supposé que contrairement aux petites protéines G (Marshall, 1993), la mutation 

de la Q105 en alanine n’affecterait pas l’hydrolyse du GTP. 

 

IV.1.2. La lysine 40 

 

La position particulière de la lysine 40 dans la structure du GTP hydrolysé à 4°C, stabilisant 

le PO4
2-, laisse penser que cet acide est important pour l’hydrolyse. Ce résidu basique, peut 

stabiliser les charges négatives et est conservé dans 50% des protéines de la famille des 

GTPases à boucle GPN. Nous pouvons donc supposer que ce résidu peut favoriser la réaction 

sans toutefois être essentiel. Deux mutations ont été faites sur la lysine 40 : K40A supposée 

diminuer l’activité de la GTPase et K40R pour conserver les charges positives. La chaîne 

latérale de l’arginine pourrait davantage compenser les charges négatives, si elle peut 

s’insérer dans le site nucléotidique.  

 

IV.1.3. L’asparagine 67 

 

Lors de l’analyse structurale, nous avons observé que le N67 de PAB0955 se superposait à la 

Q61 de hRas. Nous supposons donc qu’elle joue le même rôle de stabilisation du PO4
2- 

produit au cours de l’hydrolyse. Plusieurs fonctions ont été attribuées à cet glutamine 61 de 

hRas.  

Tout d’abord l’activation d’une molécule d’eau qui activerait l’hydrolyse du GTP (Paduch et 

al., 2001) (Frech et al., 1994). Cette fonction a été ensuite écartée car le pKa de la glutamine 

n’est pas suffisant pour activer une molécule d’eau (Prive et al., 1992) (Langen et al., 1992). 

Cette glutamine aurait plutôt un rôle stabilisateur de l’état intermédiaire, en formant une 

liaison hydrogène par son ND2 avec le PO4
2- (Prive et al., 1992). 
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La mutation de l’asparagine 67 va empêcher la stabilisation des produits de l’hydrolyse, ce 

qui va ralentir la réaction. Nous avons testé deux mutants de cette asparagine 67 : N67A et 

N67D. L’alanine ne va pas compenser les charges négatives, mais l’acide aspartique va 

apporter une charge négative qui devrait défavoriser davantage la réaction d’hydrolyse du 

GTP. 

 

IV.1.4. L’aspartate 36 

 

L’acide aminé D36 fixe le magnésium via une molécule d’eau. Sa mutation devrait 

déstabiliser la position du magnésium essentiel à l’hydrolyse du GTP. Cela devrait donc 

inhiber la réaction. Cette mutation devrait avoir le  même effet que la présence d’EDTA. Pour 

être sûr du rôle clé de l’aspartate 36, nous l’avons muté en alanine et en asparagine. L’alanine 

étant plus petite, elle peut poser un problème au niveau de la structure de la protéine avec un 

site moins compact. Pour éviter ce problème le mutant D36N est aussi testé. Ces deux 

mutants ne devraient pas fixer le magnésium et le GTP ne devrait donc pas être hydrolysé. 

 

IV.2. Le comportement en solution des mutants 

 

Nos collaborateurs du CEA de Marcoule ont produit les différents mutants proposés. Ils ont 

vérifié que les protéines mutantes soient correctement repliées, par dichroïsme circulaire. Les 

spectres de dichroïsme circulaire des protéines mutées sont identiques à ceux de la protéine 

sauvage. Cette analyse préliminaire est importante, car si les mutations affectent le repliement  

de la protéine, il est impossible de conclure sur le rôle des acides aminés mutés dans le 

mécanisme d’hydrolyse. 

L’activité d’hydrolyse du GTP en solution, a été mesurée pour chaque mutant, en mesurant la 

quantité de GDP produit à 80°C en 30 minutes en solution (fig.IV.2). 

 

IV.2.1. Le mutant Q105A en solution 

 

La mutation Q105A n’a pas d’effet en solution sur l’hydrolyse du GTP, après 60 minutes le 

mutant produit autant de GDP que la protéine sauvage. Comme nous le supposions, ce résidu 

n’intervient pas dans l’hydrolyse du GTP. Cette confirmation est une différence 

supplémentaire avec les petites protéines G, dans lesquelles la mutation de ce résidu entraîne 
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une diminution de l’activité d’hydrolyse et peut conduire à l’observation d’état intermédiaire 

(Pasqualato and Cherfils, 2005).  

Puisque ce mutant, dans PAB0955 n’affecte pas l’activité d’hydrolyse du GTP, il ne nous 

apportera pas d’élément sur le mécanisme d’hydrolyse, par conséquent nous n’avons pas 

déterminé sa structure. 

 

IV.2.2. Les mutants K40A et K40R en solution 

 

La mutation K40R ne change pas l’activité d’hydrolyse de la protéine en solution. En 

revanche le mutant K40A ne possède que 65% d’activité par rapport à la protéine sauvage. La 

lysine 40 intervient donc dans le mécanisme d’hydrolyse. La mutation de ce résidu n’abolit 

pas complètement l’activité, il n’est donc pas essentiel à l’hydrolyse. Seule la structure du 

mutant K40R a été étudié déterminée, afin d’essayer de favoriser un intermédiaire réactionnel. 

 

IV.2.3. Les mutants N67A et N67D en solution 

 

La mutation N67A réduit de moitié l’activité de la protéine mutée par rapport à la protéine 

sauvage. Ceci confirme que ce résidu est important mais non essentiel pour l’hydrolyse du 

GTP, comme la lysine 40. La mutation de ce résidu en acide aspartique diminue de plus de 

80% l’activité de la protéine. L’apport de charge négative dans le site nucléotidique 

défavorise la réaction d’hydrolyse, dont les produits sont eux aussi chargés négativement. 

Les structures des deux mutants, N67A et N67D, ont été déterminées. 

 

IV.2.4. Les mutants D36A et D36N en solution 

 

Le résidu D36 a été muté en alanine et en asparagine, dans les deux cas l’activité est 

drastiquement réduite en solution. Une activité résiduelle de 8% par rapport à la protéine 

sauvage est observée pour le mutant D36A et de 17% pour le D36N en solution. Ce résidu 

D36 semble donc essentiel pour l’hydrolyse du GTP. L’effet de la mutation du D36 est 

comparable, en solution, à celui de l’EDTA, c’est-à-dire l’inhibition de l’hydrolyse du GTP. 

Les structures des deux mutants, D36A et D36N ont été déterminées. 
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Mutant % Activité résiduelle / activité de PAB0955 

sauvage 

Étude structurale 

Q105A 102% non 

K40R 102% oui 

K40A 65% non 

N67D 18% oui 

N67A 51% oui 

D36N 17% oui 

D36A 8% oui 

Figure.IV.2. Tableau de l’activité spécifique d’hydrolyse du GTP des mutants de PAB095. 

 

IV.3. Structure et analyse des mutants 

 

IV.3.1. La cristallisation des mutants 

 

Pour les essais de cristallisation, les différents mutants ne se sont pas comportés de la même 

façon que la protéine sauvage. Certains nous ont permis d’obtenir rapidement des cristaux, 

D36A et D36N, un autre a cristallisé en un peu plus de temps que ne le fait la protéine 

sauvage, N67A, enfin les mutants N67D et K40R ont nécessité plus de recherche au niveau 

des conditions de cristallisation. Les essais de cristallisation ont tous été effectués en co-

cristallisant du GDP et du GTP avec chaque protéine mutée à 18°C. 

Les protéines mutées sur le résidu D36 ont été co-cristallisées avec du GTP et du GDP dans 

les mêmes conditions que la protéine sauvage (fig.IV.3.). Avec le mutant D36A, nous avons 

pu obtenir les structures de la protéine en complexe avec du GDP et du GTP. Pour le variant 

D36N, la structure en complexe avec du GTP a été obtenue. Par contre les cristaux obtenus en 

présence de GDP sont de forme irrégulière et diffractent à basse résolution (4 Å). L’intérêt de 

ces mutants est d’observer l’effet de la mutation à la fois sur la structure globale mais surtout 

les détails du site nucléotidique. Nous avons besoin d’une résolution plus haute que 3 Å. De 

ce fait, la structure du complexe D36N-GDP n’est pas utilisée pour notre étude. 
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D36A 

GTP 

D36A 

GDP 

D36N 

GTP 

16% PEG 4K 

tri-Na citrate pH 5.6 à 0.1 M 

Acétate NH4 à 0.2 M 

DTT à 20 mM 

D36A à 6.3 mg.ml-1 

GTP à 0.65 mM 

12% PEG 4K 

tri-Na citrate pH 5.6 à 0.1 M 

Acétate NH4 à 0.2 M 

DTT à 20 mM 

D36A à 6.3 mg.ml-1 

GDP à 0.65 mM 

16% PEG 4K 

tri-Na citrate pH 5.6 à 0.1 M 

Acétate NH4 à 0.2 M 

DTT à 20 mM 

D36N à 3.2 mg.ml-1 

GTP à 0.65 mM 

Figure.IV.3. Conditions de cristallisation des mutants de l’aspartate 36. 

 

Les protéines mutées sur le N67 et la K40 ont cristallisé plus difficilement. Les premiers 

essais en complexe avec les nucléotides, dans les mêmes conditions de cristallisation que 

celles utilisées pour la protéine sauvage n’ont, au départ, pas permis d’obtenir des cristaux. Il 

a fallu ajouter des additifs comme du NaCl ou du dioxane. Au final les conditions de 

cristallisations utilisées sont un mélange entre celles utilisées pour la protéine sauvage seule 

(dioxane) et en complexe avec les nucléotides (acétate d’ammonium) (figIV.4.). Nous 

n’avons pas pu obtenir de structure de la protéine mutée N67D co-cristallisée avec du GTP. 

Les cristaux obtenus contenaient au moins deux groupes d’espace différent et par conséquent 

ne pouvaient s’indexer. 

 

N67A 

GTP 

N67A 

GDP-WO4 

N67D 

GDP 

K40R 

GDP 

19% PEG 4K 

tri-Na citrate 

pH 5.6 à 0.1 M 

Acétate NH4 à 0.2 

M 

NaCl à 50 mM 

 

DTT à 20 mM 

N67A à 5.3 mg.ml-1 

GTP à 0.65 mM 

22% PEG 4K 

tri-Na citrate 

pH 5.6 à 0.1 M 

Acétate NH4 à 0.2 M 

 

 

DTT à 20 mM 

N67A à 5.3 mg.ml-1 

GDP à 0.65 mM 

WO4Na à 1 mM 

14% PEG 4K 

tri-Na citrate 

pH 5.6 à 0.1 M 

Acétate NH4 à 0.2 M 

NaCl à 100 mM 

3% dioxane 

DTT à 20 mM 

N67D à 4.3 mg.ml-1 

GDP à 0.65 mM 

 

18% PEG 4K 

tri-Na citrate 

pH 5.6 à 0.1 M 

Acétate NH4 à 0.2 M 

 

10% dioxane 

DTT à 20 mM 

K40R à 4.8 mg.ml-1 

GDP à 0.65 mM 

Figure.IV.4. Conditions de cristallisation des mutants de l’asparagine 67 et de la lysine 40. 
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IV.3.2. Enregistrement cristallographique des mutants 

 

Chaque cristal obtenu avec les différents mutants est cryo-protégé avec de l’huile de paratone 

avant d’être congelé dans l’azote liquide. Ce changement de cryo-protectant est dû à 

différents tests effectués au cours de nos manipulations sur les cristaux de la protéine sauvage. 

Les tâches de diffraction étant parfois légèrement ovales, la mosaïcité en général élevée pour 

nos cristaux, nous avons testé différents cryo-protectants en espérant améliorer leur qualité de 

diffraction. Parmi ceux testés, l’huile de paratone à permis d’obtenir des tâches plus fines 

qu’avec une concentration augmentée en PEG. Les jeux de données sur les différents cristaux 

ont été enregistrés à l’E.S.R.F., traités avec XDS et les différentes données cristallographiques 

sont notées dans le tableau de la figure.IV.5. pour les cristaux ayant permis d’obtenir une 

structure. 

Nous avons obtenu au minimum une structure pour chacun des 5 mutants en complexe avec 

un nucléotide. 
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 N67A 

GTP 

N67A 

GDPWO4 

N67D 

GDP 

D36A 

GTP 

D36A 

GDP 

D36N 

GTP 

K40R 

GDP 

Résolution 

(Å) 

20-2.30 

(2.4-2.3) 

50-2.14 

(2.27-2.14) 

20-2.10 

(2.2-2.1) 

20-2.5 

(2.6-2.5) 

20-2.6 

(2.7-2.6) 

20-2.30 

(2.4-2.3) 

50-2.60 

(2.7-2.6) 

Rsym 

(%) 

7 

(30) 

5.3 

(34.8) 

8.5 

(26.6) 

6 

(29.2) 

6.8 

(36.3) 

9 

(31.4) 

6.7 

(33.2) 

Complétude 

(%) 

95.8 

(89.4) 

98.7 

(96.5) 

97.7 

(92.5) 

96.4 

(86.1) 

95.9 

(91.3) 

98.2 

(99.7) 

97.2 

(92.7) 

I/!(I) 13.89 

(4.41) 

31.37 

(8.26) 

17.57 

(3.90) 

17.97 

(6.41) 

11.72 

(3.95) 

14.71 

(7.43) 

19.28 

(5.25) 

Redondance 10 11.8 10 4.9 3.5 7.3 5.3 

B (Å2) 47 35 42 61 64 37 50 

paramètres 

de maille 

(Å) 

a=b=60.1 

c=116 

a=b=60.3 

c= 116.6 

a=b=61 

c= 117 

a=b=61 

c= 117 

a=b=60 

c= 117 

a=b=60 

c= 117 

a=b=60.3 

c= 116.6 

" (Å) 0.931 0.979 0.933 0.979 0.979 0.979 0.979 

Ligne de 

lumière 

ID14-eh3 BM30A ID14-eh2 ID14-eh4 ID14-eh4 ID14-eh4 BM30A 

Contenu de 
l’unité 
asymétrique 

monomère monomère monomère monomère monomère monomère monomère 

R 0.212 0.210 0.211 0.199 0.201 0.195 0.212 
Rfree 0.272 0.294 0.288 0.297 0.331 0.276 0.323 
liaisons (Å) 0.014 0.012 0.011 0.010 0.011 0.011 0.011 
Angles (°) 1.491 1.478 1.373 1.405 1.466 1.402 1.416 
Contenu de 
la P-loop 

GDP 
Mg2+ 
1 H2O 

GDP 
Mg2+ 

1 H2O 

GDP 
Mg2+ 
2 H2O 

GTP GDP GTP GDP 

Figure.IV.5. Tableau des statistiques cristallographiques des mutants de PAB0955. 

Entre parenthèses les valeurs dans la dernière coquille de résolution. 

 

IV.3.3. Analyse structurale des mutants 

 

Tous les cristaux appartiennent au groupe d’espace P3221, l’unité asymétrique contient donc 

un monomère. Chaque structure a été résolue par remplacement moléculaire avec le logiciel 

AMoRe, avec comme modèle la structure de MgGDP de la protéine sauvage (facteur de 

corrélation de l’ordre de 60%, facteur R de 40%). Les rmsd moyens obtenus par superposition 
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des structures des mutants entre elles et avec les structures de la protéine sauvage varient 

entre 0.2 et 0.6 Å (fig.IV.6.a.). Les structures des mutants entre elles sont également proches 

(fig.IV.6.b.). Les faibles rmsd montrent que le repliement global reste le même, les mutations 

effectuées n’affectent pas la structure de la protéine. Ceci signifie donc que les effets observés 

sur l’activité d’hydrolyse du GTP pour les protéines mutées ne sont pas dus à un changement 

de la structure de la protéine, mais sûrement a des modifications locales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure.IV.6.a. Tableau des statistiques de superposition des différentes structures des mutants 

avec celles de la protéine sauvage. 

 
 N67A 

GTP 

N67A 

GDP 

N67D 

 GDP 

D36A 

GTP 

D36A 

GDP 

D36N 

GTP 

K40R 

GDP 

N67A 

GTP 

 0,18 Å 

 

0,25 Å 

 

0,26 Å 

 

0,26 Å 

 

0,39 Å 

 

0,26 Å 

 

N67A 

GDP 

  0,25 Å 

 

0,24 Å 

 

0,26 Å 

 

0,43 Å 

 

0,24 Å 

 

N67D 

GDP 

   0,27 Å 

 

0,36 Å 

 

0,37 Å 

 

0,30 Å 

 

D36A 

GTP 

    0,28 Å 

 

0,40 Å 

 

0,30 Å 

 

D36A 

GDP 

     0,36 Å 

 

0,36 Å 

 

D36N 

GTP 

      0,46 Å 

 

Figure.IV.6.b. Tableau des statistiques de superposition des différentes structures des 

mutants.  

 

 Native GTP#S GTP
EDTA

 MgGDP GTP
4°C

 GTP
18°C

 

plus proche D36A 

GDP 

0,34 Å 

N67D 

GDP 

0,23 Å 

D36A 

GDP 

0,33 Å 

N67D 

GDP 

0,41 Å 

D36A 

GDP 

0,51 Å 

N67D 

GDP 

0,27 Å 

plus loin K40R 

GDP 

0,41 Å 

D36N 

GTP 

0,36 Å 

K40R 

GDP 

0,38 Å 

D36N 

GTP 

0,56 Å 

D36N 

GTP 

0,62 Å 

K40R 

GDP 

0,38 Å 
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La superposition des structures a été faite sur le cœur d’un monomère de la protéine (154 C$), 

comme pour les structures de la protéine sauvage. Parmi ces structures, nous avons pu 

observer des mutants qui n’hydrolysent pas le GTP (D36A et D36N) et d’autre l’hydrolysant, 

avec une vitesse plus faible que la protéine sauvage en solution (N67A, N67D et K40R). 

 

IV.3.3.1. Analyse structurale des mutants D36A et D36N 

 

Les protéines mutées sur l’aspartate 36 n’hydrolysent plus le GTP, ce qui nous a permis 

d’obtenir la structure des deux mutants D36A et D36N avec GTP. 

 
La structure du mutant D36A avec du GTP (D36A-GTP) 

Le C$ de l’alanine 36 est situé au même endroit que celui de l’aspartate 36 dans la protéine 

sauvage. La position du phosphate-# dans la structure du mutant D36A en complexe avec du 

GTP (saumon) est proche de celle observée dans la structure GTPEDTA (cyan) de la protéine 

sauvage (fig.IV.7.a.). Les groupements phosphates dans la structure du mutant sont moins 

enfouit, et montrent un décalage de 

1 Å (flèche) avec ceux de la 

structure GTPEDTA de la protéine 

sauvage. Ce déplacement des 

groupements phosphates est 

accompagné par celui des motifs 

G1, G2 et G3 (fig.IV.7.a.).  

Ces mouvements concertés 

permettent de conserver les 

distances entre les différents motifs 

et le phosphate-# entre les deux 

structures (fig.IV.7.b.). 

 Motifs Liaison GTP
EDTA

 D36A-GTP 

Motif G1  G10  NH ---- P# GTP 3.6 Å 3.7 Å 

Motif G2  G104 C$ ---- P# GTP 4.3 Å 4.3 Å 

Motif G3  D36  C$ ----- P# GTP 7.5 Å 7.2 Å 

 Figure.IV.7.b. Tableau récapitulatif des liaisons conservées entre les structures GTP
EDTA

 de 

la protéine sauvage (cyan) et de la structure GTP du mutant D36A (rose). 

 
Figure.IV.7.a. Superposition de la structure GTP

EDTA
 

de la protéine sauvage (cyan) et de la structure GTP du 

mutant D36A (saumon). 

G1 

 

G2 

G3 

GTP 

D36A-GTP 
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Le motif GPN est plus éloigné de 1.2 

Å dans la structure du mutant D36A-

GTP que dans celle GTPEDTA de la 

protéine sauvage, laissant ainsi plus 

de place au phosphate-#, qui est plus 

exposé au solvant. L’absence de 

magnésium dû à la mutation de 

l’aspartique 36 en alanine, provoque 

une situation comparable à celle 

observée dans la structure de 

GTPEDTA. Il n’y a pas d’hydrolyse du 

GTP. De plus l’absence de l’acide 

aspartique change les interactions 

avec l’asparagine 67 de la boucle 

GPN qui recule (fig.IV.7.c.) par 

rapport au site nucléotidique. 

 

 

La structure du mutant D36N avec du GTP (D36N-GTP) 

La position du phosphate-# est 

surprenante dans la structure du 

mutant D36N complexée avec du 

GTP. Elle est intermédiaire entre celle 

observée dans les structures de la 

protéine sauvage GTPEDTA et GTP#S, 

avec une distance de presque 2Å entre 

les phosphates-# (fig.IV.8.a.). La P-

loop ne suit pas le déplacement du 

phosphate-# dans le mutant D36N. Le 

motif G1 du mutant D36N a la même 

conformation que celui de la structure 

GTPEDTA. 

 

 
Figure.IV.7.c. Superposition de la structure 

GTP
EDTA

 de la protéine sauvage (cyan) et de la 

structure GTP du mutant D36A (saumon). 

 

N67B 

D36 

A36 

 
Figure.IV.8.a. Superposition des structures 

GTP
EDTA

 (cyan) et GTP!S (rose) de la 

protéine sauvage et de la structure GTP du 

mutant D36N (orange). 

 

G1 

 

GTP!S 

 

GTP
EDTA

 

 

D36N-GTP 

N36 



Chapitre IV du projet PAB0955 : Les mutants de PAB0955 

 - 115 - 

De ce fait la glycine 10 engage une liaison 

avec un des oxygènes du phosphate-% (2.88 

Å) au lieu de faire une liaison avec le 

phosphate-# trop éloigné (5.33 Å). Le motif 

G3 ne suit pas non plus le déplacement du 

phosphate-#. La distance  entre le C$ de la 

glycine 104 et le phosphate-# est de 4.7 Å.  

Le motif GPN lui se rapproche de 1 Å et en 

ferme le site nucléotidique par une liaison 

entre l’Asn67B et l’Asn36A. De plus, l’azote ND2 de la chaîne latérale de l’asparagine 36 

(acide aminé muté) forme une liaison hydrogène avec un oxygène du phosphate-#, comme la 

fait l’asparagine 67 (fig.IV.8.c.). 

La distance entre le NH de la glycine 10 de 

la P-loop et l’atome d’oxygène liant les 

groupements phosphates % et # est de 3.8 Å. 

Cette distance est proche de celle observée 

dans la structure GTPEDTA de la protéine 

native. Comme nous l’avons indiqué dans 

le paragraphe III.1.5. sur le mécanisme 

enzy

matiq

ue, 

cette 

liaison pourrait déclencher l’hydrolyse du GTP. La 

position du GTP dans le mutant D36N nous montre 

peut-être une conformation possible du GTP.  Cette 

position peut également montrer le chemin pris par le 

phosphate-# après hydrolyse du GTP, avec les acides 

aminés impliqués dans sa stabilisation, comme 

l’asparagine 67. Entre les structures D36N-GTP et D36A-GTP, la présence de l’asparagine 

(N36) provoque de nouvelles liaisons fermant le site nucléotidique et attire le phosphate-#, ce 

qu’il lui donne une position moins enfouie.  

 

 
Figure.IV.8.b. Structure du mutant 

D36N en complexe avec du GTP. 

G10 

G104 

 
Figure.IV.8.c. Superposition de la 

structure GTP
EDTA

 (cyan) de la protéine 

sauvage et de la structure GTP du 

mutant D36N (orange). 

 

N67B 

D36A 

N36A 

 
Figure.IV.8.d. Superposition des 

structures des mutants D36A 

(saumon) et D36N (orange) en 

complexe avec du GTP. 

 
P# 

 
P% 

 
P$ 
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La structure du mutant D36A avec du GDP (D36A-GDP) 

La comparaison de la structure D36A en complexe avec du GDP par rapport à celle de la 

protéine sauvage avec MgGDP montre que les phosphates sont moins enfouis dans le mutant 

que dans la  sauvage. Il y a un 

décalage de 1 Å (flèche) entre les 

phosphates-% de ces deux 

structures.  

Les groupements phosphates du 

mutant D36A se superposent 

avec ceux du GTP de la structure 

GTPEDTA. Le motif G3 ne se 

déplace pas entre les structures 

D36A-GDP et MgGDP. Par 

conséquent la distance entre le 

C$ de la glycine 104 et le 

phosphate-% varie donc de 5.55 

Å à 6.48 Å dans la structure D36A-GDP (décalage de 1 Å) (fig.IV.9). Le motif G2 contenant 

la mutation reste dans la même conformation que dans la protéine sauvage en complexe avec 

MgGDP. Les motifs G1, G4 et G5 du mutant D36A suivent le mouvement de recul du GDP 

par rapport au site nucléotidique.  

La structure du mutant D36A-GDP montre qu’en absence de magnésium les groupements 

phosphates ne sont pas enfouis comme ils le sont dans la structure MgGDP de la protéine 

sauvage. Dans le paragraphe sur les différentes étapes du mécanisme enzymatique (III.1.5.), 

nous avons émis l’hypothèse d’un mouvement du nucléotide au cours de l’hydrolyse. La 

position du GDP, dans le mutant D36A, reflète peut-être ce qu’il se produit après l’hydrolyse 

du GTP. Lorsque le magnésium se retire du site, une fois le GTP hydrolysé, le GDP reculerait 

pour sortit également du site. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure.IV.9. Superposition des structures MgGDP de 

la protéine sauvage (bleue) et GDP du mutant D36A 

(saumon). 

G104 

MgGDP 

 
 

 

 

 

D36A-GDP 
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IV.3.3.2. Analyse structurale des mutants N67A, N67D et K40R 

 

Les structures du mutant N67A avec du GTP et du GDP (N67A-GTP et N67A-GDP) 

Avec le mutant N67A, nous avons pu obtenir des cristaux en présence de GDP et de GTP. Les 

structures sont très similaires avec un rmsd de 0,18 Å (fig.IV.6.b). Nous observons du GDP 

avec magnésium dans la P-loop dans les structures des deux types de cristaux N67A-GTP et 

N67A-GDP. Ces résultats reflètent bien l’activité en solution de ce mutant, qui est de 51% par 

rapport à l’activité de la protéine sauvage. L’activité est plus lente, mais ces cristaux se 

forment plus lentement, le mutant a donc le temps d’hydrolyser complètement le GTP dans 

les gouttes. Par comparaison avec la structure MgGDP (bleu), les groupements phosphates 

dans le mutant N67A (marron) 

sont moins enfouis, avec un 

décalage de 0.62 Å. La variation la 

plus grande est observée pour la 

boucle GPN, qui dans le mutant 

N67A recule de 2.29 Å par rapport 

à celle de la protéine sauvage en 

complexe avec MgGDP. De plus, 

la couche de solvatation autour du 

magnésium change dans les 

structures de ces mutants. La 

molécule d’eau liant l’Asn67B, 

l’Asp36A et une autre molécule 

d’eau (en interaction avec le 

magnésium) n’est pas présente 

dans ces structures de mutant 

(fig.IV.10.). Dans la structure du mutant N67A obtenue avec du GTP, le magnésium est 

coordonné par deux molécules d’eau, dans la structure obtenue avec du GDP il n’y en a 

qu’une. La perte de molécules d’eau autour du magnésium peut le déstabiliser, ce qui 

expliquerait également la baisse d’activité de ce mutant, en plus du manque de stabilité de 

l’état intermédiaire dû à la mutation de l’asparagine 67. 

 

 

 

 
Figure.IV.10. Superposition des structures MgGDP 

de la protéine sauvage (bleue) avec celle du mutant 

N67A co-cristallisé avec du GTP (marron). 

 

Les molécules d’eau cyan et le magnésium bleu 

appartiennent à la structure MgGDP. Les molécules 

d’eau orange et le magnésium marron appartiennent 

à la structure N67A-GTP. 

N67B 

A67B 
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La structure du mutant N67D avec du GDP (N67D-GDP) 

Les cristaux obtenus avec le mutant N67D en présence de GTP ne nous ont pas permis 

d’obtenir de structure. La structure obtenue en présence de GDP, contient dans le site 

nucléotidique du GDP et un magnésium coordonné par 3 molécules d’eau. La structure 

ressemble beaucoup, pour les motifs G, à celles obtenues avec le mutant N67A (fig.IV.11.a.). 

La boucle GPN est cependant plus proche du site nucléotidique dans le mutant N67D. La 

boucle GPN est décalée de 1.4 Å par rapport à celle de la structure MgGDP de la protéine 

sauvage (fig.IV.11.b.). L’acide aspartique 67B est lié via une molécule à l’aspartique 36A, 

rapprochant la boucle GPN par à celle observée dans le mutant  N67A ne contenant pas cette 

molécule d’eau. Cette liaison entre les deux acides aspartiques (D36 et D67) change la 

position du D36, décalant légèrement la position du magnésium. Ce mouvement peut 

également déstabiliser le magnésium et diminuer l’activité de la protéine. 

 

 

La structure du mutant K40R avec du GDP (K40R-GDP) 

Avec le mutant K40R, nous espérions pouvoir piéger un état intermédiaire mieux stabilisé par 

le groupement guanidinium de l’arginine qu’il ne l’est par la lysine. Malheureusement, ce 

mutant cristallise difficilement et les quelques cristaux obtenus en présence de GTP 

diffractent très mal. Nous n’avons donc pas obtenu de structure d’état intermédiaire de la 

 
Figure.IV.11.a. Superposition des 

structures de N67D-GDP (beige) avec 

N67A-GDP (marron). 

 

Les molécules d’eau et les ions 

magnésium sont représentés par des 

sphères rouge et vert respectivement pour 

la structure N67D-GDP, puis marron et 

orange respectivement pour N67A-GDP.  

 
Figure.IV.11.b. Superposition des 

structures de N67D-GDP (beige) avec 

MgGDP de la protéine sauvage (bleue). 

 

Les molécules d’eau et les ions 

magnésium sont représentés par des 

sphères rouge et vert respectivement 

pour la structure N67D-GDP, puis 

bleues et cyan respectivement pour 

MgGDP.  

 

A67B D67B 
D67B N67B 

D36 D36 
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réaction, ni pu observer l’hydrolyse du GTP avec le mutant K40R. Dans la structure du 

mutant K40R en présence de GDP, la chaîne latérale de l’arginine n’a pas pu être modélisée 

(densité électronique faible).  

 

 

Ces mutants ont confirmé les hypothèses que nous avions émises sur les différents rôles des 

acides aminés conservés et spécifiques des GTPases à boucle GPN. En effet, il est évident que 

l’acide aspartique 36, qui stabilise le magnésium, est essentiel à l’activité hydrolase de 

PAB0955. Les acides aminés N67 et K40 ont un rôle de stabilisation de l’état intermédiaire 

produit au cours de l’hydrolyse du GTP. La présence d’acides aminés stabilisant l’état 

intermédiaire laisse penser que PAB0955 n’aurait pas besoin de partenaire pour activer 

l’hydrolyse du GTP (type GAP). Il est possible que son activité soit augmentée par la 

présence d’un facteur d’échange (type GEF) permettant de remplacement le GDP par du GTP.  
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La résolution et l’analyse des différentes structures des protéines PAB0955 sauvage et 

mutantes ne nous ont pas apporté d’informations précises sur la fonction biologique de cette 

protéine. Le fait que PAB0955 représente une nouvelle famille de GTPase explique sans 

doute le fait que nous n’ayons pas, par sa structure, d’information sur sa fonction biologique. 

La présence du motif HEAT nous incite tout de même à penser que cette protéine est 

impliquée dans une interaction protéine-protéine, peut-être dans une voie de transport de 

protéines partenaires. Afin de déterminer l’existence de partenaires de PAB0955, des essais 

de pull-down et de Résonnance de plasmon de surface (SPR) ont été réalisées par l’équipe de 

Didier Flament de l’IFREMER de Brest. 

 

 

V.1. Les protéines de Pyrococcus abyssi 

 

V.1.1. Expérience de pull-down 

 

La technique de pull-down est utilisée pour rechercher un partenaire d’une protéine d’intérêt 

avec à partir par exemple d’un extrait cellulaire total ou d’une solution de protéines purifiées. 

Lorsque l’expérience se fait à partir d’un extrait cellulaire, il faut que le ou les partenaires 

soient en quantité suffisante pour être détectés et analysés. 

 

Le principe de la technique de pull-down consiste à fixer la protéine d’intérêt sur une colonne 

ou sur des billes, puis faire passer un extrait cellulaire (sur la colonne ou les billes) afin de 

piéger les partenaires de cette protéine. 

 

Tout d’abord il faut préparer un extrait cellulaire de Pyrococcus abyssi afin d’isoler les 

protéines solubles contenues dans l’archaea. Parmi ces protéines il y a en a une ou plusieurs 

qui peuvent être les partenaires de PAB0955. Les cellules en culture de Pyrococcus abyssi 

sont cassées afin de libérer les protéines solubles contenues dans les cellules. Les protéines 

issues de cet extrait cellulaire ne contiennent pas de protéines membranaires. 

 

 

Puis il faut préparer la protéine d’intérêt. La protéine PAB0955 recombinante contenant une 

étiquette 6 histidines en Nter ceci permet son accroche sur des billes magnétiques contenant du 
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Cobalt. La protéine est incubée 20 minutes à 25°C avec ces billes, puis lavée 3 fois afin 

d’éviter les interactions non-spécifiques.  

 

Les billes ainsi couplées à PAB0955 sont incubées avec un extrait cellulaire de Pyrococcus 

abyssi pendant 2 heures à 4°C. Après plusieurs lavages des billes, les protéines sont éluées par 

un tampon Tris à pH 8.8 à 1 M, 2% SDS, 5% !-mercaptoéthanol, 8% sucrose et 0.1 % de bleu 

de bromophénol. Cet éluât protéique est ensuite séparé par électrophorèse sur  gel 

d’acrylamide en condition dénaturante. Les différentes bandes issues de l’éluât sont ensuite 

analysées par spectrométrie de masse. Seules deux protéines ont pu être identifiées : la sous 

unité B de la topoisomérase VI et la protéine DnaG, d’autres partenaires potentiels sont 

visibles sur le gel (fig.V.1.) mais n’ont pu être analysés par spectrométrie de masse. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

V.1.2. Résonance de plasmon de surface 

 

La topoisomérase VI de Sulfolobus shibatae étant disponible à l’IFREMER de Brest, et 

présentant 35% d’identité avec celle de Pyrococcus abyssi, son interaction avec PAB0955 a 

été testée par résonance de plasmon de surface (SPR). La protéine PAB0955 recombinante est 

immobilisée sur la membrane de la SPR et une solution contenant la topoisomérase VI passe 

sur cette membrane. La topoisomérase VI est un hétérotrétramère de deux sous-unités A et 

deux sous-unités B. L’interaction entre le topoisomérase VI et PAB0955 est confirmée par 

 1            2          3 

 

Topo6B 

 

DnaG 

 

 

 

PAB0955 

Figure.V.1. Gel d’électrophorèse à 12% 

d’acrylamide en condition dénaturante. 

 

 

1 : marqueur de poids moléculaire 

2 : éluât du pull-down  

3 : PAB0955 seule 
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SPR (fig.V.2.). La constante de dissociation Kd entre les deux protéines qui est d’environ 

5.10
-10 

M. Seule la sous-unité B qui a été détectée par pull-down, mais en SPR la sous-unité B 

seule n’interagit pas avec PAB0955, la topoisomérase VI doit être entière pour interagir avec 

notre GTPase, suggérant une possible dégradation de la sous-unité A au moment de l’élution. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure.V.2. Courbe de SPR entre la topoisomérase VI et PAB0955 à différentes 

concentrations. 

 

La protéine DnaG n’étant pas disponible, elle n’a pas pu être testée par SPR. 

 

V.1.3. Le rôle de ces partenaires 

 

V.1.3.1. La topoisomérase VI 

 

Les topoisomérases sont des enzymes qui régulent le niveau de surenroulement des molécules 

d’ADN. Pour altérer le nombre de liaisons de l’ADN, ces enzymes doivent d’abord casser 

l’un des deux brins ou les deux à la fois. Cette cassure est réalisée grâce à un résidu tyrosine 
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de la topoisomérase qui attaque un phosphate du squelette de l’ADN, provoquant une liaison 

covalente (phosphotyrosine) temporaire entre l’enzyme et l’ADN. Il existe deux classes de 

topoisomérases, type I et type II. Les topoisomérases de type I cassent un brin d’ADN. Les 

topoisomérases de type II nécessitent l’hydrolyse de l’ATP pour casser l’ADN double brin, et 

transféraient un autre segment de double brin à travers la cassure. Ces enzymes sont présentes 

dans tous les processus impliquant l’ADN et sont essentielles pour la fin de la réplication 

(Champoux, 2001).  

 

 

Les topoisomérase de type II peuvent être divisées en deux classes : les IIA et les IIB 

(Bergerat et al., 1997). Les topoisomérase de type IIA sont les plus nombreuses, elles se 

retrouvent dans certains bactériophages, virus et archaea ainsi que chez tous les eucaryotes et 

toutes les bactéries. Elles sont homologues en séquence, mais leur organisation oligomérique 

peut varier. Les topoisomérase de type IIA organisent leur fonction catalytique de façon 

modulaire, avec un domaine ATPase situé dans la région B (en Nter), les activités de liaison et 

de cassure de l’ADN sont situées sur la région A (en Cter) (Corbett and Berger, 2003).  Les 

topoisomérases de type IIB sont moins nombreuses que celles de type IIA, la topoisomérase 

VI est la seule représentante de cette famille (Champoux, 2001). Cette topoisomérase VI a été 

identifié chez les archaea et existe également chez les plantes (Hartung and Puchta, 2001). 

 

La topoisomérase VI utilisée pour les expériences de SPR est celle de Sulfolobus shibatae, 

c'est un hétérotrétramère composé de deux sous-unités A (de 45 kDa chacune) et de deux 

sous-unités B (de 60k Da chacune).  La sous-unité B porte la fonction de fixation et 

d’hydrolyse de l’ATP. L’hydrolyse de l’ATP induit un changement conformationnel des sous-

unités A qui sont liées avec les B. Les sous-unités A interagissent alors avec l’ADN, et leur 

résidu tyrosine se retrouve bien placé pour permettre la cassure du double brin d’ADN 

(fig.V.3.). La sous-unité A contient un domaine toprim (topoisomérase-primase) requis pour 

le clivage de l’ADN (Aravind et al., 1998). Ce domaine toprim contient une centaine de 

résidus avec deux motifs conservés, un central avec un glutamate conservé et un autre avec 

deux aspartates conservés (DXD).  
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Figure.V.3. issue de l’article de K.D. Corbett and J.M.Berger  (Corbett and Berger, 2003) 

En jaune sous-unité B, en rouge, bleu et vert les sous-unités A 

 

 

V.1.3.2. La DnaG primase 

 

La primase initie la réplication de l’ADN par la synthèse des amorces d’oligonucléotides 

nécessaire à l’élongation de l’ADN par la polymérase. Chez les archaea, l’homologue de la 

DnaG primase bactérienne contient le domaine toprim très conservés dans les deux règnes, 

mais le domaine impliqué dans la fixation de l’ADN n’est pas identifié. La fonction cellulaire 

des DnaG-like protéines chez les archaea n’a pas encore été clairement identifiée. Seule la 

DnaG-like de Sulfolobus solfataricus a été retrouvée associée à l’exosome, qui est la 

machinerie de dégradation de l’ARN. Chez les bactéries, les DnaG-primases sont impliquées 

dans la réplication de l’ADN. Nous ne pouvons pas exclure que chez les archaea ces protéines 

jouent également un rôle au niveau de l’ADN.  

 

Le résultat de l’interaction entre la topoisomérase VI et la DnaG primase, impliquées dans la 

réplication de l’ADN, et PAB0955, est en accord avec notre hypothèse de départ basée sur le 

contexte génomique de PAB0955. En effet comme indiqué dans l’introduction nous nous 

sommes intéressés à cette GTPase car son contexte génomique nous laisse supposer qu’elle 

est impliquée dans la réplication de l’ADN et/ou la division cellulaire. Cette hypothèse est en 

accord avec le résultat de l’expérience de pull-down.  

Nous avons identifié une interaction avec ces deux protéines, mais pour l’instant l’implication 

au niveau fonctionnel reste inconnue. 
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Afin de poursuivre la recherche de partenaires de PAB0955, et comprendre sa fonction 

biologique, nous avons testé par SPR la possible interaction de notre GTPase avec des 

protéines connues pour être impliquées dans la réplication de l’ADN. 

 

V.2. Les protéines impliquées dans la réplication de l’ADN 

 

Plusieurs protéines issues de Pyrococcus abyssi étaient disponibles dans le laboratoire de nos 

collaborateurs de l’IFREMER de Brest. Ces protéines sont homologues de  protéines 

eucaryotes, connues pour être impliquées dans la réplication de l’ADN. Les protéines testées 

en SPR sont : les ADN polymérases des familles B et D (Gueguen et al., 2001), le complexe 

RF-C (Henneke et al., 2002), le PCNA (proliferating cell nuclear antigen) (Henneke et al., 

2002), l’endonucléase Flap 1 et la RNase HII.  

Comme pour la technique de SPR entre PAB0955 et la topoisomérase VI, notre GTPase est 

fixée à la membrane et un flux de solution contenant les différentes protéines est passé sur la 

membrane. 

Seule la protéine RF-C présente une interaction spécifique avec PAB0955. Le facteur de 

réplication C est une ATPase qui à pour fonction de charger le PCNA  sur l’ADN. Une fois le 

PCNA sur l’ADN des polymérases se fixent pour poursuivre la synthèse de l’ADN et le RF-C 

est libéré (Henneke et al., 2002). 

La constante d’interaction entre PAB0955 et RF-C est de l’ordre du nanomolaire, mais la 

valeur exacte de cette constante n’a pu être déterminée. L’interaction entre ces deux protéines 

ne répond pas à un modèle mathématique simple de 1 pour 1, sûrement à cause des natures 

multimériques des deux protéines. En effet RF-C est composé par 4 petites sous-unités et une 

grande, et PAB0955 est dimérique. Cette interaction a été confirmée par pontage chimique au 

glutaraldéhyde par l’équipe de Jean Armengaud du CEA de Marcoule.  

Après analyse sur gel d’acrylamide en condition dénaturante, ils ont pu observer une bande à 

70 kDa. Après transfert sur membrane de nitrocellulose et immunorévélation par des 

anticorps anti-PAB0955 et anti-RF-C, ils ont pu déterminer que cette bande de 70 kDa 

correspondait à un hétérodimère PAB0955/RF-C. 

Un monomère de PAB0955 s’associe donc avec un monomère de RF-C. L’interaction entre 

les deux protéines doit se faire près de l’interface dimérique de PAB0955, empêchant le 

pontage du dimère de PAB0955 en présence de RF-C. 
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Des essais de cristallisation ont été entrepris entre la petite sous-unité de RF-C et PAB0955. 

Malheureusement aucun cristal de protéine n’a été obtenu. La cristallisation étant sûrement 

gênée par le caractère hétérogène de la solution de RF-C. En effet en absence de la grande 

sous-unité de RF-C, les petites sous-unités sont capables de former des multimères dont le 

nombre de sous-unités engagées diffère.  

 

L’interaction entre RF-C et PAB0955 ne change pas les fonctions connues des deux protéines. 

En effet pour RF-C ni son activité de charge du PCNA sur l’ADN, ni son activité ATPase ne 

sont perturbées par la présence de PAB0955. Réciproquement l’activité GTPase de PAB0955 

reste inchangée en présence de RF-C. 

 

V.3. Test de phosphorylation 

 

L’autophosphorylation de GTPases a déjà été observée pour des protéines comme Era (Sood 

et al., 1994), Obg (Welsh et al., 1994) et également sur le mutant A59T de la petite protéine G 

Ras humaine (John et al., 1988). Cependant aucune implication biologique de cette 

autophorylation n’a été démontrée. Nous avons voulu tester l’hypothèse de cette réaction avec 

PAB0955. 

 

Le test d’autophosphoryaltion de PAB0955 a été effectué par Arnaud Hecker de l’équipe de 

Patrick Forterre. L’expérience a été réalisée avec des composés radioactifs afin d’identifier 

par autoradiographie l’éventuelle fixation du phosphate-". Les molécules utilisées sont ["32
P]-

GTP ; ["32
P]-ATP et 

32
Pi. Nous avons testé la présence d’autophosphorylation sur la protéine 

PAB0955 sauvage seule, en présence de RF-C, de topoisomérase VI et également le mutant 

D36A de PAB0955. Après incubation des différentes protéines avec chacune des molécules à 

80°C,  une analyse a été réalisée par électrophorèse à deux dimensions après traitement à la 

phosphatase alcaline.  

Un faible signal de radioactivité a été observé pour la protéine sauvage seule ou complexée, et 

sur la protéine mutée D36A, ceci uniquement en présence de ["32
P]-GTP. Aucun signal n’a 

été détecté en présence d’EDTA, de ["32
P]-ATP et 

32
Pi sur PAB0955 sauvage ou mutante. Et 

aucun signal n’est détecté sur RF-C ou sur la topoisomérase VI.  

La nature des résidus autophosphorylés a été identifiée, elle n’est pas spécifique, puisque trois 

type d’acides aminés sont concernés par l’autophosphorylation :  sérine, thréonine et tyrosine. 
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De plus le mutant D36A qui présente une d’activité résiduelle en solution (8%), 

s’autophosphoryle autant que la protéine sauvage. 

Comme pour les GTPases Obg, Era et le mutant A59T de hRas, une autophosphorylation est 

détectée, sans pour autant avoir une signification biologique. Dans notre cas, le manque de 

spécificité et le faible signal confirment le caractère probablement parasite de cette 

autophosphorylation. 
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Grâce à nos travaux cristallographiques, nous avons pu atteindre certains des objectifs du 

projet. Le premier était bien évidemment de déterminer la structure de PAB0955, puis de 

l’analyser afin d’en déterminer la fonction biologique ou du moins de découvrir dans quel 

mécanisme biologique cette GTPase est impliquée.  

 

La détermination structurale de cette protéine réalisée au début du projet, nous a rapidement 

permis de tester des complexes avec les différents nucléotides. L’analyse structurale de toutes 

ces structures nous a permis d’identifier qu’il s’agissait d’une nouvelle famille de GTPase, 

d’où le fait que nous n’ayons pas identifié de protéine avec une identité suffisante pour 

effectuer un remplacement moléculaire. Sur la base de notre analyse structurale et de la 

conservation des résidus à travers les différentes protéines identifiées comme étant des 

homologues de PAB0955, nous avons pu proposer un rôle pour certains acides aminés. 

L’analyse en solution, et la détermination structurale des protéines mutées sur ces résidus ont 

confirmé les différentes hypothèses quant à leur fonction. Ce qui a permis, entre autre de 

nommer cette nouvelle famille de protéine les GPN loop GTPases, rapport à la boucle GPN à 

l’interface dimérique strictement conservée en séquence et impliquée dans l’hydrolyse du 

GTP. Ces mutants ont permis de mettre en évidence les principaux acides aminés et motifs 

caractérisant cette nouvelle famille de GTPases. Les différents résultats structuraux obtenus 

avec PAB0955 seront sûrement transposables aux autres protéines de cette famille, 

notamment aux protéines humaines.  

 

Ce projet fut l’occasion de mieux connaître les GTPases, dont la découverte d’une nouvelle 

famille nous a amené à étudier en détail les autres familles de GTPases. La découverte d’une 

nouvelle famille de GTPase ouvre la perspective de nouvelles fonctions pour ces protéines 

bien conservées au cours de l’évolution. L’implication potentielle de PAB0955 dans la 

réplication de l’ADN renforce l’idée que les GTPases sont des enzymes essentielles 

impliquées, comme le sont les petites protéines G, dans des mécanismes vitaux pour les 

cellules. 

Les structures de GTPase avec un brin-!2 parallèle et un domaine G, mis à part PAB0955, se 

retrouvent uniquement dans les protéines SRP et leur récepteur. Mais ces protéines reste 

relativement éloignées de PAB0955 ; il est donc difficile d’en tirer des conclusions sur le plan 

biologique.  

L’analyse structurale avec les SRP montre que PAB0955 est dans une conformation active 

pour l’hydrolyse du GTP. Ceci nous laisse supposer que PAB0955 n’a pas besoin de protéine 
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activatrice pour l’hydrolyse du GTP comme les GAP pour les petites protéines G. Notre 

GTPase semble se suffire pour hydrolyser seule le GTP.  

 

Avec les structures, il nous est difficile d’apporter des éléments fonctionnels sur PAB0955, 

car c’est une nouvelle famille et donc il n’y a pas de point de comparaison avec d’autres 

protéines. L’apport structural nous a tout de même permis d’étudier et de dévoiler le 

mécanisme enzymatique de cette GTPase. 

 

Les expériences de pull-down et de SPR ont été entreprises par nos collaborateurs, afin de 

comprendre la fonction de cette protéine. Les résultats obtenus montrent une possible 

implication de PAB0955 dans des mécanismes au niveau de l’ADN. Ceci confirme nos 

hypothèses de départ basées sur le contexte génomique de PAB0955. Cependant il faut encore 

comprendre les rôles biologiques de ces interactions.  

Dans ce but, il faut confirmer l’interaction entre PAB0955 et DnaG, identifier les autres 

protéines éluées après pull-down. Il faudra tester par exemple l’influence de PAB0955 sur 

l’activité ATPase de la topoisomérase VI et sur sa fixation à l’ADN.  

 

Pour ce qui est de l’étude structurale des complexes, les essais de co-cristallisation entre RF-C 

et PAB0955 n’ont pas permis d’obtenir de cristaux de protéines. La topoisomérase VI de 

Pyrococcus abyssi n’est pas disponible. De plus le laboratoire d’Herman Van Tilbeurg qui 

travaille sur la topoisomérase VI de Sulfolobus shibatae est intéressé par ce partenaire de la 

topoisomérase VI qu’est PAB0955.  

  

Quelle que soit la fonction exacte de ces protéines GPN loop GTPases, il semble d’après les 

études chez la levure Saccaromyces cerevisiae qu’elles soient vitales. Les études génétiques 

sur les cellules d’archaea connaissent encore des difficultés, donc la délétion du gène de 

PAB0955 chez Pyrococcus abyssi n’a pu être faite, il est probable que le phénotype soit 

également létal. Il n’est donc pas étonnant que les partenaires de notre GTPase soient 

impliqués dans des mécanismes vitaux.  

 

Ce qui est intéressant avec les trois partenaires identifiés actuellement pour PAB0955, c’est 

leur répartition dans les différents règnes. Ainsi RF-C est présent chez les archaea et les 

eucaryotes, la topoisomérase VI est seulement présente chez les archaea, les plantes et les 
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algues rouges, et DnaG est présente chez les bactéries et les archaea avec des fonctions 

différentes.  

Les partenaires de XAB1, un des homologues humains de PAB0955, sont des protéines qui 

n’ont pas d’homologue chez les archaea. Il semble donc qu’au cours de l’évolution les 

partenaires moléculaires des GPN loop GTPases se soient différenciés. D’un côté ceci 

contraste avec la conservation de séquence, et probablement de structure, des homologues de 

PAB0955 dont aucun homologue n’a été identifié dans les 311 génomes de bactéries 

séquencé actuellement. D’un autre côté il n’est pas étonnant d’identifier plusieurs partenaires 

pour cette protéine. Car notre hypothèse de départ était que PAB0955 soit impliquée à 

l’interface entre division cellulaire et réplication de l’ADN. En jouant un rôle biologique à 

l’interface de deux mécanismes biologiques il est évident qu’il n’existe pas un seul partenaire 

pour cette GTPase. De plus les processus fondamentaux chez les archaea étant souvent un 

modèle simplifié de ceux des eucaryotes, il est probable que les partenaires soient plus 

nombreux chez les eucaryotes.  

Un autre élément important qui peut permettre de comprendre pourquoi ces GPN loop 

GTPases pourraient avoir des partenaires différents chez les archaea et chez les eucaryotes est 

l’insertion I2. Cette région est la moins bien conservée en séquence dans ces GTPases. Le 

repliement de type HEAT motif et ses multiples conformations nous laisse supposer que 

l’insertion I2 pourrait constituer un site d’interaction avec un partenaire. Comme I2 n’est pas 

conservée en séquence à travers cette famille, elle pourrait fixer des partenaires différents.  

 

Les résultats structuraux de PAB0955 pourront donc sans doute servir de modèles pour les 

autres GPN loop GTPases. Pour ce qui est des partenaires et donc de la fonction biologique de 

ces GTPases chez les archaea et chez les eucaryotes, ils risquent d’être différent. Ceci étant 

sûrement dû à une co-évolution de ces deux règnes, expliquant une diversification de 

partenaires, et donc une diversification de fonction.  
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1. Le système immunitaire 

 

Le système immunitaire sert à protéger l’organisme contre une attaque possible par un agent 

infectieux. Il permet à tout organisme de se défendre contre une très grande variété de 

pathogènes. Classiquement, l’on distingue les réponses immunitaires innée et adaptative. 

La réponse immunitaire innée est immédiate. Elle est présente dans toutes les espèces 

d’invertébrés et vertébrés. C’est la première ligne de défense contre une attaque de 

pathogènes. Elle fait intervenir des cellules phagocytaires capables d’internaliser et de 

détruire les pathogènes, des cellules cytotoxiques et des molécules telles que le complément.  

La réponse immunitaire adaptative est spécifique des vertébrés gnathostomes. C’est une 

réponse plus longue à se mettre en place (quelques jours). Cette réponse est spécifique de 

l’agent infectieux et confère une mémoire immunitaire (sollicitée par les vaccins par 

exemple). Elle fait intervenir des cellules spécialisées, les lymphocytes qui expriment à leur 

surface des récepteurs d’antigènes membranaires, capables de détecter la présence de 

pathogènes. Ces récepteurs d’antigènes comprennent les immunoglobulines (IG), aussi 

appelées anticorps, et les récepteurs T (TCR) qui sont exprimés respectivement par deux types 

de lymphocytes : les lymphocytes B expriment les IG ou anticorps et les lymphocytes T 

expriment les récepteurs T (TCR). Après reconnaissance de l’agent infectieux par ces 

récepteurs spécifiques, les lymphocytes B prolifèrent et se différencient en plasmocytes 

lesquels sécrètent des anticorps solubles (réponse humorale) de même spécificité que les 

anticorps membranaires. Les lymphocytes T peuvent être classés selon leur fonction. Les 

lymphocytes T cytotoxiques (Tc) détruisent la cellule infectée par un virus ou la cellule 

devenue cancéreuse (réponse cellulaire). Les lymphocytes T auxiliaires ou helper (Th) aident 

à la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes et ainsi contribuent à la réponse 

humorale. 

Les IG reconnaissent l’antigène sous forme native, non modifiée tandis que les TCR 

reconnaissent l’antigène sous forme de peptides présentés par les protéines du complexe 

majeur d’histocompatibilité (CMH) (HLA pour Human Leukocyte Antigen chez l’homme). 

Ces peptides proviennent de la dégradation protéolytique (ou « processing » ) des antigènes 

protéiques dans la cellule infectée ou tumorale. Les protéines du CMH appartiennent à deux 

classes. Les protéines CMH de classe I sont ubiquitaires et présentes à la surface de presque 

toutes les cellules de l’organisme, elles permettent de signaler aux lymphocytes T 

cytotoxiques (Tc) si une cellule a été infectée ou est devenue tumorale. Les protéines de 
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classe II ne sont présentes qu’à la surface de cellules présentatrices d’antigènes (CPA) dites 

professionnelles (macrophages, cellules dendritiques, lymphocytes B) (fig.6.), elles 

permettent de signaler la présence de pathogènes aux lymphocytes T auxiliaires (Th) qui, 

suite à cette reconnaissance, sont ainsi activés et aident les lymphocytes B à se différencier en 

plasmocytes.  

Notre étude porte sur deux des acteurs principaux impliqués dans la réponse immunitaire 

adaptative, les protéines du CMH et les TCR. Les protéines du CMH présentent en 

permanence des peptides en surface de nos cellules, afin de maintenir la tolérance au soi et 

afin d’alerter le système immunitaire, en cas d’invasion intracellulaire. Les peptides issus de 

la dégradation de protéines (pathogènes ou non) sont pris en charge par le CMH, pour être 

présentés aux TCR. La fonction du TCR est de distinguer l’origine des peptides (soi ou non-

soi) présentés par le CMH à la surface de la cellule que le lymphocyte vient de reconnaître.  

 

2. Les récepteurs des lymphocytes T (TCR) 

 

Les récepteurs T ou TCR (T cell Receptor), à la surface des lymphocytes T, est responsable 

de la reconnaissance spécifique d’un antigène, lorsque celui-ci est présenté sous forme de 

peptide en complexe avec une protéine CMH à la surface d’une autre cellule. L’interaction 

entre le TCR et le complexe peptide antigénique-CMH (pCMH) initie une cascade de 

signalisation (fig.1) (Hudrisier and Gairin, 1996) qui induit une activation spécifique : par 

exemple, l’élimination de la cellule infectée par un LT cytotoxique (Bevan, 1984).  

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

hRas 

Figure.1. La transduction du signal par le TCR. 

Cette cascade de signalisation active les 

kinases Fyn et Lck qui phosphorylent les 

motifs ITAM, puis ZAP-70 est recrutée. 

Il s’en suit une cascade d’activation 

impliquant plusieurs protéines dont hRas 

une petite protéine G. Les facteurs de 

transcription Fos, Jun, NFAT, NF!B et 

Oct se fixent sur les séquences 

promotrices du gène IL2 et entraîne sa 

transcription (fig.1.). 
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Les lymphocytes T qui expriment les récepteurs T "# (TCR"#) sont de deux types:  les 

lymphocytes T cytotoxiques, pour la plupart CD8+, tuent les cellules dont le CMH présente un 

peptide viral ou tumoral,  et les lymphocytes T auxiliaires (helper), pour la plupart CD4+ ,sont 

là pour activer, via un deuxième signal de reconnaissance, les CPA c’est-à-dire soit les 

macrophages (TH1), soit les lymphocytes B (TH2). Les TCR CD8+, qui font l’objet de notre 

étude, jouent un rôle important dans la lutte contre des infections virales comme la variole 

(Jackson et al., 1977), la grippe (Ennis et al., 1977), la rage (Wiktor et al., 1977), le SIDA 

(Chermann et al., 1983), etc. Les TCR CD4+, eux, jouent un rôle important dans la lutte 

contre des infections comme la tuberculose ou la lèpre (Bach et al., 1983). 

 

2.1. Les réarrangements des gènes des TCR 

 

Pour faire face à la multitude d’antigènes existant, notre organisme exprime une grande 

variété de récepteurs T capables de reconnaître les différents peptides antigéniques complexés 

au CMH (pCMH). Par exemple, il y a 209 possibilités de séquences différentes pour un 

nonapeptide, soit 5.1011 Ag différents.  

Notre génome contient 30 000 gènes alors qu’on estime que le nombre de récepteurs T 

différents que l’organisme est capable de synthétiser est de l’ordre de 1012. Un nombre 

équivalent d’IG est synthétisé par l’organisme. Ces nombres sont atteints grâce aux 

réarrangements que subissent les gènes des TCR et des IG, par un mécanisme propre aux 

vertébrés gnathostomes. Ainsi les différentes chaînes " et # du TCR sont formées par un 

réarrangement de gènes V (variable) et J (jonction) pour la chaîne " et de gènes V, D 

(diversité) et J pour la chaîne # à l’origine de la grande diversité des TCR (fig.2.). Chez 

l’homme, le locus TRA est localisé sur le chromosome 14, et le locus TRB est localisé sur le 

chromosome 7. Il existe 43-45 gènes TRAV, 50 gènes TRAJ en amont d’un seul gène TRAC. 

Les transcrits des gènes réarrangés TRAV-TRAJ (qui codent le domaine V-ALPHA) sont 

épissés avec le gène TRAC. Il existe 40-48 gènes TRBV, 2 gènes TRBD, 12-13 gènes TRBJ 

et 2 gènes TRBC. Les transcrits de gènes réarrangés TRBV-TRBD-TRBJ (qui codent le 

domaine V-BETA) sont épissés avec l’un des deux gènes TRBC (Lefranc and Lefranc).  
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Figure.2.  Les gènes codant les chaînes ! et " du TR. 

Il existe également une diversité jonctionnelle V-J, V-D et D-J qui produit des 

insertions/délétions aléatoires dans les régions jonctionnelles (fig.3.). Les variations au niveau 

des jonctions sont la source essentielle de diversité (1013 contre 106 pour la recombinaison 

génétique). Cette diversité se localise au niveau des CDR3 (Complementarity Determining 

Region) de chaque chaîne. Ces régions CDR3 sont impliquées dans l’interaction du TCR avec 

le peptide/CMH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure.3.  Les réarrangements des gènes codant les chaînes ! et " du TCR.  

 

chromosome 14 

chromosome 7 
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Cette variabilité permet de construire théoriquement environ 1016 TCR différents. Un 

individu, lui, ne possède qu’environ 108 TCR différents à un instant donné. Le fait qu’un TCR 

donné puisse reconnaître plusieurs complexes pCMH permet sans doute d’assurer l’existence 

d’au moins un TCR pour chaque antigène. Cette dégénérescence de reconnaissance du TCR 

est sans doute cruciale pour faire face à la très grande variété d’antigène. 

 

 

2.2. La structure du TCR 

La première structure d’une chaîne # de TCR fut résolue en 1995 par l’équipe de G. Bentley 

(Bentley et al., 1995a) (code PDB :1BEC), et les deux premières structures de complexe 

ternaire TCR-pCMH furent résolues l’année suivante (Garboczi et al., 1996, Garcia et al., 

1996). Depuis, 24 structures de complexes ternaires ont été résolues avec des TCR"# (Kaas. 

et Lefranc M.-P.).  

 Ces structures permettent d’établir des règles générales sur la reconnaissance du pCMH par 

le TCR, mais les détails de la spécificité de reconnaissance sont complexes. Les différents 

complexes TCR-pCMH ont permis de comprendre comment ces trois partenaires 

interagissaient. Pour autant ces complexes ne permettent pas d’expliquer comment et 

pourquoi un complexe pCMH déclenche une réponse immunitaire. Afin de comprendre les 

clefs qui font qu’une interaction devient productive, il faut sans doute d’avantage de 

structures de complexes ternaires afin de les comparer et d’en analyser les différences. Un des 

principaux obstacles à la détermination de nouvelles structures de complexe ternaire est 

l’obtention de TCR en quantité suffisante, stable et homogène pour permettre son étude par 

cristallographie. Nous verrons d’ailleurs dans le chapitre III sur les complexes ternaires, que 

nous rencontrons des difficultés pour produire le TCR. 
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Figure.4.a. La structure du TCR 1G4            Figure.4.b. Représentation des régions CDR. 

Pour les deux figures le TCR est 1G4 (code PDB : 2BNU (Chen et al., 2005)), avec la chaîne 

! en rouge et la chaîne " en cyan.       

 

Comme le révélaient leur structure génétique et leur séquence, la structure tridimensionnelle 

des TCR"# est très similaire à celles des fragments Fab des anticorps (Garcia et al., 1999, 

Garcia et al., 1996, Bentley et al., 1995b). Les domaines des TCR et des fragments Fab sont 

de type Ig-like. Le domaine Ig-like est composé d’un sandwich de feuillets # antiparallèles. 

Les chaînes " et # du TCR adoptent un repliement à deux domaines Ig-like, V-ALPHA et C-

ALPHA, pour la chaîne ",  V-BETA et C-BETA pour la chaîne #, les domaines variables V-

ALPHA (V-J-REGION) et V-BETA (V-D-J-REGION) étant respectivement issus du 

réarrangement des gènes TRAV-TRAJ et TRBV-TRBD-TRBJ (fig.4.a.).  

 

Les domaines variables de chaque chaîne, situés en Nter, s’associent entre eux de façon non 

covalente. Les domaines constants, situés en Cter, s’associent également entre eux et forment 

un pont disulfure inter-chaîne. Chaque chaîne possède un domaine transmembranaire à son 

extrémité carboxylique.  

Les domaines variables portent les CDR qui sont les boucles formant le site de reconnaissance 

du complexe pCMH. Chaque domaine variable de chaque chaîne comporte 3 CDR, nommés 

CDR1, CDR2 et CDR3 (fig.4.b.). Le TCR est aidé lors de l’interaction avec le pCMH par des 

co-récepteurs spécifiques du type de LT, le CD8 pourla majorité des LT cytotoxiques (CD8+) 

et les co-récepteurs CD4 pour la majorité des LT auxiliaires (CD4+). 
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3. Les protéines CMH 

 

Dans la réponse adaptative immunitaire cellulaire, les peptides antigéniques sont présentés 

aux TCR par les protéines de CMH de classe I ou II, caractérisés par la présence de deux G-

DOMAINs qui comportent chacun une hélice " et quatre brins # antiparallèles et qui 

ensemble forment le site de liaison du peptide (ou « groove »). Pour les deux classes de CMH 

l’architecture d’ensemble est similaire, cependant dans le cas des CMH de classe I, les deux 

G-DOMAINs appartiennent à la même chaîne alpha, laquelle est associée de manière non 

covalente à la beta2-microglobuline, tandis que dans le cas des CMH de classe II, les deux G-

DOMAINs appartiennent à deux chaînes, alpha et beta. La première structure de CMH qui a 

été résolue est celle du HLA-A2 (CMH de classe I) en 1987 par l’équipe de Don Wiley 

(Bjorkman et al., 1987) (code PDB :1HLA), depuis de nombreuses structures de complexes 

pCMH ont été résolues avec plus de 250 entrées dans PDB et dans IMGT/3Dstructure-DB 

(http://imgt.cines.fr).  

 

3.1. Les gènes du CMH 

 

Les protéines de CMH sont présentes à la surface de la plupart des cellules de l’organisme. 

Ceci permet d’alerter le système immunitaire de la présence éventuelle de pathogènes dans les 

cellules. 

Chez l’homme, les gènes du CMH (ou HLA) sont situés sur le chromosome 6 (fig.5.). Un 

individu possède une quinzaine de gènes CMH de classes I et II. Les gènes CMH sont les plus 

polymorphes de notre génome, il existe de nombreux allèles pour chaque gène. Par exemple 

pour le CMH de classe I de type B il existe 395 allèles différents. En conséquence la 

probabilité de trouver la même combinaison allélique pour deux individus est donc 

extrêmement faible. La sensibilité aux antigènes est donc différente d’un individu à l’autre. 

Une des premières conséquences est que la variété des CMH au sein d’un individu permet de 

présenter une large gamme de peptides. Cette diversité limite les possibilités qu’un agent 

infectieux échappe à la vigilance du système immunitaire. De même, un pathogène a peu de 

chance de pouvoir affecter l’espèce entière, car les individus ont une sensibilité différente 

grâce à cette variabilité allélique des protéines CMH. La spécificité du répertoire des LT d’un 

individu est restreinte par la combinaison des protéines CMH qu’il possède, puisqu’elle joue 
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un rôle majeur dans la  phase de sélection des LT. Cette spécificité est aussi la principale 

cause des rejets de greffes.  

 

 

Figure.5. Les gènes du CMH humain (ou HLA). 

 

 

3.2. La structure des protéines CMH  

 

Les protéines CMH de classe I sont exprimées par toutes les cellules nucléées, alors que les 

protéines CMH de classe II sont présentes à la surface des cellules présentatrices d’Ag 

professionnelles (CPA) (macrophages, cellules dendritiques, lymphocytes B) (fig.6.). 

 

 CMH de classe 

I 

CMH de classe 

II 

Macrophages, cellules dendritiques, lymphocytes B, 

lymphocytes T activés 

+ + 

Neutrophiles + + 

Foie, reins, neurones + - 

Globules rouges - - 

Figure.6. Tableau récapitulatif de la localisation des protéines CMH sur les cellules de 

l’organisme. 

 

Les peptides présentés par ces deux classes de CMH sont différents par leur longueur et leur 

origine (voir paragraphe D). Les CMH de classe I complexés avec un peptide, sont reconnus 

par les LT cytotoxiques (CD8+), et les CMH de classe II le sont par les LT auxiliaires (CD4+). 

 

chromosome 6 
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Les protéines CMH de classe I sont 

composées de 2 chaînes polypeptidiques, 

associées de façon non covalente. La chaîne 

", constituée d’environ 300 résidus, est 

constituée de  deux G-DOMAINs, ALPHA1 

et G-ALPHA2 qui forment le site de 

fixation du peptide et d’un troisième 

domaine Ig-like (C-LIKE-DOMAIN). La 

partie Cter de la chaîne s’ancre à la 

membrane des cellules. La chaîne " est 

associée de manière non covalente à la #2-

microglobuline, d’environ 100 résidus. qui 

forme un C-LIKE-DOMAIN et interagit de façon non-covalente.avec les 3 domaines de la 

chaîne " Le site de fixation du peptide (fig.7.) dans les CMH de classe I est formé par les 

hélices de G-ALPHA1 et G-ALPHA2, qui entourent le peptide. Le « plancher » du sillon est 

formé par un feuillet # auquel contribuent les quatre brins anti-parallèles de G-ALPHA1 et G-

ALPHA2. La particularité de ce site de fixation du peptide est sa fermeture aux extrémités. 

Cette conformation fermée permet la fixation, principalement, de peptides courts (en général 

de 8 à 10 résidus) dont les deux extrémités sont ancrées dans le sillon peptidique. Cependant 

il existe des exceptions avec des peptides plus longs (13 résidus) fixés par des CMH de classe 

I (Tynan et al., 2005a). Ces peptides plus longs ancrent également leur deux extrémités dans 

le sillon peptidique, avec la partie centrale très protubérante par rapport à un peptide de taille 

plus « classique ».  

Les chaînes latérales des résidus du peptide peuvent être soit enfouies à l’intérieur du CMH, 

soit être exposées au TCR (ou au solvant dans les complexes binaires pCMH). Le 

polymorphisme (plusieurs allèles) des CMH affecte essentiellement les résidus impliqués 

dans les interactions avec le peptide (résidus du sillon peptidique). Ainsi chaque allèle permet 

de fixer un répertoire de peptides distincts, puisque les résidus du sillon peptidique sont 

différents d’une protéine CMH à l’autre. Dans le cas de notre étude nous nous sommes 

intéressés à la molécule HLA-A2, CMH de classe I.  

 

Les protéines CMH de classe II sont formées de 2 chaînes " et #, ces chaînes sont toutes deux 

codées par des gènes CMH et ancrées à la membrane. Chaque chaîne est formée de 2 

 
 

Figure.7. La structure de HLA-A2 (CMH de 

classe I).  
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domaines : un G-DOMAIN (G-ALPHA ou G-BETA) et un C-LIKE-DOMAIN. Les domaines 

G-ALPHA et G-BETA des CMH de classe II sont structuralement semblables aux domaines 

G-ALPHA1 et G-ALPHA2 des CMH de classe I. Le sillon peptidique formé par les domaines 

G-ALPHA et G-BETA, est semblable à celui des CMH de classe I mais les extrémités sont 

ouvertes, ce qui permet d’accueillir des peptides plus longs (typiquement 13 à 17 résidus). Le 

C-LIKE-DOMAIN des chaînes " et # des CMH de classe II ressemble structuralement au C-

LIKE-DOMAIN de la #2-microglobuline et et à celui des chaînes " des CMH de classe I, à la 

différence qu’ils sont tous les deux ancrés à la membrane par leur extrémité Cter. 

 

Chaque protéine CMH peut présenter théoriquement de l’ordre de 107 à 108 peptides 

différents. 

 

4. Les peptides antigéniques 

 

Les peptides antigéniques présentés par les protéines du CMH sont issus d’une dégradation 

protéolytique : l’apprêtement peptidique. Les épitopes peuvent donc provenir de toutes les 

régions des protéines, contrairement aux épitopes reconnus par les anticorps et situés à la 

surface des Ag natifs. Le mécanisme d’apprêtement peptidique est différent pour les deux 

classes de protéines CMH, et correspond à des compartiments cellulaires différents. 

 

4.1. Les peptides présentés par les protéines CMH de classe I 

 

Dans le cytosol se trouvent des protéines d’origine différentes, produites par l’individu 

(protéines du soi) ou issues de pathogène (protéines du non-soi, virales par exemple). Toutes 

ces protéines sont dégradées dans le cytosol par le protéasome, en fragments de 8 à 10 acides 

aminés. Ces peptides sont ensuite amenés du cytosol au réticulum endoplasmique où ils seront 

fixés par les protéines CMH de classe I partiellement repliées.  

Les peptides utilisés dans notre étude sont issus de la dégradation de différents virus dans le 

cytosol (virus Epstein Barr EBV, virus du CytoMégalo CMV, virus de l’Hépatite C VHC). 

Ces peptides présentés par les protéines CMH de classe I, sont donc reconnus par des LT 

cytotoxiques (CD8+).  
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4.2. Les peptides présentés par les protéines CMH de classe II 

 

Les CMH de classe II présentent des peptides issus de la dégradation protéique par des 

protéases à l’intérieure des vésicules des cellules CPA, cellules phagocytaires et lymphocytes 

B après internalisation. Ces peptides ont généralement une longueur d’environ 13 à 17 acides 

aminés. Une fois chargée avec son peptide, la protéine CMH de classe II migre vers la surface 

de la cellule et peut alors présenter son peptide aux LT auxiliaires (CD4+).  

La reconnaissance par les LT CD4+de ces pCMH de classe II conduit à l’activation de la 

cellule phagocytaire pour éliminer le pathogène, ou à l’activation des LB qui vont se 

différencier en plasmocytes et sécréter des anticorps spécifiques contre le pathogène. 

 

5. La rencontre des acteurs de la réponse immunitaire 

 

5.1. Comment les LT différencient les peptides du soi de ceux du non-soi ? 

 

La détection des pathogènes par les TCR est une interaction clé de la réponse cellulaire. Ce 

mécanisme de reconnaissance intervient à plusieurs étapes de la vie des LT. Les cellules T 

doivent être capables d’interagir avec les protéines CMH sans être autoréactives, de 

discriminer les peptides du soi de ceux du non-soi présentés par les CMH, d’activer une 

réponse immunitaire contre les pathogènes et de conserver les cellules mémoire pour le 

maintien de l’immunité.  

Les mécanismes de maturation et de sélection permettent aux TCR d’acquérir une spécificité 

pour les complexes pCMH. Tout d’abord les lymphocytes T subissent une double sélection 

dans le thymus : (i) une sélection positive, basée sur la capacité des TCR à interagir avec les 

pCMH, où seuls survivent les cellules T capables d’interagir suffisamment avec les CMH 

complexés aux peptides du soi (dégradation de protéines de l’organisme) (Bevan, 1977, 

Zinkernagel et al., 1978), et (ii) une sélection négative, qui a pour but d’éliminer les LT 

autoréactifs, ou les LT qui interagissent trop fortement avec les pCMH contenant des peptides 

du soi (Lo et al., 1986, Kappler et al., 1987). 

La maturation du répertoire de LT spécifiques s’effectue à partir des thymocytes (cellules 

progénitrices) qui migrent de la moelle osseuse au thymus. Dans le thymus, ces cellules se 

différencient et prolifèrent, durant cette phase a lieu les réarrangements des gènes dans les 

locus TRA et TRB qui permettent de synthétiser les TCR. Les TCR subissent le processus de 
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sélection par présentation d’Ag du soi complexés à des protéines CMH (pCMH) à la surface 

de cellules CPA, ce qui va en faire des LT compétents. Ces LT peuvent ensuite passer dans le 

système circulant (vaisseaux sanguins et lymphatiques) où ils pourront reconnaître des pCMH 

à la surface de cellules infectées ou tumorales. 

 

5.2. Le complexe ternaire : TCR-pCMH 

 

La rencontre du TCR à la surface des lymphocytes cytotoxiques avec le complexe pCMH à la 

surface de cellules infectées ou tumorales est appelée par les immunologistes le « baiser de la 

mort », car il entraîne la mort de la cellule présentatrice d’Ag (CPA) s’il y a activation du LT 

cytotoxique. Cette rencontre est un événement rapide, la demi-vie du complexe ternaire est de 

2 à 10 secondes, et de faible affinité (Kd = 1 à 100 µM). Cette interaction a lieu dans le cadre 

d’une structure supramoléculaire à l’interface ente le LT et la CPA nommée « synapse 

immunologique »  ou SMAC (SupraMolecular Activation Cluster) par analogie à la synapse 

neuronale (Paul and Seder 1994).  

 

La première structure de complexe ternaire a été déterminée par cristallographie en 1996 

(Garboczi et al., 1996). Depuis, PDB et IMGT/3Dstructure-DB disposent de 24 complexes 

ternaires (dont 17 avec des CMH de classe I) (Kaas et Lefranc). Le nombre de structures de 

complexe ternaire est très restreint comparé à la diversité des molécules TCR et CMH. Ceci 

permet néanmoins de disposer d’un échantillon structural pour analyser cette interface.  

 

 

Les complexes ternaires TCR-peptide-CMH de classe I enfouissent  à l’interface entre 600 et 

1000 Å2. Le mode global d’interaction est conservé entre les différentes structures, mais les 

interactions interatomiques ne le sont pas. Ainsi, parmi les différentes structures de complexes 

ternaires le domaine V-ALPHA contribue de 37 à 74%, le domaine V-BETA de 32 à 67% à 

l’interaction faite par le TCR (Rudolph et al., 2006). De même la contribution de chaque CDR 

varie d’un complexe à l’autre. Cette observation est surprenante car malgré une architecture et 

des régions conservées (en structure et en séquence) du côté TCR comme du côté CMH, il ne 

semble pas y avoir de règle de reconnaissance autre que l’efficacité de l’interaction. 
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6. Quelques définitions 

Pour mieux comprendre la suite du manuscrit quelques définitions s’imposent. 

 

Affinité/Avidité 

L’affinité est l’attraction spécifique entre deux molécules possédant chacune un site 

d’interaction. L’avidité traduit cette attraction spécifique en présence de plusieurs sites 

d’interaction. Ceci se traduit directement sur la demi-vie du complexe. 

Par exemple un TCR a une affinité pour un complexe pCMH donné. Alors qu’un lymphocyte 

T, qui possède à sa surface plusieurs TCR, a une avidité pour une cellule présentatrice 

d’antigène, du fait que la synapse immunologique contient un grand nombre de TCR et de 

pCMH. 

 

Fréquence des cellules T 

La fréquence désigne le nombre de cellules T réactives pour un complexe pCMH donné dans 

une population de cellules T n’ayant pas rencontré l’antigène avant (naïf ou à réactivité 

croisée). Par exemple pour un individu séronégatif pour l’hépatite C, la fréquence sera le 

nombre de LT spécifiques activés par un peptide du virus de l’hépatite C (VHC) parmi un 

nombre de cellules données à la population lymphocytaires du sang périphérique. 

 

Réactivité croisée 

La réactivité croisée du lymphocyte T vis-à-vis d’une protéine CMH, est la capacité du TCR à 

reconnaître plusieurs peptides présentés par la même protéine CMH (Tallquist et al., 1996, 

Bongrand and Malissen, 1998). Cette propriété permet au répertoire de cellules T sélectionné 

dans le thymus de reconnaître un grand nombre de peptides étrangers. Cette dégénérescence 

de la spécificité du TCR semble nécessaire pour une protection efficace contre les divers 

pathogènes existants (Mason, 1998).  

La réactivité croisée peut provenir d’un mécanisme de mimétisme (par exemple : deux 

peptides différents présentés par des protéines CMH différentes présentent au TCR des 

surfaces quasi identiques) (Tynan et al., 2005b). Elle peut également avoir pour origine 

l’adaptabilité des CDR qui permettent au TCR d’interagir productivement avec des peptides 

très différents. 
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CMH allogénique 

Un individu possède un certain répertoire de protéines CMH qui, par suite du polymorphisme 

des différents gènes est différent d’un individu à l’autre. Une protéine de CMH d’un individu 

est allogénique pour un autre individu qui ne la possède pas. Dans le cas de notre étude par 

exemple, nous avons sélectionné des individus possédant la molécule HLA-A2 (dit A2+) et 

des individus ne possédant pas la molécule HLA-A2 (dit A2-). Donc pour un individu A2-, la 

molécule de HLA-A2 est une molécule de CMH allogénique. 

 

Alloréactivité 

Un à 10% des LT circulants sont capables de reconnaître des variants alléliques des protéines 

CMH. Ces protéines CMH allogéniques (du non-soi) diffèrent essentiellement par les résidus 

du sillon peptidique des protéines CMH de l’individu. Elles présentent donc des répertoires de 

peptides du soi différents. Ainsi un grand nombre des peptides du soi deviennent des Ag 

potentiels, puisqu’ils n’ont jamais étaient présentés aux lymphocytes T (au moment de la 

sélection dans le thymus). Dans le cas d’une infection par un pathogène le nombre de LT 

activés s’élève au plus à quelques milliers. Alors que dans le cas d’une réaction alloréactive 

ce nombre est 100 à 1000 fois supérieur. L’alloréactivité entraîne donc une réponse 

immunitaire très forte. Deux modèles ont été proposés pour expliquer la grande fréquence des 

cellules T alloréactives : l’un indépendant de la reconnaissance du peptide (Bevan, 1984) et 

l’autre dépendant de la reconnaissance du peptide (Matzinger and Bevan, 1977).  

 

Dans le cas des transplantations, le rejet de greffe est un exemple d’alloréactivité. Le greffon 

possédant des protéines CMH absentes chez le receveur (allogénique), il y a un risque de rejet 

par activation du système immunitaire du receveur qui reconnaît les CMH allogéniques 

comme pathogène.  

 

TR public et TR privé (Welsh, 2006)  

Lors d’une infection par un pathogène les complexes pCMH activent les LT. Parmi les 

cellules T il y a des clones dit « publics » et d’autres dits « privés ». Les TCR « publics » 

présentent les mêmes caractéristiques chez un grand nombre d’individus, c’est-à-dire que la 

réponse immunitaire sera dominée par un TCR quasiment unique pour l’ensemble de la 

population. Un TCR « unique » sous-entend qu’il y a récurrence à divers degrés ; récurrence 

des chaînes ", des chaînes #, des CDR, ou des domaines variables de chaque chaîne du TCR. 

Une autre caractéristique des populations de TCR « publics » est que ces populations sont 
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restreintes, comme s’il n’y avait qu’une seule solution de réponse face à l’antigène. Au 

contraire les TCR « privés » sont plus variés et sont spécifiques de chaque individu.  

 

7. But du projet 

 

La compréhension de la reconnaissance TCR-pCMH au niveau atomique est un défi mais 

l’intérêt au niveau thérapeutique devrait être important. Le but à long terme de ce projet est 

d’établir les connaissances fondamentales essentielles pour permettre la conception de 

nouveaux vaccins capables d’induire une réponse immunitaire forte, efficace et durable.  

 

L’objectif actuel du projet est de savoir s’il y a une  relation entre les caractéristiques 

structurales des complexes pCMH et la fréquence et/ou la diversité des clones de cellules 

T (TCR « privé » ou « public ») spécifiques sélectionnés. 

Nous voulons, à l’aide de plusieurs structures de complexes binaires, analyser le mode de 

fixation de différents peptides par le HLA-A2, afin d’établir les liens entre la fréquence et/ou 

le type de répertoire de LT sélectionnés.  

Si les liens existent, cela nous aidera à établir un modèle prédictif, dans le but de pouvoir 

concevoir des peptides capables d’induire une réponse immunitaire forte, efficace et durable. 

 

L’hypothèse de départ, nous permettant de supposer qu’un lien existe entre les structures et la 

fréquence/diversité des cellules T, est celle avancée par l’équipe de Peter C. Doherty (Turner 

et al., 2005) de l’accessibilité du peptide au solvant. Dans leurs travaux, les auteurs ont mis en 

évidence un changement de répertoire de cellules T activées, induit par une mutation dans un 

peptide issu du virus de la grippe. Le peptide sauvage (PA224) sélectionne un répertoire 

divers de TCR « privé », alors que le peptide muté (NP366) sélectionne un répertoire plus 

restreint de TCR « public ». La mutation concerne l’arginine en position 7, qui est remplacée 

par une alanine, ceci induit un changement de conformation du peptide diminuant son 

accessibilité au solvant. L’hypothèse est donc qu’un pCMH possédant un peptide « enfoui », 

peu accessible au solvant, présente une surface composite relativement plane au TCR.  

Dans ce cas de figure, il y a peu d’éléments spécifiques à reconnaître pour le TCR, et un 

nombre de modes d’interactions productives plus restreint. Ce qui peut expliquer le fait que 

les TCR sélectionnés soient peu divers, voir unique. La même « solution » moléculaire peut 

se retrouver pour un ensemble de la population.  



Introduction du projet immunologie 
 

 - 146 -  

Dans le cas d’un peptide protubérant, plus accessible au solvant, au contraire il se pourrait que 

plusieurs modes d’interactions productives soient envisageables expliquant la mobilisation 

d’un répertoire plus divers de TCR, avec une solution différente pour chaque individu (TCR 

« privé »). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HYPOTHESE 

 Peptide enfoui 
Peu accessible 

Peptide protubérant 
Accessible 

Répertoire LT restreint 
TCR « public » 

Répertoire LT divers 
TCR « privé » 



 

CHAPITRE I 

LE HLA-A2  

ET LES 

DIFFÉRENTS 

PEPTIDES 

 

 

 



 

 
 



Chapitre I du projet immunologie : Le HLA-A2 et les différents peptides 

 - 147 - 

I.1. Le choix des partenaires moléculaires 

 

I.1.1. La molécule CMH de classe I : HLA-A2m 

 

La molécule de CMH étudiée dans le cadre de notre projet est HLA-A*0201, dont la chaîne 

lourde !, constituée de 277 résidus, a été mutée sur le résidu 245 (alanine en valine) afin 

qu’elle ne fixe pas les co-facteurs CD8 des LT cytotoxiques. Ceci ne change ni la structure ni 

les propriétés de fixation du peptide par le HLA-A2m. La mutation est faite pour ne pas avoir 

de signal CD8 dépendant au niveau des tris cellulaires effectués avec les complexes pCMH 

sur les cellules T (voir chapitre III). Cette chaîne-! est en interaction non covalente avec la 

"2-microglobuline, qui possède 99 résidus. L’ensemble de ces deux molécules forme la 

molécule de HLA-A2 que nous nommons HLA-A2m pour indiquer le présence de la mutation 

dans la chaîne !. 

 

La molécule HLA-A2 est la molécule de CMH de classe I la plus répandue dans la population 

européenne, environ 50%, donc il existe de nombreuses données biologiques. C’est pourquoi 

pour notre projet nous avons choisi le HLA-A2 comme molécule de CMH pour l’étude de 

différents peptides. 

 

 

La production de la chaîne-! et de la "2-microglobuline se fait dans E. coli, laquelle exprime 

ces protéines sous forme de corps d’inclusion. Les peptides sont synthétisés par  la société 

Eurogentec. La molécule de HLA-A2 se replie correctement uniquement en présence des 3 

éléments qui la constituent : la chaîne-!, la "2-microglobuline et le peptide. La production en 

corps d’inclusion nous oblige à procéder à une étape de repliement les protéines après 

solubilisation des corps d’inclusion. Le désavantage de cette étape de repliement est son faible 

rendement (moins de 10%). En contrepartie, ce protocole de production a l’avantage de 

purifier nos protéines, en large excès dans les corps d’inclusion, rendant la purification plus 

simple. De plus au moment de l’étape de repliement nous pouvons fixer le peptide de notre 

choix, point essentiel pour notre étude. 

 

La production des complexes pCMH, ainsi que les tris cellulaires, ont été réalisés par nos 

collaborateurs de l’équipe de Marc Bonneville (INSERM Nantes). 
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I.1.2. Le choix des peptides 

 

La sélection des peptides a été faite par nos collaborateurs de Nantes suite à leurs travaux sur 

la réponse de cellules T cytotoxiques dirigées contre le virus de l’hépatite C (VHC). Les 

patients infectés par le VHC guérissent spontanément pour 20% d’entre eux, et 80% 

développent une hépatite chronique. Parmi les 80% d’individus malades, 20% développent en 

10 à 20 ans une cirrhose, et 3% un carcinome hépathocellulaire. L’hépatite C étant un 

problème de santé publique, la compréhension de la réponse immunitaire face à cette 

infection est très importante. Plusieurs facteurs virologiques et immunologiques ont un impact 

sur la réponse au traitement et sur l’élimination du virus de l’hépatite C.  

Parmi les facteurs immunologiques liés à l’individu, il est établi que la réponse immunitaire 

cellulaire contribue à l’élimination du virus et à la détermination de l’évolution clinique de la 

maladie. Dans leur étude, nos collaborateurs souhaitaient savoir s’il existait une corrélation 

entre la qualité et/ou l’intensité des réponses des cellules T anti-VHC et l’ évolution clinique 

de la maladie.  

Parmi les cellules T  activées par présentation d’un peptide de VHC par une molécule CMH 

de classe I, ils ont identifié 3 peptides complexés à HLA-A2 (hcv1, hcv2 et hcv3). Les 

complexes pCMH avec les 3 peptides du VHC présentés par HLA-A2m sont capables 

d’activer des LT cytotoxiques (CD8+) chez des individus séropositifs (ayant déjà rencontré 

l’Ag) mais aussi chez les individus séronégatifs et également chez les individus A2- (n’ayant 

pas le HLA-A2).  

Des expériences de tris cellulaires avec d’autres peptides (pp65 et bmlf1) avaient déjà été 

entreprises par nos collaborateurs. Ces peptides (pp65 et bmlf1) en complexe avec HLA-A2m 

n’activent pas de cellules T cytotoxiques chez les individus séronégatifs et A2-.  

Les populations de cellules T cytotoxiques activées par ces 5 peptides sont différentes. Pour 

les peptides du virus de l’hépatite C, les répertoires de cellules T sélectionnés sont diversifiés, 

alors que pour les deux autres peptides les répertoires sont restreints (fig.I.1.a. et b).  

 

 

Ces résultats d’activation de cellules T CD8+ spécifiques pose la question de savoir pourquoi 

les complexes pCMH sélectionnent des répertoires différents ? Le but étant de savoir si cette 

sélection a une base structurale. 
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 BMLF1 PP65 HCV1, HCV2 et 

HCV3 

Séro + 100% 100% 100% 

Séro - Difficile 0% 100% 

A2- 0% 0% 100% 

Répertoire LT Restreint 

Récurrence Va 

Récurrence CDR3 

Restreint 

Récurrence Va 

Récurrence CDR3 

Divers  

Figure.I.1.a. Résumé des données de tri cellulaire en fonction du peptide fixé par le HLA-

A2m. 

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

pp65 

(CMV) 

N L V P M V A T V  

bmlf1 

(EBV) 

G L C T L V A M L  

HCV1 C I N G V C W T V  

HCV2 K L V A L G I N A V 

HCV3 L L F N I L G G W V 

Figure.I.1.b. Séquence des différents peptides utilisés. 

 

I.2. Cristallisation des complexes pCMH 

 

La première structure de HLA-A2 a été déterminée en 1987 par l’équipe de Don Wiley 

(Bjorkman et al., 1987). Le peptide n’a pu être modélisé dans le sillon peptidique dans cette 

structure, car le cristal était formé de HLA-A2 complexé avec différents peptides. En effet, les 

molécules de HLA-A2 avaient été purifiées à partir de cellules de tissus humain. 

 

Depuis, 41 structures avec HLA-A2 complexé à différents peptides ont été résolues, dont 9 en 

complexe avec un TCR. Plus de la moitié de ces structures ont été résolues avec des cristaux 

obtenus avec du MES à pH 6.5 à 25 mM comme tampon, du PEG 6000, 8000 ou 3350 ou du 

sulfate d’ammonium comme précipitant, et une concentration de 10 mg.ml-1 en protéine. Nos 

premiers essais de cristallisation avec HLA-A2m en complexe avec le peptide pp65, ont donc 
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été réalisés autour des conditions décrites dans la littérature (Sliz et al., 2001, Bouvier et al., 

1998, Khan et al., 2000, Borbulevych et al., 2005). 

  

I.2.1. Les premiers essais de cristallisation 

 

Les premiers essais de cristallisation contiennent du MES à pH 6.5 à 25 mM comme tampon, 

une gamme de concentration d’ammonium sulfate de 1 à 2.5 M, ou 20 à  26% en PEG 3350, 

ou 13 à 20% en PEG 6000 et 10 mg.ml-1 de protéine. 

Dans la plupart des conditions la protéine précipitait rapidement. Nous avons alors décidé de 

diminuer la concentration en protéine à 5mg.ml-1. Les observations restant les mêmes, nous 

avons ensuite diminué la concentration en agent précipitant. La protéine précipitait également 

en quelques heures. 

 

La protéine précipitait dans plus de la moitié des conditions, malgré la diminution des 

concentrations en agent précipitant et en protéine. Notre attention s’est donc portée sur 

d’autres facteurs : la température, la concentration de sel, le pH,  etc.  

Les conditions des différents auteurs utilisant une concentration de 25 mM pour le tampon est 

assez inhabituelle, en général la concentration utilisée pour un tampon est de 100 mM. Cette 

faible concentration en tampon pourrait être insuffisante pour maintenir le pH égal à celui du 

tampon. Afin de savoir s’il y avait une différence de pH, nous avons mesuré les pH dans 

plusieurs conditions.  

Un mélange de MES à pH 6.5 à 25 mM avec 20% PEG 6000 donne un pH final de 5.5, soit 

une unité pH d’écart avec celle du tampon. L’acidité du PEG 6000 n’est pas compensée par 

une faible concentration en MES. Ceci explique peut-être pourquoi notre protéine précipitait 

indépendamment de sa concentration et de celle en agent précipitant. 

La même expérience, avec du MES à pH 6.5 à 100 mM, donne un pH final est de 5.9. Ceci 

reste encore éloigné du pH initial de notre tampon à pH 6.5, mais en augmentant la 

concentration de MES l’acidité du PEG est diminuée.  

Pour conserver un pH de 6.5 après ajout de PEG il semble que le MES ne soit pas le meilleur 

tampon.  

La même expérience avec différents tampons a donc été réalisée, plusieurs d’entre eux ont été 

capables de compenser l’acidité du PEG en maintenant un pH proche de 6.5.  
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Nous avons donc reproduit nos premiers essais de cristallisation (PEG et ammonium sulfate 

comme agents précipitant) avec ces différents tampons et une concentration en protéine de 

5mg.ml-1. 

 

I.2.2. Notre premier cristal de HLA-A2m 

 

Après un mois un amas de cristaux a poussé dans 20% PEG 6000 avec comme tampon du 

sodium citrate à pH 6.5 à 100 mM (fig.I.2.). 

 

Nous avons découpé cet amas en fragments, et testé différents cryo-protectant (30% PEG 

6000, huile de paratone, huile de paraffine). Un premier jeu de données a été enregistré au 

laboratoire avec le fragment cryo-protégé dans l’huile de paraffine.  

Ces données complètes jusqu’à 3 Å, nous ont permis d’obtenir : le groupe d’espace P21, les 

paramètres de maille (a = 53 Å, b = 81 Å, c = 56 Å et " = 113°), et la structure (voir chapitre 

II).  

 

Tous les fragments, cryo-protégés différemment, ont été testés à l’E.S.R.F., et nous avons pu 

obtenir une structure à 1.6 Å de résolution (fig.I.5.). Nous n’avons pas observé de différence 

de qualité de diffraction des cristaux en fonction de la nature du cryo-protectant. 

 

En conclusion le complexe peptide/HLA-A2m est sensible au pH, c’est un point très 

important pour la cristallisation. 

 

I.2.3. La technique d’ensemencement 

 

À partir de ce fragment, nous avons utilisé la technique d’ensemencement pour obtenir de 

nouveaux cristaux de pp65/HLA-A2m. Le principe de l’ensemencement est d’introduire un 

Figure.I.2.  Cristaux de HLA-A2m/pp65 

20% PEG 6000  

Na Citrate pH 6.5 (100 mM) 

5 mg.ml-1 de protéine 

18°C 
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germe cristallin pour déclencher la nucléation. Les germes sont introduit 24 heures après la 

formation des gouttes. Ainsi en quelques heures les premiers cristaux apparaissent.  

Il existe plusieurs techniques pour introduire des germes de cristaux, nous avons tout d’abord 

utilisé un cil pour toucher les cristaux légèrement broyés dans la goutte. Des petits germes se 

fixent au cil, puis le cil est passé dans une goutte pré-équilibrée afin d’y déposer les germes 

cristallins. Cela nous a permis d’obtenir de nouveaux cristaux de pp65/HLA-A2m, mais 

également sous forme d’amas de plaquettes.  

Le problème de cette technique est le manque de contrôle de la quantité de germes introduit. 

Une autre façon d’obtenir les germes cristallins est de broyer les cristaux. Le micro-broyeur 

est un pilon en verre qui broie finement les cristaux. Ceci est réalisé dans la solution-mère 

enrichie de 5% en PEG pour que les cristaux ne fondent pas, car il est important de conserver 

l’édifice cristallin. Ainsi nous disposons d’une solution de germes cristallins, et des dilutions 

successives sont réalisées (1, 1/10, 1/100, 1/1000). Dans ce cas la quantité de germes introduit 

dans les gouttes est mieux contrôlée et plus reproductible.  

Pour les complexes de HLA-A2m avec bmlf1, hcv1 et hcv2 cette technique a été utilisée dans 

des conditions de cristallisation proches de celles utilisées pour le peptide pp65 avec ou sans 

sel supplémentaire (fig.I.3. a, b et c). 

 

 

 

 

 

 

 

                                         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure.I.3.b 

Cristal HLA-A2m/hcv1 

17% PEG 6000 

Na citrate pH 6.5 à 0.1 M 

NaCl à 0.05 M 

5 mg.ml-1 

dilution des germes 1/100 

18°C 

 

Figure.I.3.c 

Cristal HLA-A2m/hcv2 

18% PEG 6000 

Na citrate pH 6.5 à 0.1 M 

 

5 mg.ml-1 

dilution des germes 1 

4°C 

Figure.I.3.a 

Cristal HLA-A2m/bmlf1 

15% PEG 6000 

Na citrate pH 6.5 à 0.1 M 

NaCl à 0.1 M 

5 mg.ml-1 

dilution des germes 1/100 

18°C 
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La cristallisation du complexe HLA-A2m/hcv3 a été plus difficile. Après 10 jours, dans des 

conditions de cristallisation proche de celles des autres complexes pCMH, des amas de fines 

aiguilles sont apparues, appelées des oursins (fig.I.4.a). À partir de ces oursins, nous avons 

obtenu de nouveaux germes qui ont servi à ensemencer de nouvelles gouttes. Après 

l’ensemencement de germes issus des oursins, nous avons pu obtenir des baguettes séparées 

(fig.I.4.b). Un jeu de données complet a pu être enregistré, sur une baguette, à l’E.S.R.F. 

(fig.I.5.). Ce jeu de données nous a permis de comprendre pourquoi les cristaux avaient 

changé de forme, le groupe d’espace est différent (C2 au lieu de P21), donc l’empilement 

cristallin peut également différer.    

 

 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure.I.4.a. Oursin de HLA-A2m/hcv3 

18% PEG 6000 

Na citrate pH 6.5 à 0.1M 

NaCl à 0.1M 

5 mg.ml-1 

dilution des germes de losange : 1 

18°C 

(id14-eh3-16-12-05) 

 

Figure.I.4.b. Baguette de HLA-A2m/hcv3 

18% PEG 6000 

Na citrate pH 6.5 à 0.1M 

NaCl à 0.1M 

5 mg.ml-1 

dilution des germes d’oursin : 1/10 

18°C 

(id14-eh3-16-12-05) 
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 pp65 bmlf1 hcv1 hcv2 hcv3  

Résolution (Å) 50-1.60 

(1.64-1.60) 

20-1.10 

(1.20-1.10) 

20-1.30 

(1.40-1.30) 

20-1.95  

(2.0-1.95) 

20-2.30  

(2.40-2.30) 

Rsym (%) 7.7 

(33) 

9.1 

(31.3) 

12.5 

 (29.3) 

10.4 

(32.6) 

13.3 

(31.4) 

Complétude (%) 92.6  

(74) 

86.1  

(75.1) 

94.4 

 (79.1) 

91.8  

(85.5) 

88.7  

(75) 

I/#(I) 6.4 

(2.8) 

10.17  

(2.99) 

10.47 

(3.18) 

9.95  

(3.05) 

8.05  

(4.32) 

Redondance 2.8 3.8 4.6 3.8 3.9 

B (Å2) 16 10 12 18 32 

Groupe d’espace P21 P21 P21 P21 C2 

Paramètres  

de maille  

a=53.2 Å 

b=80.8 Å 

c=56.5 Å 

"=112.7° 

a=51.5 Å 

b=79.4 Å 

c=55.6 Å 

"=112.3° 

a=53.1 Å 

b=80.8 Å 

c=56.2 Å 

"=112.3° 

a=54.7 Å 

b=82.1 Å 

c=57.5 Å 

"=113.2° 

a=98.4 Å 

b=38 Å 

c=120.3 Å 

"=91.1° 

Ligne de lumière ID14-eh2 ID14-eh3 ID14-eh2  BM30-A ID14-eh2 

Longueur d’onde 0.933 Å 0.931 Å 0.918 Å 0.979 Å 0.933 Å 

R 0.188 0.183 0.180 0.183 0.228 

Rfree 0.233 0.207 0.206 0.250 0.313 

Rmsd sur les 

liaisons (Å) 

1.226 1.160 1.167 1.480 1.612 

Rmsd sur les 

angles (°) 

0.009 0.007 0.007 0.017 0.014 

 

Figure.I.5. Tableau des statistiques cristallographiques des différents complexes 

peptide/HLA-A2m, et des statistiques issues des affinements en cours. 
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II.1. La résolution des structures de complexes binaires 

 

Les différentes structures de complexe peptide/HLA-A2m ont été résolues par remplacement 

moléculaire avec le programme AMoRe (Navaza, 1994). La première structure de complexe 

binaire résolue est celle avec le peptide pp65, pour laquelle nous avons pris comme modèle la 

structure de HLA-A2 de plus haute résolution dans la PDB (code PDB : 1I4F)(Hillig et al., 

2001). Puis pour les 4 autres complexes, nous avons utilisé la structure de pp65/HLA-A2m 

comme modèle. Les structures sont affinées avec le programme REFMAC (Murshudov et al., 

1997)  et construites à l’aide du logiciel O (Jones et al., 1991).  

Pour chaque structure, les peptides ont pu être modélisés dans la densité électronique sans 

ambiguïté. La conformation générale du HLA-A2m est similaire. Les domaines !1 et !2, soit 

les 180 premiers résidus des différents complexes obtenus, ont été structuralement alignés sur 

leur C! avec le programme ALIGN (Satow et al., 1986) (fig.II.1.a.). Après avoir superposé 

les domaines !1 et !2 du HLA-A2m, les rmsd sur les C! des peptides ont été calculés avec le 

programme ALIGN (fig.II.1.b.). 

Les rmsd obtenus par la superposition des domaines !1 et !2 montrent que les structures de 

HLA-A2m en complexe avec hcv1 et pp65 sont proches (fig.II.1.a. en rouge). Il en est de 

même pour la superposition des deux peptides (fig.II.1.b. en rouge). Nous avons également 

remarqué que le complexe bmlf1/HLA-A2m avait la structure la plus différente.  

Les rmsd entre les domaines !1 et !2 sont faibles (de 0.12 Å à 0.67 Å) ce qui montre la 

relative rigidité du CMH au niveau du sillon peptidique. Les rmsd calculés pour les peptides 

sont plus élevés que pour le HLA-A2m, avec des valeurs comprises entre 0.49 Å et 1.49 Å, 

indiquant une variation de conformation entre les peptides. Les rmsd des peptides sont 

corrélés avec les petites différences observées sur les domaines !1 et !2 du HLA-A2m. 

 bmlf1 hcv1 hcv2 hcv3 

pp65 0.45 Å 0.12 Å 0.33 Å 0.41 Å 

bmlf1  0.42 Å 0.60 Å 0.67 Å 

hcv1   0.33 Å 0.39 Å 

hcv2    0.43 Å 

Figure.II.1.a. Alignement structural des 

domaines !1 et !2 des différents complexes 

peptides/HLA-A2m. 

 

 bmlf1 hcv1 hcv2 hcv3 

pp65 1.35 Å 0.49 Å 1.18 Å 0.65 Å 

bmlf1  1.00 Å 1.49 Å 1.22 Å 

hcv1   1.42 Å 0.83 Å 

hcv2    1.22 Å 

Figure.II.1.b. Alignement structural des 

peptides des différents complexes 

peptides/HLA-A2m. 
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II.2. La structure des complexes peptide/HLA-A2m 

 

Nous avons étudié cinq complexes binaires, dans le but de tester l’hypothèse d’un lien entre 

l’accessibilité au solvant et la protubérance des peptides présentés par une molécule CMH 

avec la sélection d’un répertoire « privé » ou « public » de LT. 

L’accessibilité au solvant, dans les complexes binaires, reflète la surface accessible au TCR 

lors de l’interaction TCR-pCMH. De même la protubérance du peptide est reliée à sa surface 

accessible, puisque plus le peptide est protubérant plus sa surface accessible augmente. 

Afin de déterminer si le lien existe entre ces deux paramètres et leur implication dans la 

sélection des LT, nous avons analysé différents paramètres qui sont répertoriés dans les 

tableaux des figures II.2. a à e.  

Les paramètres analysés dans notre étude sont : 

_ la surface accessible au solvant, calculée en absence de molécules d’eau et de symétriques 

cristallin dans le cas du complexe hcv3. La surface accessible au solvant (et donc au TCR) a 

été calculée avec le programme NACCESS (Hubbard et al., 1993) avec comme paramètre une 

sonde de 1.4 Å. 

_ la conformation de chacun des acides aminés des peptides, c’est-à-dire observer si les 

résidus généralement ancrés le sont (2, 3 et 9 pour les nonapeptides) et quels sont les résidus 

exposés au solvant. 

_ la protubérance de chaque résidu du peptide par rapport aux hélices-! des domaines !1 et 

!2 et également par rapport aux quatre autres peptides dont nous avons déterminé la structure. 

_ le type d’interaction formé entre le peptide et la molécule de HLA-A2m. En général les 

contacts sont de nature hydrophobes avec la molécule de CMH et les liaisons hydrogènes se 

font par la chaîne principale du peptide. Nous avons pu observer qu’un peptide formait des 

liaisons hydrogènes par ses chaînes latérales, nous avons nommé ces liaisons résidu-

dépendante, puisqu’elles dépendent directement de la nature des résidus du peptide.  

 

La structure des domaines !1 et !2 du HLA-A2m de nos structures présente un rmsd 

d’environ 0.5 Å avec les autres structures du HLA-A2m précédemment déterminées, ce qui 

est du même ordre que les rmsd présentés dans le tableau de la figure II.1.a. Les rmsd calculés 

sur les différentes structures de peptides complexés à la molécule HLA-A2m varie de 0.5 Å à 

2 Å, ce qui également comparable avec les valeurs du tableau de la figure II.1.b. 
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Dans la représentation ci-dessous le sillon peptidique, formé par le domaine !1 en rose 

(résidus 1 à 92) et le domaine !2 en violet (résidus 93 à 180), contient le peptide représenté 

en bâton pour reconnaître les différents résidus, les atomes de carbones sont colorés 

graduellement de jaune à orange du Nter au Cter du peptide. Les résidus enfouis sont surlignés 

en jaune, ceux exposés en bleu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure.II.2.a. Structure de pp65/HLA-A2m et récapitulatif des paramètres étudiés. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M5 

P4 ! 1 

! 2 

"2m 

Le peptide pp65 
 

N L V P M V A T V 

 

Résidu protubérant : M5 
 
Conformation du peptide : enfouie 
 
Interaction résidu-dépendante : aucune 
 
Surface accessible au solvant : 359 Å2 

Le peptide bmlf1 
 

G L C T L V A M L 

 

Résidus protubérants : T4, V6 et M8 
 
Conformation du peptide : protubérant 
 
Interaction résidu-dépendante : aucune 
 
Surface accessible au solvant : 347 Å2  

V6 

T4 
! 1 

! 2 

"2m 

M8 

 
. 

Le peptide hcv1 
 

C I N G V C W T V 

 

Résidus protubérants : V5 et G4 
 
Conformation du peptide : enfouie 
 
Interaction résidu-dépendante : N3 avec Q155 
            T8 avec D77 
 
Surface accessible au solvant : 253 Å2 

V5 ! 1 

! 2 

"2m 

W8 

Figure.II.2.b. Structure de bmlf1/HLA-A2m et récapitulatif des paramètres étudiés. 
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Figure.II.2.c. Structure de hcv1/HLA-A2m et récapitulatif des paramètres étudiés. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le peptide le plus protubérant parmi les 5 dont nous disposons est hcv3, puis hcv2 et bmlf1 

sont aussi protubérants l’un que l’autre, enfin pp65 et hcv1 sont enfouis. Une première 

remarque est que l’accessibilité au solvant du peptide et sa protubérance ne sont pas liées. Les 

peptides pp65 et bmlf1 exposent une surface comparable, alors que bmlf1 est plus protubérant 

que pp65. 

Les liaisons résidus-dépendantes n’existent que dans le peptide hcv1.  

 

Les figures II.3. a à e suivantes montrent une vue du sillon peptidique pour chacune de nos 

structures. 

Le peptide hcv2 
 

K L V A L G I N A V 

 

Résidus protubérants : L5, L6 et N8 
 
Conformation du peptide : protubérant 
 
Interaction résidu-dépendante : aucune 
 
Surface accessible au solvant : 394 Å2 

Le peptide hcv3 
 

L L F N I L G G W V 

 

Résidus protubérants : N4, L6 et W9 
 
Conformation du peptide : très protubérant 
 
Interaction résidu-dépendante : aucune 
 
Surface accessible au solvant : 404 Å2 

 

 
 

 

N8 
L5 

W9 

N4 

L6 

! 1 

! 2 

"2m 

! 1 

! 2 

"2m 

Figure.II.2.d. Structure de hcv2/HLA-A2m et récapitulatif des paramètres étudiés. 

Figure.II.2.e. Structure de hcv3/HLA-A2m.et récapitulatif des paramètres étudiés. 
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Y159 

Y99 

W147 

E63 
K66 

H70 
D77 

Y84 

T143 

Y7 

Domaine ! 1 
 

Domaine ! 2 
 
 

"2m 
 
 N1 

L2 

V3 

 

P4 

 

M5 

V6 A7 

T8 
V9 

Y171 

 

Figure II.3.a. Structure de 

pp65/HLA-A2m vue de 

dessus de la poche 

peptidique 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

E63 
K66 

D77 
Y84 

W147 T143 

K146 

Y99 

Y159 

Y7 

Y171 

G1 

L2 

C3 

 

T4 

 
L5 

A7 

M8 

L9 
V6 

Figure II.3.b. Structure de 

bmlf1/HLA-A2m vue de 

dessus de la poche 

peptidique 
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Domaine ! 1 
 

"2m 
 
 

E63 
K66 

D77 

Y84 

W147 
K146 

Y99 

Y159 

Y171 

C1 

T74 

Y7 

I2 

N3 

 

V5 

W7 

T8 

V9 
C6 

G4 

 

Figure II.3.c. Structure de 

hcv1/HLA-A2m vue de 

dessus de la poche 

peptidique 
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Domaine ! 1 
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II.3. L’analyse des structures 

 

 II.3.1. Le postulat de départ est-il vérifié ?  

 

L’hypothèse que nous nous proposions de tester est que : les complexes pCMH présentant des 

peptides enfouis sélectionnent un répertoire de LT « public », ceux accessibles au solvant 

sélectionnent un répertoire de LT « privé ». 

Les complexes pCMH avec les peptides pp65 et bmlf1 sélectionnent un répertoire de LT 

cytotoxiques restreint (fig.II.4.). Les peptides du virus de l’hépatite C complexés à la 

molécule HLA-A2m activent un répertoire de LT divers. 

Les individus séropositifs (séro+) sont ceux dont le système immunitaire a déjà été en contact 

avec le virus, les séronégatifs (séro-) n’ont pas rencontré le virus. Il est difficile de trouver des 

individus séronégatifs pour le virus d’Epstein-Barr, puisque 90% de la population possède des 

anti-corps anti-EBV. 
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Domaine ! 1 
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Figure II.3.d. Structure de 

hcv2/HLA-A2m vue de 

dessus de la poche 

peptidique. 

 

 
 

Figure II.3.e. Structure de 

hcv3/HLA-A2m vue de 

dessus de la poche 

peptidique 
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Figure.II.4. Résumé de l’efficacité des tris multimériques réalisés avec nos 5 peptides 

 BMLF1 (EBV) PP65 (CMVH) HCV1, HCV2 et HCV3 

Individus Séro + 100% 100% 100% 

Individus Séro - Difficile 0% 100% 

Individus A2- 0% 0% 100% 

Répertoire LT 

cytotoxiques 

(CD8+) 

Restreint 

Récurrence V! 

Récurrence CDR3 

Restreint 

Récurrence V! 

Récurrence CDR3 

Divers  

 

 

            Peu accessible au solvant ?                     accessible au solvant ? 

       « peptide enfoui » ?                         «peptide protubérant » ? 

 

Avec les différentes structures que nous avons obtenues, nous avons observé que le peptide 

hcv1 déroge à l’hypothèse de départ. Il possède une surface accessible au solvant un tiers plus 

faible que les peptides pp65 et bmlf1 (fig.II.2. a à c). Pour les peptides hcv2 et hcv3 la surface 

accessible est plus élevée d’environ 10% par rapport à pp65 et bmlf1.  

 

Le type de répertoire de LT CD8+ activé par les 5 complexes pCMH étudiés ne dépend donc 

pas de la seule notion d’accessibilité au solvant du peptide. Le peptide hcv1 est un contre-

exemple à l’hypothèse de départ. De même le caractère protubérant des peptides ne permet 

pas non plus d’expliquer la sélection du répertoire de LT activé. Le peptide le plus protubérant 

est hcv3 (cyan), puis hcv2 (rose) et bmlf1 (jaune) sont aussi protubérants l’un que l’autre, et 

enfin hcv1 (fushia) et pp65 (vert) sont relativement enfouis (fig.II.5. a à f).   

   

    

 

 
Figure.II.5.a. Superposition de nos 5 

complexes peptide/HLA-A2m. 

 

En cyan hcv3, en jaune bmlf1, en rose 

hcv2, en vert pp65 et en fushia hcv1. 

 
Figure.II.5.b. Superposition des structures de 

nos 5 peptides. 

hcv3 
hcv2 

bmlf1 

pp65 et hcv1 
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La protubérance et l’accessibilité au solvant des peptides ne nous permettent pas de prédire le 

type de répertoire de LT cytotoxiques activés. La stabilité du peptide dans le sillon du CMH 

peut être un paramètre influençant le mécanisme de reconnaissance. Si le TCR interagit avec 

une surface pCMH dont le peptide est mobile le coût entropique va augmenter, défavorisant 

l’interaction. L’interaction entre le TCR et le pCMH pourrait également dépendre du type de 

liaison formée avec le peptide.  

L’accessibilité au solvant et la protubérance du peptide peuvent influencer sa stabilité, mais 

ils ne peuvent à eux seuls expliquer la sélection du répertoire de LT.  

 

 II.3.2. Une nouvelle observation : la stabilité du peptide 

 

Au cours de l’analyse de nos 5 structures de complexes binaires, nous nous sommes rendu 

compte que la densité de bmlf1 était faible malgré la très haute résolution de cette structure 

 
Figure.II.5.c. Superposition des 

structures de HLA-A2m en complexe 

avec hcv2 (rose) et bmlf1 (jaune). 

 
Figure.II.5.d. Superposition des structures de 

hcv2 (rose) et bmlf1 (jaune). 

 
Figure.II.5.e. Superposition des 

structures de HLA-A2m en complexe 

avec pp65 (vert) et hcv1 (fushia). 

 
Figure.II.5.f. Superposition des structures de 

pp65 (vert) et hcv1 (fushia). 
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(1.1 Å). Cette observation nous a mené à analyser plus en détail les cartes 2Fo-Fc de densité 

électronique. Nous nous sommes aperçus que les cartes de densité électronique pour les 

peptides pp65 et bmlf1 étaient faibles pour certains résidus, alors que celles des peptides de 

hcv décrivaient parfaitement le peptide. Ci-dessous la présentation des densités électroniques 

obtenues pour nos structures.  

 

II.3.2.1. La densité électronique de pp65 

 

La densité électronique du peptide pp65, dont la structure a été obtenue à 1.60 Å, est 

discontinue pour la chaîne latérale de la méthionine 5 (fig.II.6.). Seules deux conformations 

avec un taux d’occupation de 30% pour chacune ont pu être modélisées. Donc le complexe 

pp65/HLA-A2m présente une surface mobile au TCR, avec la chaîne latérale de sa 

méthionine 5 non stabilisée. 

 

 

II.3.2.2. La densité électronique de bmlf1 

 

Dans le cas du peptide bmlf1 en complexe avec HLA-A2m, la densité est discontinue sur la 

chaîne principale au niveau de la valine 6 (fig.II.7.). Après affinement il y a une densité 

résiduelle négative (-3#) autour du C! de la valine 6, indiquant probablement une seconde 

conformation, minoritaire, de la chaîne principale. Il n’y a pas de densité électronique autour 

de la chaîne latérale de la valine 6. De plus la carte 2Fo-Fc n’est pas continue pour le résidu 

leucine 5 malgré la résolution de 1.10 Å. Ce résidu présente deux conformations, une enfouie 

tournée vers le plancher du sillon peptidique et une exposée au solvant.  

 

 
Figure.II.6. Densité électronique de pp65, carte 2Fo-Fc contourée à 1". 

 

V6 

M5 

A7 

P4 

V3 

L2 

N1 

T8 

V9 
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Le complexe bmlf1/HLA-A2m présente également une surface au TCR encore plus mobile 

que celle de pp65.  

 

 

II.3.2.3. La densité électronique des peptides hcv1, hcv2 et hcv3 

 

Dans le cas des trois peptides de VHC, les densités électroniques autour des peptides 

continues et ont permis de construire sans ambiguïté chaque peptide. Il semble que ces 

peptides soient plus stables que pp65 et bmlf1. 

 

Dans la structure de HLA-A2m avec hcv1 le peptide possède de nombreuses doubles 

conformations (Cys1, Ile2, Val5, Trp7 et Thr8) qui ont pu être modélisées sans ambiguïté et 

sont en accord avec la densité électronique (fig.II.8.a.). Le peptide engage des liaisons 

hydrogènes entre la chaîne latérale de l’asparagine 3 et la glutamine 155 du HLA-A2m, 

favorisant la stabilité du peptide (fig.II.8.b.). 

 

 
Figure .II.8.b. Agrandissement 

de la figure.II.12.a 

 
Figure.II.7. Densité électronique de bmlf1, carte 2Fo-Fc contourée à 1". 
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Figure.II.8.a. Densité électronique de hcv1, carte 2Fo-

Fc contourée à 1". 
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Dans la structure du complexe hcv2/HLA-A2m, la densité électronique est continue autour du 

peptide. La leucine 5 même exposée au solvant est stable (fig.II.9.). Ce résidu hydrophobe est 

stabilisé par la glutamine 155 du HLA-A2m via des contacts de van der Waals. 

 

Dans la structure de HLA-A2m en complexe avec le peptide hcv3, obtenue à 2.3Å, la densité 

électronique autour du peptide est également continue. Comme indiqué en rose sur la 

figure.II.10. un symétrique cristallin (fushia) interagit avec le peptide à son extrémité Cter.  

 

La présence de ce symétrique cristallographique pose problème dans l’interprétation de la 

stabilité du peptide hcv3. En effet nous ne pouvons pas savoir si la stabilité du peptide est 

intrinsèque ou si elle est dûe aux contacts cristallins. Un élément de réponse est apporté par la 

phénylalanine en position 3 du peptide hcv3. Ce résidu Phe3 est situé en Nter du peptide, où il 

n’y a pas de contact cristallin. La densité électronique de la Phe3 est continue dans hcv3. Au 

contraire dans le peptide SL9 du HIV (code PDB : 1T1W, pas de publication), qui possède 

également une Phe en position 3, elle a une densité électronique discontinue. La densité 

électronique est faible pour l’ensemble du peptide SL9 indiquant que sa structure est mobile 

dans le sillon du HLA-A2m. En comparant ces deux peptides nous pouvons donc supposer 

 
Figure.II.10. Densité électronique de hcv3, carte 2Fo-Fc contourée à 1". 

Le peptide est en blanc et le symétrique cristallin en fushia. 
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Figure.II.9. Densité électronique de hcv2, carte 2Fo-Fc contourée à 1 ". 

Le peptide est en blanc et le HLA-A2m en cyan. 
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que la Phe3 reflète la stabilité du peptide. Par conséquent le peptide hcv3 semble être stable et 

cela peut être même en absence de contacts cristallins, ceci en est une bonne indication. 

 

Nous avons observé que les peptides de HCV sont plus stables que pp65 et bmlf1. Ceci se 

traduisant au niveau de la continuité de la carte de densité électronique. Le niveau de stabilité 

n’a pu être apprécié que par l’observation des cartes de densité électronique.  

Les facteurs d’agitation thermique B après affinement ne rendent pas compte de la flexibilité 

observée dans les cartes de densité électronique. Entre nos différentes structures, le facteur B 

du peptide est du même ordre que celui calculé sur les domaines !1 et  !2 du HLA-A2m.  

Ceci est dû à plusieurs facteurs: la méthode de résolution, les contraintes stéréochimiques 

imposées au facteur B, la résolution. Les chaînes latérales après affinement ne possèdent pas 

le même taux d’occupation, qui est corrélé avec le facteur B.  

Lorsque nous avons comparé nos structures avec celles de pCMH disponibles dans la PDB, 

afin d’expliquer la conformation et la stabilité des peptides, nous voulions analyser le facteur 

B. Les logiciels d’affinement étant très différents, les facteurs B ne sont pas comparables.  

L’analyse de nos structures avec celles des autres complexes peptide/HLA-A2m a donc été 

réalisée en observant les cartes de densité électronique. 

 

 II.3.3. Comparaison avec les autres structures de peptide/HLA-A2m  

 

Afin de comprendre le rôle de chaque résidu dans la conformation du peptide (ce qui est 

présenté au TCR) nous avons comparé nos structures avec celles disponibles dans la PDB. 

Pour analyser la conformation de chaque peptide il nous a fallu d’après les facteurs de 

structures disponibles calculer les cartes de densité électronique.  

En tout il y existe 18 peptides différents en séquence et en structure, complexés à HLA-A2m 

dans la PDB. Les déviations standard entre ces peptides ont été calculées sur leur C!, et les 

plus proches pour chacune de nos structures sont notées dans le tableau ci-dessous (fig.II.11.). 

 

Cette analyse par superposition a été réalisée dans le but de comprendre ce qui peut stabiliser 

ou déstabiliser un peptide dans la gorge du HLA-A2m, c’est-à-dire ce qui lui donne sa 

conformation. Pour les peptides les plus proches les facteurs de structure étaient disponibles 

dans la PDB, nous avons donc pu calculer les cartes de densité électronique et les analyser 

pour chaque résidu. 
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 rmsd  

bmlf1 

G L C T L V A M L  

 

0.77Å 

melanA Ag3 (1QEW) 

F L W G P R A L V  

pp65 

N L V P M V A T V  

 

0.46Å 

HIV SL9 (3A) (1S8D) 

S L A N T V A T L  

hcv1 

C I N G V C W T V  

 

0.49Å 

pp65 

N L V P M V A T V  

hcv2 

K L V A L G I N A V  

 

0.47Å 

MelanA (decapeptide) (1JF1) 

E L A G I G I L T V  

hcv3 

L L F N I L G G W V  

 

0.60Å 

MelanA (nonapeptide) (1JHT) 

A L G I G I L T V  

Figure.II.11. Complexes pCMH structuralement les plus proches de nos structures. 

En jaune sont surlignés les acides aminés conservés en séquence. 

 

 

II.3.3.1. Comparaison de bmlf1 et de melanA Ag3 

  

Entre la structure de bmlf1 et celle du peptide Ag3 de melanA (1QEW, pas de publication), 

les C! des 4 premiers résidus et des trois derniers sont superposés (fig.II.12.a.). Dans le cas 

du peptide Ag3 de melanA la densité électronique est continue (ce peptide est stable) sauf 

pour la chaîne latérale de l’arginine 6 qui n’est pas stabilisée (fig.II.12.b.). La surface 

accessible au solvant de ce peptide (376Å2) est supérieure à celle de bmlf1 (347Å2). Il n’y a 

pas de liaison hydrogène entre les chaînes latérales du peptide de melanA et le HLA-A2m, 

seulement des contacts hydrophobes.  

  
Figure.II.12.a. Superposition des structures de 

bmlf1 (blanc) avec melanA Ag3 (1QEW, bleu). 

 
Figure.II.12.b. Densité électronique de 

melanA Ag3, carte 2Fo-Fc contourée à 

1". 
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La stabilité du peptide de melanA pourrait être dûe à l’interaction entre les résidus Trp3 et 

Pro5 qui forment des contacts de van der Waals importants (fig.II.12.b.). Cette conformation 

étant certainement permise par la présence d’une glycine entre ces deux résidus. Alors que 

dans bmlf1 la leucine en position 5 est mobile, elle présente deux conformations dont la 

densité électronique est faible comme celle de la chaîne principale de la valine 6 (au niveau 

du C!).  

Le résidu en position 6 est soit enfoui et 

interagit avec le HLA-A2m soit exposé vers 

le TCR. Pour un résidu hydrophobe comme 

la valine de bmlf1, la conformation enfouie 

serait certainement plus favorable.  

Dans le peptide pp65 la valine 6 est enfouie 

et stable. Les extrémités des peptides pp65 et 

bmlf1 se superposent mais au niveau des 

résidus 5 et 6 il y a une grande différence de 

conformation (fig.II.13.). Au niveau du 

résidu 4 (P pour pp65 et T dans bmlf1) il y a 

un écart  de 0.70 Å entre les C!. Nous avons émis l’hypothèse que la conformation enfouie de 

la valine 6  était peut-être due à la présence de la proline en position 4. Afin de stabiliser 

bmlf1 nous proposons un variant avec une proline en 4. 

 

II.3.3.2. Comparaison de pp65 et SL9 

 

La plus proche structure de pp65 est celle d’un variant peptidique de SL9 du virus du SIDA 

(code PDB : 1S8D, pas de publication). Les séquences ont en commun 4 résidus et le chemin 

pris par les chaînes principales est le même 

 
Figure.II.13. Superposition des structures de 

HLA-A2m en complexe avec bmlf1 (jaune) 

et pp65 (vert).  

 
Figure.II.14. Superposition des structures 

de HLA-A2m en complexe avec pp65 

(blanc) et SL9 (bleu). 

 
Figure.II.15. Densité électronique de SL9, 

carte 2Fo-Fc contourée à 1". 

T5 

N4 

A3 

S1 

V6 

A7 
T8 

L9 



Chapitre II du projet immunologie : Les structures de complexes binaires 
 

- 169 - 

(fig.II.14.). Le résidu SL9 a une densité électronique discontinue sur la chaîne principale, 

comme celles des 5 autres variants peptidiques de cet antigène (fig.II.15.). 

 

Ce peptide SL9 étant instable ne nous donne pas beaucoup d’indication pour stabiliser pp65. 

 

La seconde structure la plus proche de celle de pp65 est celle avec le peptide hcv1, qui lui est 

stable. Entre les structures de hcv1 et pp65 le rmsd est de 0.49 Å. Les peptides conservent en 

séquence les deux résidus en Cter et 

suivent des chemins très proches au 

niveau des C! (fig.II.16.a.). 

Nous avons analysé de plus près les 

structures, pour essayer de comprendre 

pourquoi hcv1 est plus stable que pp65, 

alors que les deux peptides prennent le 

même chemin dans le sillon peptidique. 

Il apparaît que le résidu cystéine 6 est 

plus enfoui dans hcv1 que dans pp65. La 

poche qui accueille ce résidu ancre en position 6 des nonapeptides, est chargée positivement 

(2 His et 1 Arg) (fig.II.16.b.). Un résidu comme la valine, hydrophobe, n’est pas le plus 

favorable pour interagir avec les résidus basiques du HLA-A2m, au contraire de la cystéine 

qui est polaire. 

 

Afin de stabiliser le peptide pp65 nous allons muter la valine 6 en cystéine (pour mimer 

hcv1), et en glycine qui prenant mois de place pourrait s’ancrer plus profondément et peut-

être être plus stable. 

Le peptide hcv1 interagit via les chaînes 

latérales de ses acides aminés avec le HLA-

A2m, renforçant sûrement sa stabilité. 

Notamment le tryptophane en position 7 qui 

forme de nombreux contacts hydrophobes avec 

le HLA-A2m, doit donc être favorable pour la 

stabilité du peptide. Le peptide pp65 contient 

une alanine en position 7 dont le C! se 

      
Figure.II.16.a. Superposition des structures de 

HLA-A2m en complexe avec pp65 (vert) et hcv1 

(fushia). 

 
Figure.II.16.b. Agrandissement de la 

figure.II.16.a. 
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superpose avec celui de la Trp7 de hcv1. Si l’espace est rempli par un acide aminé avec une 

chaîne latérale plus encombrante, le peptide devrait être plus stable. Afin de vérifier cette 

hypothèse nous allons muter A7 en histidine dans pp65.  

 

La mutation sera réalisée avec un résidu moins encombrant que le tryptophane, ceci afin 

d’essayer de stabiliser le peptide sans changer la surface reconnue par le TCR. Le but étant 

d’activer des populations de LT à réactivité croisée, c’est-à-dire que les mêmes TCR 

reconnaissent  à la fois pp65 sauvage et son variant. Si le variant est plus stable nous espérons 

observer une différence de fréquence dans la réponse immunitaire. Si la fréquence augmentait 

nous disposerions d’un variant peptidique  déclenchant une meilleure réponse immunitaire 

que le peptide sauvage (très utile pour les vaccins).  

 

II.3.3.3. Comparaison de hcv1 et pp65 

 

Comme nous l’avons indiqué dans le paragraphe III.3.3.2. le peptide hcv1 est stable. Cette 

stabilité étant peut être dû aux liaisons hydrogènes engagées par les chaînes latérales des 

acides aminés donc peptide-dépendantes. Notamment une double liaison hydrogène formée 

entre l’asparagine 3 du peptide hcv1 et la glutamine 155 du HLA-A2m. Dans l’hypothèse que 

ces liaisons résidu-dépendantes stabilisent le peptide, nous avons proposé de muter l’Asn3 en 

valine, pour déstabiliser le peptide hcv1. 

 

II.3.3.4. Comparaison de hcv2 et melanA (décapeptide) 

 

Les décapeptides complexés avec HLA-A2m sont moins nombreux dans la PDB (4 structures 

uniquement), il est donc plus difficile de comparer l’influence des différentes natures des 

résidus sur la conformation générale du peptide. Le peptide hcv2 prend le même chemin que 

le décapeptide de melanA (fig.II.17.a.). Le seul résidu à avoir une conformation différente est 

celui en position 5. Dans hcv2 c’est une leucine exposée au solvant et stable malgré sa nature 

hydrophobe. Dans le décapeptide de melanA c’est une isoleucine qui est plutôt enfouie contre 

l’hélice-! du domaine !2. Sa position peut être dû à la présence de la glycine en position 4 

dans melanA. Ces deux peptides sont stables.   
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II.3.3.5. Comparaison de hcv3 et melanA (nonapeptide) 

 

Bien que hcv3 soit un décapeptide, il prend un 

chemin proche de celui des nonapeptides. Par rapport 

au chemin prit par hcv2, celui de hcv3 est très 

différent (fig.II.18.a.). Celui de hcv2 est proche de 

l’hélice-! du domaine !2, ce qui laisse un vide entre 

le peptide et le domaine !1. Alors que dans le cas de 

hcv3, le chemin des C! du peptide est droit dans le 

sillon du HLA-A2m. 

Le peptide le plus proche de hcv3 est celui du 

nonapeptide de melanA. Les trois résidus en Nter ainsi 

que les 3 en Cter sont parfaitement superposés entre 

ces deux peptides (fig.II.18.b.). Le peptide hcv3 

contenant 10 acides aminés, la partie centrale de hcv3 

est plus protubérante que celle du nonapeptide de 

melanA. Cela se traduit au niveau des surfaces 

accessibles au solvant qui est de 275Å2 pour melanA 

est de 404 Å2 pour hcv3. 

 

Pour hcv2 et hcv3 nous n’avons, actuellement, pas proposé de variant peptidique pour les 

déstabiliser. Nous attendons de connaître la conséquence des 5 autres variants peptidiques, sur 

les nonapeptides pour savoir si nos hypothèses se confirment ou non.  

 
Figure.II.18.a. Superposition des 

structures de HLA-A2m en 

complexe avec hcv2 (rose) et hcv3 

(cyan). 

 
Figure.II.18.b. Superposition des 

structures de HLA-A2m en 

complexe avec hcv3 (blanc) et 

melanA (bleu). 

 
Figure.II.17.a. Superposition des 

structures de HLA-A2m en complexe avec 

hcv2 (blanc) et le décapeptide de melanA 

(bleu) (1JF1) (Sliz et al., 2001). 

 
Figure.II.17.b. Densité électronique du 

décapeptide de melanA (1JF1), carte 2Fo-Fc 

contourée à 1". 
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Afin de connaître les résidus des peptides impliqués dans la reconnaissance du TCR il est 

important de disposer des structures de complexes ternaires TCR-pCMH. Les structures de 

complexes ternaires nous permettrons d’affiner notre analyse quant au rôle des conformations 

des peptides. Le TCR en interaction avec un complexe pCMH donné n’interagit pas 

forcément avec toute la surface accessible au solvant du peptide présenté par la molécule de 

CMH.  

Dans l’objectif de déterminer la structure de complexes ternaires, il faut tout d’abord 

identifier les TCR activés par chacun de nos 5 complexes pCMH, puis il faut produire les 

TCR en quantité (quelques milligrammes) et pureté (supérieure à 90%) nécessaire à des essais 

de cristallisation. 

 

 

III.1. Le choix des TCR : les tris multimériques pCMH 

 

Afin de sélectionner les TCR qui reconnaissent un complexe pCMH donné, il faut « trier » 

dans le sang les LT CD8+ spécifiques de ce complexe pCMH. Pour cela nos collaborateurs de 

Nantes utilisent une méthode de tri utilisant des multimères de pCMH. La molécule de HLA-

A2m contient au niveau de sa partie Cter une étiquette permettant sa biotinylation (fig.III.1.). 

 

    

 

 

 

 

Figure.III.1. La molécule de HLA-A2m biotynilée. 

 

La biotine se fixe à la streptavidine, permettant ainsi d’accrocher plusieurs complexes pCMH 

(multimères) sur des billes magnétiques recouvertes de streptavidine (fig.III.2.).  

Les LT CD8+ spécifiques sont récupérés par centrifugation grâce au poids des billes 

magnétiques. Ensuite les TCR sont séquencés ; ainsi nous pouvons savoir s’il y a récurrence  

des gènes V et J pour le domaine variable de la chaîne-!, et V, D et J pour le domaine 

variable de la chaîne-". Ceci nous permet de connaître le type de répertoire de LT sélectionné 

pour un complexe pCMH donné.  

Peptide 
HLA-A2 
 
"2-microglobuline 
 
 
biotine 
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Figure.III.2. Schématisation du tri multimérique. 

 

S’il y a récurrence des domaines variables, la combinaison des différents CDR (régions du 

TCR interagissant avec le pCMH) sera restreinte, et le répertoire de LT cytotoxique 

sélectionné sera plutôt de type « public ». 

S’il n’y a pas récurrence des domaines variables des chaînes ! et ", alors les CDR seront 

divers et le répertoire de LT « privé ». 

 

III.2. La production de TCR 

 

Le premier TCR de notre étude est un TCR reconnaissant le complexe pp65/HLA-A2m. C’est 

le TCR immunodominant du répertoire « public » de LT cytotoxique spécifique.  

 

L’expression des chaînes du TCR se fait, comme pour celle du HLA-A2m, chez E. coli, donc 

en corps d’inclusion. Les deux chaînes sont exprimées séparément, puis elles sont réunies 

pour être correctement repliées.  

Le rendement du repliement des chaînes est plus faible que celui du HLA, de l’ordre de 3% 

(contre 10% pour le HLA-A2m). Le faible rendement du repliement s’explique par le fait que 

normalement les chaînes du TCR sont glycolsylées, ce qui semble augmenter la stabilité des 

domaines constants. Comme nous exprimons nos protéines dans E. coli il n’y a pas de 

glycosylation. Afin de favoriser l’interaction entre les deux chaînes du TCR, une étiquette de 

Bille 

magnétique 

+ 
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complémentarité de charges est placée en Cter de chaque chaîne, avec une cystéine de chaque 

côté pour former un pont disulfure inter-chaîne.  

 

EN DGGG CK  (chaîne-!) 

 

QD RGGG CD (chaîne-") 

 

Dans notre cas, la chaîne-! contient à son extrémité Cter une étiquette 6 histidines. Ceci afin 

de séparer d’éventuels homodimères de chaîne !! ou "". L’étiquette ne peut être située qu’au 

niveau de la partie Cter, car la partie Nter est le domaine variable et donc contient les domaines 

CDR qui interagissent avec le pCMH. Une l’étiquette est en Nter pourrait gêner l’interaction 

avec le pCMH 

 

La chaîne-! contient 210 résidus (23350 Da) auxquels s’ajoutent 8 résidus pour l’étiquette 

histidine. La chaîne-" contient 251 résidus (27886 Da). Soit un poids total pour le TCR 

correctement replié d’environ 52 kDa.  

 

Différentes constructions de la chaîne-! ont été testées. La première construction contient 

l’étiquette histidine en Cter. L’étiquette 6 histidines pose parfois problème au moment de la 

cristallogenèse, car c’est une région située à l’extrémité de la protéine et qui est souvent 

flexible. Elle peut donc gêner la formation de l’empilement cristallin. Pour cela nous avons 

décider de cliver cette étiquette, tout d’abord par une coupure ménagée à la carboxipeptidase, 

puis en introduisant un site de coupure à la thrombine pour obtenir une solution homogène. 

 

III.3. Les premiers essais de cristallisation 

 

Les premiers essais de cristallisation ont été réalisés autour des conditions de complexes 

ternaires avec HLA-A2m décrit dans la littérature (Stewart-Jones et al., 2003, Ding et al., 

1998). Ils ont été réalisés avec un TCR contenant l’étiquette  6 histidines sans site de coupure 

(produit à Nantes). Dans ces premiers tests nous avons observé beaucoup de précipités, d’où 

l’idée par la suite d’introduire un site de coupure pour ne plus avoir d’étiquette 6 histidines 

qui peut poser problème pour la cristallogenèse.  
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Avant d’utiliser une nouvelle construction avec un site de coupure, nous avons voulu cliver 

ces histidines par la carboxypeptidase comme cela est décrit par P. Anton van der Merwe et 

ses collaborateurs (van der Merwe et al., 1997). La carboxypeptidase est une enzyme qui clive 

les acides aminés un par un en Cter. Cette coupure par la carboxypeptidase est suivie par 

spectrométrie de masse, afin de contrôler son avancement. Le problème de cette technique est 

le manque de reproductibilité et d’homogénéité. Avec cet échantillon de TCR sans étiquette 6 

histidines, nous avons testé les 6 kits de cristallisation de Hampton Research disponibles au 

robot de cristallisation. 

 

 

III.3.1. Les premiers cristaux 

 

Au bout de quelques jours de tout petits cristaux hexagonaux sont apparus. Ils ont été 

reproduits en goutte suspendue dans des conditions similaires à celles obtenues dans les kits 

de cristallisation (fig.III.3.). Nous avons pu enregistrer un jeu de données complet sur la ligne 

de lumière ID23-eh1 (fig.III.4.).  

 

Résolution (Å) 20-2.40 (2.50-2.40) 

Rsym (%) 12 (37.2) 

Complétude (%) 96.1 (83.3)  

I/#(I) 10.13 (2.49) 

Redondance 4.5 

B (Å2) 32 Å2 

Groupe d’espace P3221 

Paramètres de maille  a=b=70.36 Å,  

c=96.52 Å  

Ligne de lumière ID23-eh1 

Longueur d’onde 1 Å 

Figure.III.4. Statistiques cristallographiques du 

cristal de 20 µm obtenus en présence de 

complexe pCMH. 

 

 

 

 
Figure.III.3. Les premiers cristaux 

obtenus en présence de complexe 

ternaire (20µm). 

Condition de cristallisation :  

sulfate d’ammonium à 1.6 M, 

acide citrique à pH 5 à 0.1M  

3 mg.ml
-1

 de TCRpCMH. 
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III.3.2. Que contiennent ces cristaux ? 

 

Les dimensions de la maille donnent un Vm de 0.7 Å3.Da-1 pour le complexe TCRpCMH, 

1.3 Å3.Da-1 pour le TCR et 1.5 Å3.Da-1 pour le complexe pCMH. Les limites de Vm pour les 

cristaux de macromolécules sont de 1.7 à 4 Å3.Da-1 (Matthews, 1968). Par conséquent il ne 

peut y avoir une molécule entière dans ces cristaux. 

Nous avons donc testé le remplacement moléculaire, avec le logiciel AMoRe, avec différents 

domaines du HLA-A2m : !1, !2, la "2-microglobuline. Comme il n’y avait pas de solution 

contrastée en remplacement moléculaire, nous avons testé des domaines du TCR, avec 

comme modèle le TCR de séquence la plus proche (code PDB : 2BNU) (Chen et al., 2005). 

 

La recherche avec un monomère de domaine variable de la chaîne-! donne un résultat en 

remplacement moléculaire, indiquant la présence de deux V!. Avec deux monomères de V! 

nous avons obtenu une solution de remplacement moléculaire avec un facteur de corrélation 

de 40.2% sur les facteurs de structure. Nous avons donc cristallisé un homodimère de 

domaine variable de la chaîne-!, dont la séquence a ensuite été confirmée par spectrométrie 

de masse.  

 

L’origine de ce domaine V! est encore incertaine, il semblerait que nous ayons un problème 

d’expression, puisque nous exprimons le V! et la chaîne-! entière. Le problème au moment 

de la purification est que le domaine V! interagit avec le TCR. Pour l’instant nous n’avons 

pas réussi à le séparer du TCR malgré plusieurs étapes de purification.  

La chaîne-! contient l’étiquette 6 histidines au niveau de sa partie Cter, donc sur colonne 

d’affinité pour l’étiquette 6 histidines, le V! ne devrait pas être retenu. Cette étape de 

purification est faite après l’étape de repliement, le V! peut donc s’accrocher sur le TCR ou 

sur des chaînes-! non appariées avec les chaînes-". Nous avons également essayé de séparer 

le V! du TCR par un gradient de sel, mais le pI étant proche de celui du TCR cela a échoué. 

Puisque le V! cristallise dans des conditions contenant du sulfate d’ammonium nous avons 

essayé de le séparer du TCR par précipitation au sulfate d’ammonium, mais en vain. Jusqu’à 

présent toutes nos expériences n’ont pas permis de séparer le domaine V! du TCR. 

Actuellement nous essayons de purifier la chaîne-! en conditions dénaturantes, en espérant 

que déplié le domaine V! n’interagit pas avec la chaîne-!.  
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III.3.3. La structure de l’homodimère de V! 

 

La structure montre un homodimère tête-bêche des domaines V!, ce qui est différent de ce 

qui a été observé par Fields B.A. en 1995 pour un autre homodimère de V! (code PDB : 

1TVD) (Fields et al., 1995).  La position tête-bêche est étonnante puisque cela ne mime pas le 

TCR en mettant du même côté leurs domaines CDR (fig.III.5.). Cette structure est en cours 

d’analyse. 

 

 

Figure.III.5. Structure de l’homodimère du domaine variable de la chaîne-! du TCR. 
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Les résultats structuraux sur les différents complexes pCMH que nous avons obtenu nous ont 

permis d’émettre une nouvelle hypothèse quant au mécanisme de sélection du type de 

répertoire de LT activé. En effet il semblerait que la stabilité du peptide puisse guider la 

sélection de LT. 

 

Actuellement au sein du laboratoire nous avons trois objectifs principaux. Tout d’abord 

résoudre le problème de production et de purification de la chaîne-! du TCR, afin de réaliser 

de nouveaux essais de cristallisation. Nous cherchons de nouvelles conditions de 

cristallisation pour le complexe hcv3/HLA-A2m afin de ne plus avoir de contact cristallin au 

niveau du sillon peptidique. Ainsi nous  pourrions analyser le peptide hcv3 et voir s’il est 

stable sans symétrique. Nous sommes également en train de produire la molécule de HLA-

A2m en complexe avec les 5 variants peptidiques que nous avons proposés, afin de tester nos 

hypothèses sur la stabilité des peptides.  

 

Sur la base de notre analyse structurale, nos collaborateurs ont commencé une étude de tri 

multimèrique avec deux peptides, le premier possédant une densité électronique continue (la 

transcriptase inverse du HIV, code PDB 1I1F) (Kirksey et al., 1999) et le second a une densité 

discontinue (SL9). Ceci dans l’objectif de voir si sur la base de la qualité de la densité 

électronique et donc de la stabilité de l’antigène dans le sillon peptidique, la sélection de 

répertoire privé ou public de LT CD8+ est prévisible. 

De plus les analysent de tris avec les peptides de HCV sont en cours. Il faudra séquencer les 

TCR immunodominant pour pouvoir les produire par la suite en quantité suffisante pour la 

cristallisation.  

 

Il a été déterminé par M.J. Pittet en 2006 (Pittet et al., 2006) l’existence de peptides à 

réactivité croisée avec bmlf1 (Clute et al., 2005) et hcv1 (Wedemeyer et al., 2001). Ces deux 

peptides sont très intéressants pour nous sur le plan clinique mais également sur le plan 

structural. Les complexes pCMH avec ces deux peptides vont être produits et analysés 

parallèlement.  

Il faut relier toutes les observations structurales avec celles de tris multimériques dans un 

premier temps. Puis essayer de voir si d’après ces résultats nous pouvons essayer de 

comprendre par quoi est guidée la réponse immunitaire lors d’une infection par le virus de 

l’hépatite C. Et comprendre le lien entre nos observations et le développement de la maladie 

chez les patients.  
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À très long terme le but sera de pouvoir synthétiser des peptides efficaces dans le cadre d’une 

thérapie vaccinale. De nombreuses questions restent encore à résoudre, et comme nous 

l’avons vu le chemin vers les structures ternaires est bien plus complexe que celui des 

complexes binaires.  
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8>1 ,-*.51 3-, -..5+1= )2/) - F>15-/+2J H1.>-(),1 d-,/ d5)3 O&$ *5C
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V$$ *9 U-F5 -2= =1,-5/1= @0 =+-50,+, +2 H.1;/(-9!)(X /?@+2J
OH.1;/(?* `-@)(-/)(+1,C *)51;?5-(731+J>/ ;?/)'' bgL 6G-Q -J-+2,/
K$ *9 a[K!PV9aK[!PV @?''1( .[ ]AK ;)2/-+2+2J X$ *9 U-F5A "

0+15= )' -..()B+*-/150 bAb *J )' .?(1 .()/1+2 .1( 5+/(1 )' ;?5/?(1 3-,
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*-/)J(-.>0A 8>1 15?/+)2 .()D51 )@/-+21= ?,+2J - H?.1(=1B K$$
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8>1 D(,/ 2-/+<1 .()/1+2 ;(0,/-5, )' -@)?/ K$ !* +2 ,+E1 31(1
)@/-+21= @0 />1 ,+//+2J7=(). <-.)?(7=+''?,+)2 *1/>)= ?,+2J - 81;-2
()@)/ -2= [-*./)2 ^1,1-(;> F(0,/-5 H;(112, W -2= WWC "**)2+?*
H?5'-/1C T-5)2-/1C d)(*-/1 -2= f?+;6 H;(112 ;(0,/-55+E-/+)2 6+/,A 8>1
+2+/+-5 ;(0,/-55+E-/+)2 ;)2=+/+)2 i]AL *J *5"X .()/1+2C $AX9 /(+,)=+?*
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K$ *9 G88A [-2J+2J =()., 31(1 .(1.-(1= @0 *+B+2J X !5 .()/1+2
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1N?+5+@(-/1= 3+/> &$ *9 8(+,g[F5 @?''1( .[ LA$ ;)2/-+2+2J V$$ *9 .)/-,,+?*
J5?/-*-/1A 8>1 -@,)(@-2;1 -/ KL$ 2* 3-, (1;)(=1= ?,+2J -2 "k 6/- !?(+D1( X$ d!`F
,0,/1* O"*1(,>-* #+),;+12;1,QA F?(<1 / ;)((1,.)2=, /) />1 15?/+)2 )' KV$ !J )'
!"#$%&& 3+/>)?/ G88A F?(<1 0 ;)((1,.)2=, /) />1 15?/+)2 )' bR& !J )' !"#$%&&
-'/1( +2;?@-/+)2 3+/> K$ *9GG8A 8>1 =+''1(12/ N?-/1(2-(0 ,/-/1, +2=+;-/1= )2 />1
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E(5-"; .
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!"#$%&& ,-*.51 3-, V *J *5"X +2 - @?''1( ;)2/-+2+2J K$ *9U-[K!PV .[ ]AK -2=
&$ *9 U-F5A 8>1 *+J(-/+)2 3-, .1(')(*1= -/ K$$ lA 8>1 *+J(-/+)2 )' />1 .()/1+2
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W2=1B '()* [-*./)2 ^1,1-(;>QA H0,/1*-/+;-550C K !5 )' X9 G88
,)5?/+)2 3-, -==1= /) 1<1(0 X$$ !5 )' 3155 ,)5?/+)2 .(+)( /) ,1//+2J ?.
/>1 ;(0,/-55+E-/+)2 =().,A H+//+2J =()., 31(1 />12 .(1.-(1= ?,+2J
X$$ 25 .()/1+2 ,)5?/+)2 OD2-5 ;)2;12/(-/+)2 )' ]AL *J *5"XQ *+B1=
3+/> :8!!H OD2-5 ;)2;12/(-/+)2 )' $AXR *9Q -2= X$$ 25 3155 ,)5?7
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8>1 .(1,12;1 )' - 2?;51)/+=1 -..1-(, /) '-;+5+/-/1 ;(0,/-55+E-/+)2C
,+2;1 )250 )21 ;)2=+/+)2 )' />1 X%K .(1,12/ +2 />1 [-*./)2 ^1,1-(;>
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f?+;6 H;(112 ;(0,/-55+E-/+)2 6+/, 51= /) ;(0,/-5, ')( />1 2-/+<1 .()/1+2A
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d)(/1((1C !A _ :-2,C !A OK$$RQA G. 0*$-. A7+H. !"#C RX$]LgRX$L]A

"(*12J-?=C ZAC m(@)2-<+;+?,C ZAC d1(2-2=1EC #AC F>-?,,+2-2=C :AC #?c2+;6+C
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]bRA

a-@,;>C 4A OX%%RQA G. /II-. A#"',. !(C ]%&gL$$A
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Deux types de problématiques différentes peuvent motiver l’approche structurale d’une 

macromolécule. Soit la fonction de cette macromolécule est inconnue et l’on détermine sa 

structure afin de mieux connaître sa fonction ; cette démarche était l’un des défis du 

développement de la génomique structurale. Soit la fonction est connue et la structure va 

permettre de comprendre comment cette molécule remplit son rôle biologique. 

 

Durant ma thèse, j’ai eu l’occasion de pouvoir aborder deux projets structuraux très différents, 

qui correspondent à ces deux approches de biologie structurale. C’est pourquoi mon 

manuscrit décrit ces deux projets dont la démarche scientifique est différente et 

complémentaire pour ma formation en biologie structurale.  

Dans un premier temps, je décrirai les résultats obtenus sur le projet PAB0955, débuté en 

stage de DEA et poursuivi pendant les deux premières années de ma thèse. Ce projet avait 

pour objectif de déterminer la fonction de la protéine d’après sa structure. La protéine 

PAB0955 est de fonction biologique inconnue, elle hydrolyse le GTP et elle n’a pas de proche 

homologue dont la structure est connue. La démarche scientifique de ce projet a été de 

déterminer la structure de cette protéine, puis d’analyser sa structure en la comparant de 

manière systématique à l’ensemble des protéines ATPases et GTPases. Notre étude a été 

conduite dans l’objectif extraire un maximum d’information fonctionnelle à partir des 

données structurales. 

 

Dans une deuxième partie, je décrirai notre étude sur des protéines du système immunitaire 

humain débuté en troisième année de thèse. Nous nous sommes intéressés à des molécules 

impliquées dans la reconnaissance d’antigène : le récepteur du lymphocyte T (TCR) et la 

molécule du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). L’objectif de ce projet est de 

comprendre comment un complexe antigène-CMH sélectionne un répertoire de lymphocyte T 

spécifique. L’objectif étant de déterminer le lien entre les caractéristiques structurales d’un 

complexe antigène-CMH et la diversité et la fréquence des lymphocytes T activés par ce 

complexe. En résumé corréler les observations structurales avec les données immunologiques 

dont nous disposons. En déterminant les bases structurales du caractère antigénique d’un 

peptide présenté par une molécule CMH nous pourrons, à plus long terme, produire des 

peptides efficaces dans le cadre d’une vaccination 

 

 


