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Introduction

Si la découverte des agents thérapeutiqgues antibiars est 'une des plus grandes

avancées médicales du X¥ siécle, l'utilisation trop généralisée des antiijoes en
médecine humaine et vétérinaire depuis 50 ans aemausement conduit & de graves
phénomenes de résistance chez les bactéries. Ceorpéée naturel est inévitable,
conséquence de I'écologie microbienne et illustnatie I'extraordinaire capacité d'adaptation
du vivant, mais il est largement aggravé par uilsation inconsidérée des antibiotiques.
La résistance a des drogues multiples est dueastdgrpartie au répertoire limité des agents
anti-bactériens qui éradiquent les bactéries disart une gamme restreinte de cibles. Il est
maintenant clair que l'arsenal existant d’antilfjoBs est insuffisant pour nous protéger a
long terme, et par conséquent, il est nécessaireedeercher de nouvelles cibles non
traditionnelles permettant de développer des itdilos qui agissent differemment de ceux
classiquement utilisés.

L’avenement du séquencage des génomes bactérgrsngs de montrer qu’environ
1/3 des genes codent des protéines de fonctiomimuey appelées « orphelines », qui sont,
pour beaucoup d’entre elles, hautement conservé@sdispensables a la croissance des
bactéries. Parmi les familles de protéines “orplesli spécifiquement bactériennes, il en
existe qui possedent dans leur séquence des roatdstéristiques impliqués dans la fixation
et/ou I'hydrolyse des nucléotides, GTP ou ATP, guggt que leur fonction cellulaire est
énergétiquement couplée a une activité NTPasegt®aeh al., 1990). Les NTPases a P-loop
sont souvent associées a des processus celluiam@smentaux, et la compréhension de leur
réle au sein des bactéries ainsi que de leur n&oanide fonctionnement pourrait alors
déboucher, a plus long terme, sur la découvertegodgeaux inhibiteurs utilisables pour lutter
contre la prolifération des germes pathogéenes.

Nous avons choisi d’étudier une protéineBiillus subtilis,bactérie de I'eau et du
sol non pathogéne, utilisée comme modele chezdeeiies a Gram positif et dont le génome
est totalement séquencé depuis 1997 (Kunst e1207). Cette protéine, annotée YdiB, est
une protéine de fonction inconnue, mais qui posséue signature fonctionnelle putative
d’ATPases/GTPases. Il a, par ailleurs, été montwe gette nouvelle enzyme était
indispensable a la croissance « normale » desriesctégram positiff. subtilig (Hunt et al.,
2006; Kobayashi et al., 2003) et a gram néggastherichia col (Allali-Hassani et al., 2004;
Freiberg et al., 2001). C’est une protéine spé&oifigent bactérienne, présente chez quasiment
toutes les bactéries, et donc chez de tres nonmdseamiches pathogenes d’intérét clinique.
Pour toutes ces raisons, YdiB constitue une cildecdoix pour de nouvelles drogues

possédant un spectre d’activité large, et nos tifjadsent d'une part a comprendre le réle de
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cette nouvelle enzyme et d’autre part a caractéesa mécanisme de fonctionnement a
I’échelle moléculaire.

Dans un premier temps, nous avons établi des ¢onsliexpérimentales permettant la
surexpression de la protéine avec une étiquettghitidines a un niveau élevé, et un
protocole tres efficace de purification a été mispmint. Par différentes techniques, nous
avons pu montrer que cette protéine était capablerner des dimeres et des oligoméres de
plus haut poids moléculairen vitro, et probablemenin vivo, et que I'équilibre entre
monomeres et multimeres était influencé par lagaanique. Nous avons mis en évidence
une faible activité ATPase, mais néanmoins sigaiifi@ puisqu’'un mutant d’'un résidu
hautement conservé du site actif est dépourvuidigcenzymatique. Nous avons également
montré un effet négatif de I'oligomérisation suadfivité ATPase de I'enzyme. Par ailleurs,
une souche délétée gdiB a été construite et sa croissance a été étudiamsmilieu riche.
Nous avons également construits, surexprimés eifigaurplusieurs mutants de résidus
conservés du site actif, puis nous avons mesurédetivité enzymatique, et analysé leur
capacité a s’oligomériser. La croissance de cesamwtdansB. subtilisa également été
exploitée. Enfin, nous avons tenté de rechercher pdgtenaires cellulaires de YdiB afin
d’identifier la voie métabolique ou de signalisatidans laquelle la protéine intervient. Des
résultats préliminaires suggerent un réle lors d'uéponse a un stress, ou une interaction

avec le ribosome.
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|. LES PROTEINES LIANT LES NUCLEOTIDES

[-A. Introduction

Une large partie du protéome de chaque organishmegosé de protéines qui lient
les nucléosides triphosphates, et les utilisent dimectement comme substrats dans des
réactions variées, soit pour effectuer un changémerconformation couplé a une activité
spécifiqgue. Les nucléotides sont des éléments esisede la vie. L'énergie de la liaison
phosphoanhydridgs-y de I'ATP est utilisée pour permettre le dérouletnda réactions
chimiques non favorables, pour alimenter des mashbiologiques, ou encore pour réguler
un vaste nombre de processus via la phosphorylat®rmprotéines. Le GTP, est utilisé
principalement pour ['initiation, I'élongation e& fterminaison de la traduction des protéines
mais également pour la régulation de signaux desdiaction et des processus de transport.
Quant aux autres nucléotides, leur utilisation gsts restreinte. Cependant, 'UTP est
impliqué dans la voie de synthése des sucres,EIRedans celles des phospholipides.

Les protéines qui lient et utilisent ces nuclédident tres diverses. Bien que certaines
d’entre elles constituent une large famille de @ira@s connues, d’autres semblent beaucoup
moins conservées. Depuis 1992, des progrés coabidér ont été fait a travers
I'identification de séquences communes, et la tdgwi de structures de nombreuses
protéines liant les nucléotides ont, a leur toidt€¢ & identifier de nouveaux motifs communs.
Ces protéines appartiennent a differents groupks de repliement de leur chaine, et a
I'heure actuelle, cing familles majeures de praéjndécrites dans le tableau 1, ont pu étre
identifiées (Leipe et al., 2002; Schulz, 1992) :

1- Les protéines liant les mononucléotides (NTPadesomp):

Cette famille est caractérisée par la séquenceensns G/A-%-G-K-T/S, ou X est un
acide aminé quelconque. Le cceur structural de cES8ipes est généralement composé de
cing brinsp formant un feuilleP central le plus souvent parallele, encadré degiattautres

par des hélices.
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2- Les protéines liant les dinucléotides (ou « Rossniald »)

Cette famille comprend les protéines liant le «dilitamide Adenine Dinucléotide »
(NAD), et est caractérisée par la séquence conseasX+G-X-G. Le cceur structural de ces
protéines est généralement composé de six Prpegalléles connectés par des hélicedes

brinsB, ou des boucles irréguliéres.

3- Les protéine kinases

Elles constituent la plus large classe des progéiiaat les nucléotides et jouent un role
décisif dans la régulation de nombreux processulsdigues, tels que la différenciation ou la
transduction de signaux.

Une partie des protéine kinases catalysent le feeindu phosphate de I'ATP sur le
groupement hydroxyle des chaines latérales degseithinés hydrophiles ou aromatiques.
La plupart contiennent douze séquences consensms, wh motif riche en glycines de
séquencds-X-G-Xo-G, formant une boucle flexible, et leur classifica est donc basée sur
leur spécificité (Vetter and Wittinghofer, 1999) :

- Les kinases a sérine et thréonine.

- Les kinases a tyrosine.

- Les kinases doubles qui catalysent le transfertpdosphate sur les deux types

d’hydroxyles des chaines latérales (sérine/thré&oaintyrosine).

De nombreuses structures de protéine kinases @aesdhiréonine ou tyrosine ont été
résolues montrant que toutes possédent un repltesoermun caractérisé par deux lobes. Le
premier lobe, principalement constitué de brjhscontient les éléments de séquences
impliqgués dans la fixation de I'ATP, avec la boudghe en glycines. Le second lobe, plus
large, est composé d’hélicaset contient une boucle catalytique importanterpeuransfert

du phosphate et une boucle régulatrice impliqués tlarégulation de I'activité catalytique.

Curieusement, certaines protéine kinases bact@&sersont le repliement tertiaire est
différent des protéine kinases eucaryotes, appaeig a la famille des NTPases a P-loop car
elles possedent, entre autres, la séquence coss&isuX,-G-K-T/S. C’est le cas, par
exemple, de I'HPr kinase/phosphatase qui partage hdenologies structurales avec une
kinase de petite molécule, la phosphoénolpyruvarboxykinase (Fieulaine et al., 2001,
Galinier et al., 2002), ou encore de tyrosine ksasapables d’autophosphorylation détectées

chez plusieurs bactéries et notamment cell8tdphylococcus aureupii serait apparentée a
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une protéine du groupe SIMIBI (voir chapitre I-ByZ&rangeasse et al., 1997; Soulat et al.,
2006), mais aussi de PrkA, une kinase a sérinetiimé deB. subtilis(Fischer et al., 1996).

4- Les Histidine kinases/HSP90/Topoisomérase |l

Elles sont caractérisées par un feuiietontenant huit brins le plus souvent antiparadlele
et par une région en hélicesCette famille regroupe une autre catégorie de&pre kinases,
différentes d’'un point de vue structural et fonetiel de celles décrites ci-dessus. Ces kinases
phosphorylent des histidines, et leur coeur stratfpwssede des similarités avec la protéine

Hsp90 ou avec des topoisomérases Il (Vetter antingfiiofer, 1999).

5- La famille des Actines/HSP70/RNAse H

Elles sont caractérisées par un feuiletontenant cing brins, le brin 2 étant antiparallel

au reste du feuillet, et par deux régions en h&lice

Dans ce manuscrit, nous allons nous intéressentskement aux NTPases a P-loop.
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NOM

CARACTERISTIQUES

EXEMPLES DE
STRUCTURES

Protéines liant les
mononucléotides
(NTPases a P-loop)

Le coeur structural de ced
protéines est généraleme
composé de cing brinsp
formant un feuille3 central le

plus souvent paralléle, encadré
de part et d'autres par des

hélicesa.

Protéines liant les
dinucléotides
(« Rossmann fold »)

Le cceur structural
protéines est
composé de six brinsp
paralleles connectés par d
hélicesa, des brinsp, ou des

boucles irréguliéres.

de cgs
généralemegnt

S

Protéine kinases

Elles possedent un replieme
commun caractérisé par de

lobes. Le premier lobe e$
constitué de

principalement
brins  avec la boucle riche e
glycines alors que le secor

lobe, plus large, est compo$

d’hélicesa.

Les Histidine kinases
HSP90
Topoisomérase |l

Elles sont caractérisées par
feuillet B de huit brins le plug
souvent antiparalleles et p
une régionu.

Les Actines
HSP70
RNAse H

Elles sont caractérisées par
feuillet B de cinq brins, le brin
2 étant antiparalléle au reste
feuillet, et par deux régions

Tableau 1: Les cing familles majeures de protéine: liant les nucléotides Pour chaque famille, les caractéristique
générales sont détaillées et la structure d’'un&jpre est présentée.
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[-B. Les NTPases a P-loop

[-B-1. Généralités

Les NTPases a P-loop (pour « Phosphate bindingpamt le repliement le plus
commun dans tous les organismes cellulaires, edstime que 10 a 18 % des produits de
genes sont des protéines a P-loop (Koonin et@DQR La plupart des NTPases a P-loop lient
les nucléotides et catalysent I'hydrolyse de lasdia ester entre les phosphafegt y du
nucléotide (Leipe et al., 2002; Saraste et al.,01.9Pour cela, elles requiérent un cation
divalent, habituellement un ion magnésium, quiiigbla charge négative des phosphates, et
par conséquent facilite I'hydrolyse. Leur actividhydrolyse est généralement faible mais
peut étre beaucoup plus forte en présence d'untratitimu d’'un effecteur comme I’ADN
(Teplyakov et al., 2002). D’autres membres des €Ra P-loop, des kinases, transferent le
phosphatey de I'ATP sur diverses petites molécules incluaotamment des nucléotides
(Leipe et al., 2003).

D’un point de vue structural, les NTPases a P-loopun repliement globulaire de
type o/f, avec au moins cing brirfsformant un feuillef3 central le plus souvent paralléle,
encadré de part et d'autres par des hétigdgilner-White et al., 1991).

Au niveau de la séquence, elles sont caractérfsedeux motifs conservés, nommés motifs
A et B de Walker(Saraste et al., 1990; Vetter and WittinghofeQ%,9Valker et al., 1982).

Le motif A de Walker, de séquence consensus GA&SX-T/S, forme une boucle flexible

riche en glycine, la P-loop, entre le premier Ifiet I'hélice o suivante, positionnant le
triphosphate du nucléotide. Cette boucle a ététiftin pour la premiere fois par Walker et
ses collegues dans les sous unit&$p de 'ATP synthase, la myosine, I'adenylate kinase

la protéine RecA (Walker et al., 1982). Elle a, lgasuite, été découverte dans de nombreuses
protéines liant les nucléotides. Cette boucle taglilssée par la lysine hautement conservée du
motif, en formant des liaisons hydrogénes avec#bonyles de la chaine principale. Cette
lysine, ainsi que la glycine qui la précede, injgsent avec les groupements phosppagey

du nucléotide, ce qui permet de neutraliser leggadsanégatives du phosphate. Ces deux
résidus sont conservés dans quasiment toutes |Pas¢§ a P-loop. Le motif B de Walker,
beaucoup moins bien défini car beaucoup plus Mariadst localisé a la fin d’'un brif
hydrophobe. Ce motif contient un résidu avec urugement carboxylate, un aspartate ou

plus rarement un glutamate, capable d’'interagic é@enagnésium (Walker et al., 1982).
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[-B-2. Classification
[-B-2-a. Les différentes familles

Au sein de la superfamille des NTPases a P-loopnaus sept familles peuvent étre
définies en se basant sur les caractéristiqueégieeaces et de structures (Leipe et al., 2002).

1- RecA et ATPases FO-F1

2- Les ATPases dépendantes des acides nucléiques desh#icases.

3- Les ATPases AAA (pour « ATPases Associated witleidig cellular Activities »)

4- Les ATPases ABC (pour « ATP-Binding Cassette »)

5- Les ATPases apoptotiques (AP) et protéines associée

6- Les GTPases

7- Les kinases a P-loop, et plus particulieremenhiesdéotide kinases.

* RecA est une ATPase dépendante de I'ADN, nécessaire [gouecombinaison
homologue et la réparation de 'ADN. Elle est lampiere ATPase possédant les motifs A et
B de Walker a avoir été cristallisée (Story andt5t@992), et la résolution de sa structure, en
présence d’ADP/Mg, a révelé une nouvelle architectie liaison aux nucléotides distincte de
celles déja connues chez les G protéines. Plusltarédsolution de la structure de 'ATPase
F1 (Abrahams et al., 1994) a montré un repliemienitasre a celui de RecA, ce qui a conduit
a proposer que RecA était un modele pour beauctAipPdses ayant les motifs A et B de
Walker (Yoshida and Amano, 1995).

La structure de RecA H. coli consiste en un domaine majeur central encadréd@ax
domaines moins importants aux extrémitégt C-terminales. Le domaine central peut étre
divisé en un large sous domaine comprenant les ptira 5 ainsi que les hélices et boucles

qui les connectent, et un petit sous domaine camapitdes bring6 ap8 (tableau 1).

» Les hélicasessont des enzymes ubiquistes qui permettent leutdirent des acides
nucléiques doubles brins, une étape dépendanteudéosides triphosphates nécessaire lors
des processus de réplication, expression, recoisbmat réparation du génome.

Elles ont un site de liaison aux nucléotides sehibla celui de RecA, bien que RecA
appartienne a une famille différente de protéimasliguées dans la réparation de I’ADN, ne
partageant aucune similarités de séquence, a péroedes motifs A et B de Walker.

Les hélicases peuvent étre subdivisées en plusgrorgpes selon leur séquence en

acides aminés (Gorbalenya and Koonin, 1993; LohamehBjornson, 1996) (figure 1). Trois
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vastes superfamilles et deux familles plus petilgisété décrites. La majorité des hélicases
appartiennent aux superfamilles SF1 et SF2, tod#msx caractérisées par sept motifs
conserveés. La similarité de structure et I'arrangetnde ces motifs suggérent que SF1 et SF2
ont probablement évoluées a partir d'un méme ama&mmun. La troisieme superfamille,
SF3, comprend les hélicases des virus a ADN et Bl,AR possede seulement trois motifs
conservés dont les motifs A et B de Walker. t¥%4amille, F4, inclut I'hélicase DnaB de
E. coliet les protéines apparentées, et est définie pagidns conservées. Enfin la famille F5
comprend 'ATPase Rho d& coli. Elle n’est reliée a aucune autre hélicase maisendes
similarités de séquences avec les ATPases qui pundes protons, dévoilant une évolution

commune entre une hélicase et un groupe de NTRasd®licase.

Figure 1: Schéma représentant les différentes superfamilles éamilles d’hélicasesLes superfamilles|
et familles d’hélicases sont désignées par dedesedont le diamétre est globalement proportiormel
nombre de protéines, et la distance entre lese=erefléte les relations qui existent entre elles. groupes
distincts d’hélicases a l'intérieur des 3 superfEmisont représentés par des cercles plus p8etds les
groupes incluant des protéines avec une activiiéaseé démontrée, et/ou les groupes contenantepliss
membres sont représentés. Généralement, ils seignéé par le nom de la protéine la mieux caraeeéri
D’autres groupes, a l'intérieur de SF1 et SF2, teoant une seule hélicase, sont représentés paeddss

vides. D’aprés (Gorbalenya and Koonin, 1993).
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» Les protéines AAA (pour « ATPases Associated with diverse cellulatiAties »)
ont été identifiées chez les procaryotes et lesrgotes. Elles constituent une large famille
d’ATPases impliquées dans des fonctions cellulaiegges telles que la régulation du cycle
cellulaire, la dégradation des protéines, la biegerdes organelles ou encore le transport des
protéines par des vésicules. Elles sont cytosdigueembranaires ou associées a la
membrane. La structure des protéines AAA consistaredomaineN-terminal non-ATPase
appelé domaine N, ainsi que un ou deux domainesagd$appelés domaines D. Ce dernier
est caractérisé par un motif AAA de 230 a 250 acatainés qui incluent les motifs A et B de
Walker ainsi qu'un motif SRH (pour « Second Reditomology ») spécifique aux protéines
AAA. Ce domaine est nécessaire pour la fonctiodadprotéine mais son role exact reste
inconnu. Par ailleurs, les protéines AAA sont lesilles a lier le nucléotide dans une

conformation syn (Patel and Latterich, 1998).

= Les transporteurs ABC (pour « ATP-Binding Cassette ») représentent wwe plus
larges familles de protéines trouvées dans tousriganismes vivants. Les membres de cette
famille sont impliqués dans le transport de divasposeés, tels que les sucres, les ions, les
peptides ou encore des protéines. La structuretrd@sporteurs ABC consiste en deux
domaines membranaires responsables de la tranielodat substrat a travers la membrane, et
de deux domaines hydrophiles, qui lient et hydetyd’ATP. La structure monomeérique des
domaines de liaison aux nucléotides adopte uneef@lobale en L composée de deux lobes.
Le lobe I, tres conservé, est constitué d’'un domaifi comprenant le coeur du domaine de
liaison a I'’ATP avec les motifs A et B de Walkee lobe Il est plus divergent. Il est constitué
uniquement d’héliceas et comprend la signature caractéristique de &attdle généralement
de séquence L-S-G-G-Q (Higgins and Linton, 2004).

» Les ATPases apoptotiques (AP) et protéines assoggenterviennent dans
I'apoptose, phénomene également connu sous le momait cellulaire programmée. Leur
structure est définie par cinq motifs conservés:rhotifs 1 et 3 correspondent aux motifs A
et B de Walker, le motif 4 de séquence T-S-X-Rntdif 5 possédant une proline hautement
conservée, et un motif 2 beaucoup moins bien défiypiquement, ces protéines possedent
des domaines multiples : en plus du domaine ATPalées contiennent des domaines de
signalisation et d’interaction. Par conséquengseont probablement impliquées dans des
voies de signalisation complexes faisant interveeirmultiples interactions entre protéines
(Aravind et al., 1999; Koonin and Aravind, 2000).
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» Les GTPasestutilisent le GTP, et non I'ATP, pour réguler unnmare varié de
processus cellulaires, incluant l'initiation, I'éigation, et la terminaison de la traduction des
protéines, mais aussi la signalisation ou la camiss cellulaire. Elles sont caractérisées par la
juxtaposition de six ou sept brirs formants un feuillef3 central, ainsi que par quatre
séquences spécifiques d’'acides aminés, localises ld domaine de liaison au GTP (Vetter
and Wittinghofer, 2001). Toutes les GTPases coné&ehles motifs trés conservés G1, G3 et
G4. En revanche, le motif G2 est trés conservéeaudune méme famille de GTPases mais
differe d’une famille a l'autre.

- Le motif G1, localisé dans le bri#il, correspond au motif A de Walker.

- Le motif G2, situé dans la bouddterminale du brin32, est impliqué dans l'interaction
avec une molécule effectrice, qui régule I'équéibentre les formes GTP et GDP, mais
n’intervient pas dans I'hydrolyse du GTP. Il edfidiiement reconnaissable puisqu’il differe
d’une famille a I'autre mais contient parfois uhegbnine conservée.

- Le motif G3, dans le brifd3, correspond au motif B de Walker de séquencefgpée D-X-
X-G. La glycine, conservée seulement dans cettdléarforme une liaison hydrogene avec le
phosphate du GTP.

- Le motif G4, localisé dans le bri5, de séquence N/T-K-X-D/E, est spécifique des
GTPases car il permet la reconnaissance de lampidriasparagine ou la thréonine du motif
forme des liaisons hydrogénes avec la base, gbaftete stabilise le nucléotide par des

liaisons hydrogénes.

Les GTPases a P-loop sont considérées comme dasupieurs moléculaires et
existent sous trois formes différentes: une formige, une forme liée au nucléoside
diphosphate dite inactive et une forme liée auéusitle triphosphate dite active (figure 2).
L’activation nécessite la dissociation du GDP lika grotéine, un processus lent accéléré par
les facteurs d’échange de nucléotide GEFs (pounan{Be nucleotide-exchange factors »).
L’échange du GDP en GTP, en général réversible; péars se faire. L’inactivation,
processus tres différent, implique I’lhydrolyse wegsible du GTP en GDP, et est accéléré par
des protéines GAPs (pour « GTPase-activating protel. Les GTPases subissent des
changements conformationnels durant I'hydrolysendciéotide, puis le signal est transféré a

d’autres molécules, ou peut entrainer une intema@vec I’ADN par exemple.
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P-P-@ GAP

GEF
Pi

F>-F>-m

Figure 2: Cycle de I'hydrolyse du nucléacide triphosphate chez les GTPast. La libération du GDP du site
actif, ainsi que I'hydrolyse du GTP sont des prsaedents qui nécessitent d’étre accélérés papalésnaires

protéiques, les GEFs et les GAPs, respectivement.

Deux boucles, situées aux alentours du site actigociées au nucléotide, jouent des
réles majeurs en tant que meédiateurs du signakatesduction (Vetter and Wittinghofer,
2001).

La premiere boucle, située a I'extrémité du fetifleest appelée « switch | ». En présence de
NTP, elle est impliguée dans la liaison du magméasiBendant I'hydrolyse, elle bouge de
plusieurs angstroms pour adopter une « conformatiomrte ». L’'acide aminé situé en haut
de la boucle est souvent une thréonine dont lepgnment amine de la chaine principale
interagit avec le phosphagale 'ATP.

La deuxiéme boucle, appelé « switch Il », suitqyeiment le brirp contenant le motif B de
Walker. Les premiers acides aminés de la boucléelighosphatg et sont éloignés lors de
I'hydrolyse du nucléotide. Cette boucle subit aldess réarrangements conformationnels

spectaculaires. Le mécanisme de fonctionnemerdligs protéines est illustré par la figure 3.
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Figure 3: Schéma représentant le
mécanisme universel des interrupteurs
moléculaires. Les régions « switch | » et

« switch Il » sont liées au phosphateu

switch |

nucléotide via les amines de la chaipe
principale de deux acides amings
(thréonine 35 et glycine 60 du motif B de
Walker (D-X-X-G) dans le cas de Ras).
L’hydrolyse du NTP permet aux deux

régions « switch » de se relacher dans line

=

conformation différente. D’aprés (Vettd
and Wittinghofer, 2001).

Koonin et ses collegues ont développé une claasific phylogénétique des GTPases a P-
loop et ATPases apparentées en divisant 60 grodipescts en deux classes (Leipe et al.,
2002) : Les protéines TRAFAC (pour « TRAnslation GRAr-related ») et les protéines
SIMIBI (pour « Slgnal recognition GTPases, MinDpBi »).

» Les GTPases TRAFAC sont caractérisées par unenihe2ou une sérine hautement
conservée, située dans la boucle qui pré@eect formant une liaison hydrogéne avec le
magnésium requis pour I'hydrolyse du GTP. De phls,nombreuses GTPases TRAFAC
possédent une sérine, localisée dans le P8inqui est impliqguée dans la fixation de la
guanine. D’un point de vue structural, le caractlistinctif des GTPases TRAFAC est que

les bring32 etf33 sont antiparalléeles.

Elles sont divisées en plusieurs grandes supeténflleipe et al., 2002) :
- La superfamille des facteurs de traductcamprend les facteurs de traduction classiques,

tels que EF-Tu, EF-G ou encore IF2. A la différedes autres GTPases a P-loop de cette
classe, ces protéines sont bien caractériséedalétiérature (Berchtold et al., 1993; Choi et
al., 1998).

EF-Tu est un facteur d’élongation qui forme un ctame avec I'aminoacyl-ARNt et protege
la liaison aminoester de I'hydrolyse jusqu’a ce tpipositionnement correct s’établisse entre

le codon et I'anticodon. Le complexe aminoacyl-ARIst dissocié apres I'hydrolyse du GTP
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pour permettre lI'incorporation de I'acide aminé slda chaine protéique naissante. EF-G est
une GTPase ubiquiste qui catalyse la translocat®n’ARN de transfert (ARNt) sur le
ribosome. Enfin, IF2, également ubiquiste, assardidison de la méthionine-ARNt au

ribosome, et permet I'assemblage des deux souésuthit ribosome chez les eucaryotes.

- La superfamille Ras et ses protéines apparergées principalement présentes chez les

eucaryotes. Elles ont un rble important dans lasttaction de signaux, le transport
intracellulaire de vésicules ou encore I'organ@atdu cytosquelette (Macara et al., 1996).
Comme toutes les protéines de la classe TRAFAGes efonctionnent comme des
interrupteurs moléculaires mais ont la particudade s’'associer avec une large variété de
protéines GEFs ou GAPs (Leipe et al., 2002).

- La superfamille Obgest caractérisée par la présence d'un résidu pdényne conservé

dans la boucle du brip antiparallele Obg est un géne essentiel impliqué dans l'initiatien d
la sporulation et la réplication de 'ADN ch€aulobacteret Bacillus mais son réle précis
n'est pas connu. La protéine Obg est associéelawdmosome et la plupart des membres de
cette famille possedent un domai@derminal de liaison a 'ARN, suggérant que ce sied
facteurs de traduction (Brown, 2005).

- La superfamille TrmE, Era, EngA, YihAst composée de protéinesgement conservées

parmi les eubactéries mais absentes chez les arcbgeepté YihA. Par ailleurs, TrmE et
YihA sont également trouvées chieaccharomyces cerevisié@rown, 2005).

- TrmE est essentielle a la bactérie, et posseddarte activité GTPase comparée aux autres
protéines de ce groupe (500)hElle joue un role dans la modification de I'Urid en
position « wobble » de certains ARN.

- Era est vraisemblablement un facteur de tradactiont I'association avec 'ARN 16S via
son pseudo domaine KH, stimule son activité GTPase.

- EngA posséde deux domaines GTPases en tandembpgotent dd a la duplication d’'un
gene ancestral compte tenu de la similarité des dkamaines. Sa fonction n’est pas
caractérisée mais sa conservation suggere unaedoragsentielle.

- YihA est une protéine essentielle qui pourraie &npliquée dans le contrdle de la division

cellulaire.
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- La superfamille des protéines motricest composée des deux familles majeures, les

kinésines et les myosines. Ce sont des protéineargtes qui assurent le mouvement,
dépendant de I'ATP, des chromosomes, des vésiceiedes organelles le long des
microtubules de tubuline pour les kinésines oudegl des filaments d’actines pour les
myosines. Ces protéines n'ont pas de spécificité GTP puisqu’elles ne possedent pas le
motif N/T-K-X-D.

» Les GTPases SIMIBI partagent des similarités deliesgéces et de structures qui les
distinguent des GTPases TRAFAC. Contrairement arotémes TRAFAC, le brin2
adjacent au briB3 contenant le motif B de Walker est parallele aste du feuillet. Au
niveau de la séquence, trois distinctions peuverfase : Premierement, il existe un résidu
aspartate conservé dans le [gihqui interagit avec I'ion magnésium directementvaiune
molécule d’eau. Deuxiemement, le motif A de Waliketut une troisieme glycine conservée
qui est rarement trouvée chez les GTPases TRAFA@Nn,Eun autre résidu aspartate est
conservé au début du brfdd dont le réle n’est pas connu, mais sa localisagiaggere qu'il
est requis pour la stabilisation structurale dua.bri
Par ailleurs, le motif N/T-K-X-D, responsable de dpécificité pour la guanine chez les
protéines TRAFAC, montre des variations de séquenogortantes chez les protéines
SIMIBI. Beaucoup d’entre elles ne possédent d'aibepas de spécificité pour le GTP. De la
méme facon, alors que le motif B de Walker D-X-Xe&t trés conservé chez les GTPases
TRAFAC, l'aspartate est souvent substitué par wtaghate chez les protéines SIMIBI et le
nombre d’acides aminés entre le résidu acide ce@sdra glycine est variable. Pour finir, les
protéines SIMIBI semblent former des diméres a pge des protéines TRAFAC qui

fonctionnent typiquement en tant que monomeres.

Les protéines SIMIBI peuvent étre divisées en tiariges groupes (Leipe et al., 2002):

- La superfamille MinDest caractérisée par un motif A de Walker de sgrpi&-K-G-G-X-

G-K-T/S, et par un motif G4 de reconnaissance figéei de la guanine ou seule I'asparagine
est conservée. D’ailleurs trés souvent, ces preséime montrent pas de spécificité pour le
GTP. Cette famille comprend les protéines MinD (ioqyes dans le placement correct du
site de division cheE. coli), ParA/Soj (impliquées dans la ségrégation desnpildes et
chromosomes), NifH (protéines du complexe nitrogénaermettant le transfert d’électrons),
ou encore ArsA (impliquées dans le transport dgsioons).
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- La superfamille BioD impliquée dans la synthese de la biotine (oumiite H), est

caractérisée par un motif A de Walker légeremegédéré de séquence G-&-K-T/S et un

motif B de Walker ou I'aspartate conserveé est remdplpar un glutamate.

- Les GTPases SRP/Stdmposées d’'une particule de reconnaissance dal4i§RP) et de

son récepteur (SR). Elles sont nommées FfH (SRPs#&t (SR)chez les procaryotes.

= Les kinases a P-loosont des enzymes ubiquistes qui transferent |syitadey de
'ATP sur des substrats variés tels que des nudEst voire des protéines. Les enzymes
possédant une fonction kinase ont évolué indépenaarindans un grand nombre de groupe
de repliement, et sont trouvées chez la plupartfalesles de protéines liant les nucléotides
décrites dans le chapitre I-A. De plus, des étyésédentes ont montré que l'activité kinase
a pu également évoluer a l'intérieur du groupeeagdiement des NTPases a P-loop (Leipe et
al., 2003). Concernant les kinases a P-loop lespmoaractérisées, les nucléotide kinases,
parmi lesquelles figurent quelques kinases de gsetiholécules, des études structurales
suggerent qu’elles représentent une classe distpaimi les autres protéines a P-loop. Elles
possedent les motifs A et B de Walker ainsi queidiement typique des protéines a P-loop.
Néanmoins, dans de nombreuses familles, les demésidus serine/thréonine du motif A de
Walker sont remplacés par des résidus glycine partae. De plus, I'aspartate du motif B de
Walker est souvent substitué par un glutamate bpezdu compléetement (Leipe et al., 2003).
Les Kinases peuvent également étre distinguéeautess protéines a P-loop par la présence
d’'une structure principalement hélicale, le modulel », située entre les brifig etp5, dont
le rble est de protéger le site actif du solvamtadtant le transfert du phosphate au substrat.
Un motif conservé de séquence R-X-X-(X)-R a été emstvidence dans la premiere hélice

du module « lid ».

La figure 4 illustre les caractéristiques strudesale quelques familles de NTPases a P-loop.
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lid subdomain Figure 4: Représentation structurale,
Kinases I ' ; :
Thymidylate Kinase sous forme de diagrammes topologiques,
(4TMK) E, coli

de quelques familles de NTPases a H

loop. La P-loop est représentée par un trait

Trafac GTPases rouge et les bring par des fléches. Lep
elongation factor Tu
(1EFT)

Thermus aquaticus brins B1 et33, en orange, contiennent lgs

motifs A et B de Walker respectivement.

Simibi GTPases TxxD DwxG D ;
pits Bty ~ A e Les autres brins du ceceur structural
(2NG1) TS 3 . . |
Thermus aguaticus ! apparaissent en jaune alors que Jes
— A T— éléments structuraux non conservés sont en
AAA+ . . . ,
8 subunit of the gris. Les hélicesu sont représentées par
clamp-loader L .
(1A5T) E. coli des rectangles bleus, a I'exception du
module « lid » qui est représenté en rope.
RecA , N .
ok D’apres (Leipe et al., 2002).
(2REB) E. cali

I-B-2-b. Les groupes KG et ASCE

D’un point de vue structural, les NTPases a P-lpepvent étre subdivisées en deux
grands groupes: Le groupe KG (pour Kinases-GTasésle groupe ASCE (pour
« Additional strand, catalytic E ») (Leipe et &003). Le premier groupe inclut les kinases a
P-loop et les GTPases qui partagent de nombreusédargés, comme la position adjacente
du brin menant a la P-loop et du brin contenamdéif B de Walker. Le second groupe inclut
les cing autres classes d’ATPases : les ATPases/R&d¢1, les hélicases, les protéines
AAA, les transporteurs ABC, et un large ensemble N&Pases relatives aux familles AP.
Ces protéines posseédent un repliement similaireldi de la protéine RecA, et sont dites
« RecA like ». Ce repliement est caractérisé parésence d'un brifg additionnel dans le
feuillet B, localisé entre le brifp précédant la P-loop et le brfhcontenant le motif B de
Walker (figure 5).
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Figure 5 : Caractéristiques du coeur structural des
protéines des groupes KG et ASCH.es brinsp sont
représentés par des fleches et les hélicggar des
ovales. Les brins sont numérotés selon la nomemelgt
KG définie par Aravind et ses collegues (Leipe et al.,

2003). La P-loop apparait sous forme d'un traitr noi

épais. Les brinf1 etp3, colorés en gris, appartiennept

respectivement aux motifs A et B de Walker. Dang le

groupe ASCE, il existe un brin additionnel entrs le
brinsp1 etp3.

ASCE | Au sein du groupe KG, le brig2 est antiparalléle cher
certaines GTPases (voir chapitre [|-B-2-a sur [es

GTPases).

<

De plus, a I'opposé des kinases et GTPases, I'lygrale 'ATP par les protéines du
groupe ASCE dépend d’un résidu acide conservédiwvieaune molécule d’eau pour I'attaque
nucléophile du phosphatede 'ATP (tableau 2 et figure 6). Par conséquiast protéines du
groupe ASCE sont typiguement plus actives que céllegroupe KG, et ne requiérent pas de
facteurs accessoires comme les GAPs (pour « GTRaseting proteins ») ou les GEFs
(pour « Guanine nucleotide-exchange factors »). r€gidu catalytique suit I'aspartate
conservé du motif B de Walker chez les protéinesAAfes transporteurs ABC, et les
hélicases de la superfamille 1 et 2 (SF1 et SK2jndnt la boite DEXX (Geourjon et al.,
2001). En revanche, il est localisé entre les mdiifet B de Walker chez les protéines de la
famille RecA/FO-F1 et chez certaines hélicasedeaasidu suivant I'aspartate du motif B de
Walker est une sérine ou une thréonine. Enfin,llgart des protéines du groupe ASCE
possedent un résidu polaire conservéCamrminal du brinB4, qui est inséré entre le bifin
précédant la P-loop et le brihcontenant le motif B de Walker. Ce résidu sembtervenir
dans les interactions avec d’autres molécules itaptas pour I’hydrolyse de I'ATP, comme
par exemple avec ’'ADN chez les hélicases.
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protéines Résidus conservés
KG Kinaseset GTPases | ...... GXUGK Do
ASCE protéines AAA, ABC, Hélicases SF1et SF2 | ... GG DE.. ........
Rec A, HélicasesSF3 | ...... GX,GK = ..D....

Tableau 2 : Résidus conservés au sein de la séquence des @ireds des groupes KG et ASC Les deux
groupes sont caractérisés par la présence desmotf B de Walker. Dans le groupe ASCE, I'hydrelye
I'ATP dépend d'un résidu glutamate catalytique (ésgnté en gras) qui suit I'aspartate du motif BAdgker
chez les protéines AAA, les transporteurs ABC ocoes les hélicases des familles SF1 et SF2. Emcbes il

se situe entre les motifs A et B de Walker chepletéines RecA/FO-F1 et les hélicases de la farSilt3.

Figure 6: Modéle proposé du
i3 Gin 194 {85)

mécanisme catalytique de la protéing

RecA. Ce mécanisme implique up
] résidu glutamate catalytique (E 96) qui
L . Z
F‘,_:,.‘il-*g; va activer une molécule d'eau poyr
@ ' 4 o, " , , .
;1{,/\“ < . T"P'k]?' l'attaque nucléophile du phosphate
i b _":f“\\ WIC

D’aprés (Story and Steitz, 1992).

I-B-3. Evolution et hypothése d’un ancétre commun

Les protéines sont construites a partir d’'un nonlibtéé d’éléments architecturaux, et
la plupart d’entre eux sont impliqués dans le mpknt général de la protéine. D’autres
motifs ont une activité catalytique ou un réle démd$iaison d'un ligand. La présence de ce
type de motif dans les protéines nouvellement démes et de fonction inconnue, peut
indiquer une fonction putative. Dans ce contexs, déquences présentes chez les protéines
liant les nucléotides ont attiré I'attention desneurs.

De tels motifs fonctionnels peuvent étre caradiguss de superfamilles de protéines qui ont
divergées a partir d’'un ancétre commun, puis quipemdu leur ressemblance a I'exception
des régions fonctionnelles les plus importantesp@ne alors d’évolution divergente. D’un

autre coté, ces motifs peuvent refléter une éwmtuttonvergente, c'est-a-dire qu’ils sont
apparus dans des protéines non apparentées paiseaaprésentaient une solution unique a

un probleme.
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Il est difficile de faire la distinction entre dingence et convergence et de nombreux
débats et désaccords sur I'évolution des NTPadedoap existent. A I'exception de la P-
loop, le reste de la structure des protéines esstizagariable. Leur seul trait commun est la
présence d’'un corps structutdp contenant plusieurs brifisqui alternent avec des hélioes
Des auteurs ont prouvé que ce ca@frreprésentait un élément structural conservé atscou
de I'évolution pour la liaison des nucléotides, sngili a subit de nombreux changements. Ce
motif fut appelé «coeur structural ancestral » liigli-White et al., 1991) ou encore
« repliement classique des protéines liant les mocléotides » (Schulz, 1992), et renforce
I'hypothése que les protéines a P-loop descendentashcétre commun.

Non seulement les topologies observées chez ladipes a P-loop sont différentes,
mais le mécanisme de transfert du phosphate eatl@ende la réaction catalysée varient
considérablement entre les différentes familles.

Les nucléosides monophosphate kinases, comme Vkderou I'uridylate kinase catalysent
le transfert direct du phosphate de I'ATP a 'AMR a I'UMP, respectivement. Elles
possedent un grand nombre de résidus arginineagac la lysine conservée de la P-loop,
vont stabiliser les charges négatives du phosphaesté montré que ces arginines jouent un
réle trés important dans la catalyse (Tsai and Y88]1; Yan et al., 1990).

Les ATPases et GTPases catalysent I'hydrolyse Haisan ester entre les phosphdest y

du nucléotide. Chez les ATPases, un résidu glummetive une molécule d’eau proche du
phosphatey, ce qui entraine I'attaque nucléophile du phosphatMais certaines ATPases,
comme la nitrogénase, utilisent un aspartate cotmmse catalytique et d’autres, comme la
myosine, ne possédent pas de résidus acides. [Rarssqrécis, le mécanisme d’hydrolyse
reste flou. Aucun résidu, agissant comme baseytigiaé en activant une molécule d’eau, n'a
éte trouvé chez les GTPases TRAFAC, et il a étpqe® que le phosphategit lui-méme en
temps que base (Schweins et al., 1996; Schweiat,€1995). La plupart de ces protéines
montrent une activité catalytique tres faible carsecond composant (GAP), fournissant un
résidu arginine dans le site actif, doit étre ajoah trans pour compléter le site actif et
accélérer la réaction. Ces exemples déemontrenhguade similaire de liaison du nucléotide
n'implique pas forcément un mode similaire de méraer de réaction.

Pour conclure, il n’existe pas de modeéle qui identoutes les NTPases a P-loop. Le
modele differe légerement d’'une famille a une autmais également au sein d’'une méme
famille. On suppose que ces protéines ont évoliEpendamment et plus d’'une fois, et
méme lorsqu’elles semblent provenir d’'un ancétraroan, des changements significatifs ont

pu apparaitre avec le temps.
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I-OLIGOMERISATION

Les interactions entre protéines sont la base d&uature quaternaire des complexes

protéigues et représentent I'un des niveaux les plbtils de I'organisation structurale des
molécules biologiques. Leur importance est refl@igel’abondance de la littérature produite
dans le domaine de I'association des protéinen{dlee and Lilie, 2000; Jones and Thornton,
1995; Park et al., 2001).
Les protéines multimériques constituent seulementsysteme parmi tous les complexes
protéiques existants tels que l'interaction d’'unetgine avec un inhibiteur, d’'une protéine et
son ligand, ou encore d’'une protéine avec un gquareenaire cellulaire protéique (voies de
signalisation). Ces différents systemes représemtiéiérents niveaux d’interactions, et les
interactions entre les sous-unités d’'un multimérg garmi les plus fortes.

La surface extérieure d’'un monomére affiche desildéstructuraux qui permettent
une disposition dans un ordre spécifique, formardi ain oligomeére. Ces derniers ont évolué
pour acquérir des bénéfices tels que la réductiola dégion en surface, 'augmentation de la
stabilité, et de nouvelles fonctions a travers danmunication entre sous-unités. Ainsi ils
exercent une pression de seélection forte pour li&om des protéines monomériques en
complexes oligomeériques.

Les interactions mises en place aux interfacesigr@nt, d'un protomere a un autre, un
effet de contrainte qui modifie la structure et cddes propriétés fonctionnelles de l'autre
protomére : c'est le fondement de nombreux phénemeallulaires tels que la transduction
du signal, ou la coopérativité enzymatique. Touwes interactions ne reposent pas sur de
solides liaisons covalentes, mais sur I'ensembke ldésons faibles qui peuvent unir deux
chaines polypeptidiques. Ces liaisons, bien quig&teEruement plus faibles que les liaisons
covalentes, sont d’'une importance capitale pour gescessus biologiques : leur effet
cumulatif maintient I'état oligomérique des macrdéaoles, et inversement, la facilité qu’ont
ces forces a se rompre confére toute la souplesda dynamique conformationnelle
nécessaire aux protéines. Tout ceci est compatibbe la chimie de la cellule ou les
propriétés de la vie découlent des interactionsémuires : les biomolécules s’assemblent,
puis se dissocient.

En approfondissant nos connaissances sur les aoésfdimériques, on peut ainsi
espérer découvrir des molécules qui perturbentngrisation de protéines dont la fonction

est essentielle a la viabilité des cellules. Aitaicaractérisation et la compréhension des
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interactions entre protéines sont une étape prddiimd a la conception de nouvelles drogues
antibactériennes (Jones and Thornton, 1995).

II-A. Les interactions mises en jeu a l'interface dnérique

Ces liaisons, illustrées par la figure 7, sont d&mntes natures. La force du type de
liaison a établir va conditionner la distance aukdlp les atomes concernés vont devoir étre

positionnés (quelques angstroms).

= |nteractions de type van der Waals

Ces forces apparaissent entre tous les atomeseseatrl’occasion d’interactions
électrostatiques transitoires. Elles sont en géndeatres faible intensité, et diminuent
rapidement avec la distance. Elles proviennent igéles produits dans les atomes par
mouvements des électrons autour de leur noyau €hawgitivement, et représentent donc
I'attraction électrostatique entre le noyau d'umna¢ et les électrons d'un autre. Il est
intéressant de noter que ce sont ces dip6les twaesi qui constituent I'essence de l'effet
hydrophobe.

= Liaisons hydrogéne

La liaison hydrogéene est une liaison faible a da@racessentiellement électrostatique, liant
un atome électronégatif doté d'un doublet libre & atome d’hydrogene, lui-méme
covalemment lié & un autre atome. Les atomes rg@sles liaisons hydrogene sont
essentiellement 'oxygéne et l'azote. L'énergie ldeliaison hydrogéne est en moyenne
d’environ 5 kcal/mol, suffisamment faible pour étagilement réversible mais suffisamment

élevée pour avoir des conséquences importantes.

= |nteractions ionigues

Les liaisons électrostatiques, interactions les dutes parmi les liaisons non covalentes,
sont dues aux charges électrigues des radicauxcitiss aminés. Dans les protéines, il existe
différents groupes chargés positivement (amid&l-¢erminal, chaine latérale de la lysine, de
'arginine et de [lhistidine) et négativement (caxlgl C-terminal, chaine latérale de
'aspartate et du glutamate). Il se forme alors figses d’attractions entre deux atomes

proches dans I'espace et de charges opposéeqyrgueur permettre de former un pont salin.
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= |es ponts disulfures

A la différence des autres liaisons, un pont diself(lien S-S) est un lien covalent fort
qui, par oxydation, réunit les fonctions thiolsdiux cystéines. La molécule résultante de la
liaison de deux cystéines est la cystine. Cesdntiems sont plus rares chez les protéines
bactériennes compte tenu, d'une part, de la faliendance des cystéines au sein des
protéines et, d’autre part, du milieu bactérieruotelur défavorable a leur formation.

Figure 7: Les différents types
d’interactions entre protéines.

1- Interaction électrostatique.

2- Liaison hydrogéne.

3- Pont disulfure.

4, 5- Liaison de van der Waals.

[1-B. Définition d’'une interface d’interaction

Une interface d’interaction possede des caradguiess structurales et chimiques
particuliéres, qui different d’'une protéine a I'sut Pour déterminer une interface, les
premiéres approches consistent a répertorier epamnles nombreuses interactions a partir
des bases de données, puisque la prédiction dgadtibns n’est pas encore mise au point.
En effet, il existe des méthodes informatiques qoinsistent a déterminer le meilleur
appariement possible entre deux molécules, ouskejuent géométrique et la prise en compte
des énergies doivent étre utilisés pour I'obtentiban positionnement correct des deux
molécules. Cependant, les auteurs montrent qumdeieles les plus proches des structures
cristallographiques ne correspondent pas toujours solutions dont le score est le plus
important. Par conséquent, ces méthodes, bien mpraefteuses, devront encore subir de
nombreux développements afin d’accroitre leur affiie.

Le dépbt des structures tridimensionnelles danbdesjues de données de protéines a

permis I'analyse d’'un large nombre de protéinestimériques. Une étude réalisée sur 23
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protéines oligomériques montre une gamme de t@dieinterfaces trés étendue (Janin et al.,
1988). Elle constitue en moyenne 20 % de la sudacessible totale, et augmente a la fois en
fonction de la taille des sous-unités et du de@wkgdmeérisation. Un des aspects principaux
dans la stabilisation de I'association des prot®ies la présence des interactions de van der
Waals entre les résidus hydrophobes (Chothia anth,J4975). En effet, la plupart des
interfaces sont composées de 70 % de résidus rlaimgso L'autre aspect fondamental des
interactions entre protéines est la complémentagt@mplémentarité de formes mais aussi
complémentarité électrostatique, les ponts salingsliaisons hydrogenes constituant une
caractéristique importante des interfaces. D’aifiewertains atomes polaires appartenant a
l'interface interagissent méme grace a des moléculkéeau intermédiaires situées
généralement a la périphérie de l'interface.

La répartition des zones hydrophobes a linterfacéout d’abord été considérée
comme ressemblant fortement a la coupe transverbale protéine, avec une région
périphérique hydrophile et une région centrale bgtobe (Miller, 1989). Mais cette
observation n’est pas générale puisque une analyserécente a montré que la majeure
partie des interfaces étudiées montre une disped®opetites zones hydrophobes entourées
de régions polaires (Larsen et al., 1998). Paewail, I'nydrophobicité avait été défini comme
étant le facteur majeur de stabilisation de I'agg@mn protéine/protéine, alors que les liaisons
hydrogenes et les ponts salins jouaient un rélecg€len sélectionnant les protéines qui
allaient s’assembler (Chothia and Janin, 1975). sMi&tude de plusieurs complexes
hétérologues (Xu et al.,, 1997) a montré l'imporeamon seulement des liaisons de type
hydrophobe mais aussi des liaisons électrostatigiaes la stabilité du complexe. Cette
observation pourrait donc s’appliquer aux interfabemodimériques ou une large interface
hydrophobe conféererait la méme stabilité a un ofige que la collection de petits patchs
hydrophobes répartis sur toute l'interface.

En résumé, linteraction entre deux protéines édéffites ou identiques, est complexe

et de nombreux facteurs contribuent a une assogiatable.
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[I-C. Les NTPases qui s’'oligomérisent

[I-C-1. Les protéines du groupe ASCE
lI-C-1-a. Les ATPases a P-loop actives sous forntéahneau hexamérique"

La plupart des ATPases du groupe ASCE sont capaidedormer des structures
hexamériques en forme d’anneau. Cette structureeeare, observée chez les protéines de
la famille RecA/FO-F1, les protéines AAA, et cenzs hélicases, suggere que c’est un trait

ancestral des protéines de ce groupe.

= RecA

Cette ATPase, active sous forme oligomérique, eglalnle de former des anneaux
hexamériques avec un diametre optimal de facorcareler 'ADN (Leipe et al., 2000). Le
brin B0 et I'hélice a situés enN-terminal d’'un monomere sont empaquetés de facon
antiparallele entre le brig3 et I'hnélicea suivante du domain@p de I'autre monomere (Story
et al.,, 1992). Un tel arrangement ajoute une néevelitéa/p dans le domaine central de la
molécule adjacente, élargissant ainsi le feuiffled neuf brins. Ainsi, le signal peut étre
transmis d’'une sous-unité a l'autre lors de lasbai et I'hydrolyse du nucléotide via des
changements conformationnels, ce qui affecte Ha#fide la protéine pour I'acide nucléique.

» Les protéines AAA

Comme RecA, la majorité des ATPases AAA fonctionreous forme de structure en
anneau oligomérique, ce qui fournit des surfacemésiygues ou quasi symétriques pour
l'interaction avec d’autres molécules ou un poretie a travers lequel peuvent passer

I’ADN, I'ARN ou encore des polypeptides (figure 8).

Figure 8: Schéma simplifié illustrant le mécanisme d’actiorde protéines AAA. A. Un polypeptide,

représenté en vert, transite a travers le centiadieeau hexamérique ou il est dépBe.La protéine AAA

>

agit comme une hélicase en déroulant un acide iquelédouble brin. D’apres (Ogura and Wilkinsg
2001.
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Une arginine conservée, localisée @erminal de I'hélice qui suit le brif5, est
dirigée vers le site actif du monomere adjacensdamneau (lyer et al., 2004; Lupas and
Martin, 2002). Elle interagit avec le phosphatdu nucléotide fixé et peut ainsi transmettre
un signal a la sous-unité précédente lors de ldlyde de I'ATP via un mouvement de
I'nélice (figure 9). Ce mécanisme pourrait expligleenette amélioration de I'activité ATPase
dans la forme oligomérique. Ceci a été nommé «argifinger » par analogie avec le résidu
équivalent trouvé dans les complexes [Protéine @AR] ou 'arginine est apportée en trans
par la protéine GAP et joue un réle critique ddhgdrolyse. Ce phénomene a d’abord été
décrit chez les protéines AAA mais est caractépstide toutes les ATPases de type « RecA
like » qui forment des anneaux hexamériques.

La localisation du site de liaison des nucléotisiéises a I'interface des sous-unités a
permis a certaines protéines AAA de rendre lelgontiérisation dépendante des nucléotides
(Lupas and Martin, 2002).

:
Arginine finger
(Arg359)
Sensor-1
(Asn348) 4 i

Figure ¢: structure du domaine N-terminal et du premier domaine ATPase de la protéia p9i. Les six

domaines Rec A sont représentés par des couldtémedies et le nucléotide fixé dans chaque soitg-est en
rouge. Chez les protéines AAA, le résidu polaitérsensor 1) situé dans le b (entre les motifs A et B de
Walker) et « I'arginine finger » d’une sous-uni@nslocalisés aux deux extrémités d'une héticet forment
des contacts simultanément avec les phosphattss nucléotides fixés dans deux sites adjacemts te

I'hydrolyse du nucléotide dans un site, un sigrsdlteansmis au site suivant via le mouvement déli€b qui

connecte les deux résid D’apré: (Lupas and Martin, 200.
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= Les hélicases

Les hélicases de la superfamille SF3 et des fasnile et F5 sont généralement actives
sous forme oligomériques. En effet, le fonctionneimge ces enzymes nécessite qu’elles
possedent plusieurs sites de liaison a I'ADN, céelps acquierent en s’oligomérisant,
chague monomere apportant un site de liaison. iltexdeux catégories d’hélicases : les
hélicases dimériques et les hélicases hexamériduessinformations sur les premiéres se
limitent & I'étude des hélicases Rep ou UvrD cliezcoli alors que l'assemblage de
nombreuses hélicases en hexameres est décrit @h d#éts la littérature (Bujalowski et al.,
1994; Donmez and Patel, 2006; Finger and Richard<e8P).
Aucune des hélicases hexamériques connue n'appasiiex superfamilles SF1 et SF2. Par
conséquent, les superfamilles refletent les diffées dans I'assemblement quaternaire des
sous-unités de ces enzymes.

Le mode de fixation de I'acide nucléigue dépend’liiglicase mais en général il se

fixe au centre de I'hexamére dans le cas des kékchexamériques.
Dans leur forme homohexamérique, les hélicaseseiormes structures similaires en forme
d’anneau (figure 10), avec un diamétre extérieut@®a 130 A et un diamétre central de 20 a
30 A (Lohman and Bjornson, 1996). Ces similarités ld taille des diameétres sont
surprenantes puisque les poids moléculaires deméenes sont assez variables, allant de
37 kDa pour RuvB a 92 kDa pour I'antigene T du si8V40.

Figure 10: Structure hexamérique hypothétique ded

Domaine Rec A

protéine codée par le géne 4 du phage TThacun des

11

domaines RecA et les nucléotides liés sont de ool
différentes pour mettre I'accent sur la nature hexaque de

I'hélicase. D'aprés (Waksman et al., 2000).
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[I-C-1.b. Les transporteurs ABC

S

Comme nous l'avons vu dans le chapitre |-B-2-ssttacture des transporteurs ABC

consiste en deux domaines membranaires responsaélds translocation du substrat a

travers la membrane, et de deux domaines hydraplild lient et hydrolysent I'ATP pour

actionner le transporteur.

La liaison et I'nydrolyse de I'ATP induisent la foation, puis la dissociation du dimere

de

domaines nucléotidiques, ce qui entraine des chaerggs de conformation des domaines

transmembranaires permettant le transport. Les deabéotides sont positionnés a l'interface

du dimére, et chacun d'entre eux interagit avec desles aminés des deux domaines

nucléotidiques. Ainsi, il existe deux poches daestia a I'ATP pour lesquelles les deux

domaines nucléotidiques contribuent. Higgins etdmnont proposé un modele de mécanisme

de fonctionnement des transporteurs ABC, décritsdanfigure 11 (Higgins and Linton,

2004).

4]
s

Step IV

Closed dimgs

/4

Step 1l

Figure 11: Modéle du transport dépendant de I'ATP des transprteurs ABC. Les domaineg
transmembranaires sont représentés par des cyinglie traversent la membrane et chaque dom
nucléotidique est représenté par une forme rougeleue dans le cytoplasme. Le transporteur, danstd
basal, posséde ses domaines nucléotidiques dart®nftgmation ouverte, caractérisée par une fafflaité
pour 'ATP. 1° étape : le transport est initié par la fixation slibstrat sur le domaine transmembrana
L’affinité du domaine nucléotidique pour 'ATP ealors augmentée, engendrant la formation d’'un dinf
dans une conformation fermée®™2étape : Le dimére formé induit un changement conédionnel des
domaines transmembranaires, de telle sorte quaitéfdes domaines transmembranaires pour le satlesdt
réduite, libérant ainsi la drogue lié€™3et £™ étape : L’hydrolyse de I'ATP déstabilise le dimél@ns sa
configuration fermée et la libération de ’ADP et phosphate inorganique restaure la configuratasale du
transporteur. D'apres (Higgins and Linton, 2004).

nine

ire.

er
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Dans ce modeéle, les auteurs proposent que la diato substrat sur les domaines
transmembranaires entraine un changement de caatfomtdes domaines nucléotidiques qui
permet une meilleure accessibilité du site actiB@P (1% étape, figure 11). La fixation de
'ATP induit alors la formation d'un dimere de domas nucléotidigues dans une
conformation fermée qui engendre un changement defoonation des domaines
transmembranaires permettant le transport de lguérdiée (?me étape, figure 11). Enfin,
I'hydrolyse de 'ATP va déstabiliser le dimere, pua libération de 'ADP et du phosphate
inorganique va restituer le dimére dans sa conféomauverte (3™ et 4™ étapes, figure
11).

[I-C-2. Les protéines du groupe KG
[I-C-2-a. Les GTPases du groupe SIMIBI

Les GTPases du groupe SIMIBI sont actives sousdalm diméres, a la différence
des GTPases TRAFAC qui fonctionnent typiguemens $otme de monomeéres (Leipe et al.,
2002).

Toutes ces protéines sont connues pour former de®dimeres (MinD, Soj, NifH,
ArsA, BioD) ou des hétérodiméres dans le cas diap&cule et de son récepteur. Les deux
nucléotides peuvent étre fixés de facon paralleke deux molécules étant orientées dans le
méme sens (NifH, Soj) ou de facon antiparallele,deux molécules étant orientées dans des
sens opposeés (Ffh/FtsY). Cela crée une interfacdirdérisation totalement différente et un

mécanisme d’hydrolyse du nucléoside triphosphattindi.

Dans la suite de ce chapitre, nous allons nougesdér plus particulierement aux
protéines de la superfamille MinD car elles sontreges pour former des homodimeéres et

sont les mieux décrites dans la littérature.

= Dimérisation NTP-dépendante

Certaines protéines de cette famille sont monoraésgen absence de nucléoside
triphosphate. Le site de liaison au nucléotide iguant des résidus des deux monomeres, la
fixation du GTP ou de I'ATP permet la dimérisatidiiest le cas de Soj (figure 12) ou le
premier monomére apporte le motif A de Walker dEnsite actif alors que le second
monomere intervient dans la fixation du ribose eetadchaine polyphosphates (Gasper et al.,
2006).
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Figure 12: Site actif de I'homodimeére Soj Les

deux monomeres apparaissent en bleu et en gris.
Les molécules d’ATP, représentées en rouge et en
rose, sont orientées dans le méme sens. Le second
monomere interagit avec le ribose et la chaine
polyphosphates, permettant la dimérisation ATP-

dépendante. D'aprés (Gasper et al., 2006).

D’autres protéines, comme NifH et ArsA, existentsdorme de diméres en absence de
nucléotide ou en présence d’ADP mais adoptent onéommation fermée lors de la fixation
de 'ATP. Bien que formé principalement des résidwsy monomere, leur site de liaison au

nucléotide implique quelques résidus du second mene.

» Interrupteurs moléculaires

Comme toutes les GTPases, les protéines SIMIBlsagisen tant qu’interrupteur
moléculaire. Cependant, les protéines TRAFAC wfilisles changements conformationnels
GTP-dépendants des régions Switch | et Il pouragjie avec des molécules effectrices, alors
gue les protéines SIMIBI utilisent les changemeotsformationnels dus au NTP pour réguler
leur dimérisation (Gasper et al., 2006). Ainsifi¥ation du nucléoside triphosphate entraine
I'association de ces protéines alors que son hyskealissocie le dimere.
L’association de deux sous-unités est requise peéguler ou acquérir une fonction
biologique. Mais souvent elle n'est pas suffisapteir stimuler I'hydrolyse du nucléoside
triphosphate, et certaines protéines SIMIBI reqriémune protéine accessoire pour devenir
active. C’est le cas de Soj et MinD qui interagmigespectivement avec Spo0J (Leonard et
al., 2005) et MinE (Lutkenhaus and Sundaramoo2893; Ma et al., 2004).

= Exemples de mécanisme de protéines
Apres fixation de I'ATP, Soj va dimériser et se léelADN pour former des filaments de
nucléoprotéines. Elle va ainsi réprimer la tranqgmon de certains génes impliqués dans la

sporulation de la bactérie en se fixant sur legrom promotrice. Soj va alors interagir avec
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Spo0J qui va stimuler son activité d’hydrolyse. yiat plus d’ATP dans le site actif, le

complexe va se dissocier (Leonard et al., 2005).

Le méme type de meécanisme est décrit pour NifHlaofixation d’ATP permet au dimere

d’acquérir une configuration fermée. Cette configian possede une meilleure affinité pour
la protéine MoFe, a qui NifH va transférer des ttets. Une fois de plus, linteraction des
deux protéines va permettre I'hydrolyse de I'ATRjispla dissociation du complexe

(Lutkenhaus and Sundaramoorthy, 2003).

[I-C-2-b. L’HPr kinase/phosphatase (HprK/P)

Les bactéries sont des organismes hautement aflptapables de croitre dans des
conditions environnementales variées. Une des defteur adaptation est la multitude de
géenes cataboliques permettant a la bactérie despoes présence de différentes sources de
carbones. L’'HprK/P est une enzyme de régulationcgmirdle le métabolisme du carbone
chez les bactéries a Gram positif. Elle catalys@hasphorylation ATP-dépendante de la
sérine 46 de [I'HPr, une protéine du systeme phdsphsférase, mais aussi sa
déphosphorylation.

Comme nous l'avons énoncé dans le chapitre I-ApriKAP ne ressemble pas aux
protéine kinases eucaryotes puisqu’elle ne posgasddes signatures typiques trouvées dans
cette famille. En revanche, elle posséde un motifleA Walker. L’'HprK/P de différents
organismes a été étudiée. Les domaines putatifisiden au nucléotide et a I'HPr sont tres
conservés dans les différents organismes, et teuttgre tertiaire devrait étre la méme. En
revanche, la structure quaternaire semble beaucmips conservée. En effet, les données
disponibles suggerent la présence de dimére Emegrococcus faecali§Kravanja et al.,
1999), d’hexamere chdzactobacillus case{Fieulaine et al., 2001Btaphylococcus xylosus
(Marquez et al., 2002), &ycoplasma pneumonig&teinhauer et al., 2002), d’'octamere ou
d’hexameres cheB. subtilisselon les auteurs (Jault et al., 2000; Ramstroal. e2003), ou
encore de décamére ch8mreptococcus salivariuBrochu and Vadeboncoeur, 1999). La
structure hexamerique est cependant la plus reémuWn eéquilibre entre dimeres et
hexaméres en fonction du pH a également été gemuitla protéine dB. subtilis(Ramstrom
et al., 2003), et la caractérisation de ses pr#miénzymatiques a été exploitée, montrant une
forte coopérativité positive pour la liaison du laatide et du Fructose 1, 6-bisphosphate
(Jault et al., 2000).
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I1-D. Les facteurs agissant sur I'oligomérisation :

[I-D-1. La composition saline

L’état oligomérique d’une protéine dépend souvenkadforce ionique du tampon dans
lequel elle se trouve. Cependant, I'effet des setssa structure quaternaire est différent selon
la nature des interactions impliquées a [linterfada multimere. Les interactions
électrostatiques sont rompues a des concentras@ites élevées alors que les liaisons de
type hydrophobe sont renforcées (Lebowitz et &94). En effet, les résidus chargés d’un
monomeére vont interagir avec les contre ions dés (&I, Na', K* ...) et ne vont plus
interagir avec les résidus chargés de I'autre m@meralors que les résidus apolaires vont se
regrouper entre eux pour éviter toute interactewec les contre ions chargés. L’'addition de
sels provoque donc une dissociation du dimeére lersips interactions électrostatiques sont
mises en jeu (Lebowitz et al., 1994) ou, au catrane association lorsque des interactions
de type hydrophobe sont impliquées (Khayat e@bD4).

I-D-2. Le pH

Les changements de pH ont une incidence sur lesoria électrostatiques. L'état
d’ionisation de la chaine latérale des acides asnamides et basiques dépend de leur pKa et
du pH de la solution dans laquelle la protéinersave. Le pKad'un résidu aspartate ou
glutamate se situe autour de 4 ou 5, et ceux dgifiae et la lysine sont d’environ 12,5, et
10,5 respectivement. A pH neutre, la chaine latédain résidu acide, chargé négativement,
pourra alors interagir avec celle d’un résidu basighargé positivement.

Lorsque le pH de la solution augmente il y a ungra®nation ou a I'inverse une protonation
lorsqu’il diminue. Ceci occasionne un changementltirges, qui a une conséquence sur les
interactions électrostatiques impliquées dansr@édsation (Chou et al., 2004; Ramstrom et
al., 2003).

[I-D-3. La température

Comme pour l'effet de la force ionique, les consfmes de la température sur
I'oligomérisation d’'une protéine dépendent de ldure des interactions a l'interface du
multimére. Ainsi, les interactions de type hydropd@ont renforcées a températures élevées

alors que les interactions électrostatiques sonmnpues (Lebowitz et al., 1994).
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L’augmentation de température provoque donc unecad®n lorsque des interactions de
type hydrophobe sont impliquées ou, au contraine dissociation du dimére lorsque des

interactions électrostatiques sont mises en jeu.

[I-D-4. La concentration protéique

Dans la plupart des cas, il existe une corrélatoecte entre la distribution des
especes monomeériques et dimériques et la condentext protéine. Une augmentation de la
concentration protéique entraine un rapprochemest molécules dans l'espace et par

conséquent, facilite la multimérisation.

[I-D-5. Les substrats

Dans certains cas, la fixation d’'un substrat oindyartenaire protéique entraine ou
favorise la multimérisation de la protéine. C’est das des protéines SIMIBI dont la
dimérisation est médiée par la fixation du nucldedriphosphate (voir chapitre 1I-C-2-a), ou

encore de I'hélicase Rep dont la dimérisation épeddante de ’ADN.

[I-D-6. Les agents réducteurs

Le pont disulfure est une liaison covalente maisesti facilement rompue en milieu
réducteur. Ainsi, des réducteurs doux, teBiemercaptoéthanolpME) ou le dithiothreitol
(DTT), permettent la dissociation d’'un oligomerestjue des ponts disulfures sont impliqués

dans I'oligomérisation (Sato et al., 2005).

57



Rappels bibliographiques

lll. VERS DE NOUVELLES CIBLES POUR LA RECHERCHE
D’ANTIBIOTIQUES

IlI-A. La résistance aux antibiotiques, un probléemede santé publique

[lI-A-1. Présentation du probléme

La découverte des antibiotiques est I'une des pdes avancées du monde
médical. Un antibiotique est une substance antiiacine d’origine biologique, c'est-a-dire
produite par des micro-organismes (champignons axtébes), ou chimique, et qui est
capable d’inhiber la multiplication d’autres micooganismes ou de les détruire. Aprés avoir
révolutionné le traitement des maladies infectisusei cours du XX™ siécle, les
antibiotiques semblent aujourd’hui avoir marquépés car dans le monde de l'infiniment
petit, les bactéries ne s’avouent jamais vaincbase a nos médicaments préférés, elles ont
appris a se défendre et selon I'Organisation Mdadie la Santé, certains antibiotiques
actuellement disponibles, pourraient ne plus éffieages d’ici 10 a 20 ans. En effet, leur
utilisation trop généralisée en médecine humaine vétérinaire depuis 50 ans a
malheureusement conduit a de graves phénoménessidégance chez les bactéries. A titre
d’exemple, le taux de résistance du pneumocoquéeanixillines est passeé de 0,5 % en 1984
a 42 % en 1999 et, pour la population des enfartgaux atteignait méme 60 a 70 % en 2001.
Ce phénomene est naturel, conséquence de I'écologimbienne et illustration de
I'extraordinaire capacité d'adaptation du vivangisnl est largement aggravé par I'utilisation

inconsidérée des antibiotiques.

llI-A-2. Caractéristiques des antibiotiques préexisants

Un antibiotique a un spectre d'activité large s'dttaque a plusieurs types de micro-
organismes ou un spectre étroit s’il est capableiller sélectivement certains pathogenes.
On regroupe souvent les antibiotiques selon lewlexdaction et on distingue quatre cibles
principales (figure 13) :

- la synthese de la paroi bactérienne qui peutigteerompue par leg-lactamines, la grande
famille des pénicillines et céphalosporines.

- la synthese des protéines qui peut étre pertupm¥e des antibiotiques tels que le
chloramphénicol ou la tétracycline.

- la synthese des acides nucléiques qui peut Etgeide par la rifampicine ou les quinolones.
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- le métabolisme intermédiaire, quant a lui, perd énodifié, entre autres, par les sulfamides,

inhibiteurs de I'acide folique synthétase.
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Figure 13 : Mode d’action des anibiotiques sur une bactérie. Les différentes classes d'antibiotiques

apparaissent en violet et les fonctions biologiquisiées en jaune. D’aprésttp://www-sante.ujf-

grenoble.fr/fSANTE/pharma/site.fac/antibipc/ ANTIBIONDEX.HTM.

La résistance peut s’acquérir par une mutation dargene de la bactérie, ou encore par
I'acquisition d’'un nouveau géene, en particulier patermédiaire d’'un plasmide. De ce fait,
les bactéries sont capables d’inactiver tel ouatgibiotique, soit en rendant impossible sa
pénétration cellulaire, soit en le détruisant pae enzyme, soit en contournant par d’autres

réactions la cible de I'antibiotique.

[1I-A-3. Comment lutter contre I'émergence des soulces multirésistantes

La résistance multidrogues est due en large pautieepertoire limité des agents anti-
bactériens qui éradiguent les bactéries en uttlisaa gamme faible de mécanismes, et il est
maintenant clair que l'arsenal existant d’agentfindarobiens est insuffisant pour nous
protéger a long terme. Paradoxalement, depuis §0maoins de 30 protéines ont été ciblées
pour la recherche de drogues antibactériennes gmarindustries pharmaceutiques, qui

préférent se concentrer sur les maladies chroniglussprometteuses pour des traitements a
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long terme. De méme, seulement deux nouvellesadag@ntibiotiques, oxazolidinones

lipopeptides, ont atteint le seuil clinique durams 40 dernieres années (figure 14).

et
La

solution se trouve donc dans la recherche de niegveibles permettant de développer des

inhibiteurs qui agissent differemment de ceux apssment utilisés.Ces nouveaux

inhibiteurs pourraient alors constituer les médieata du futur, car ne nous hatons pas de

vérifier la célebre assertion de Pasteur : « Massjece sont les microbes qui auront
dernier mot »!

L’avénement du séquencage des genomes bactérgerengs de montrer qu’enviro

le

n

1/3 des genes codent des protéines de fonctiommuen appelées « orphelines », qui sont,

pour beaucoup d’entre elles, hautement conservé@sdispensables a la croissance des

bactéries. Certaines de ces protéines constituems ales cibles non traditionnelles,

potentielles pour la recherche de nouvelles moé&cahtimicrobiennes.

{1840s) Sulfa Drugs 1936

O l 1940 1960 1980 2000_}

(1846) p-Lactams 1940 (2001 Oxazolidinones 2000

{1958} [ Chloramphenicol

{1853) [ Tetracyclines 1949 (2005) Lipopeptides 2003

{1858) Aminaglycosides 1950

(1988) Macrolides 1952

{1888) Glycopeptides 1958

(1984) [Quinolones
{1975} | Streptogramins 1962 {Année de résistance obsenvée)

Figure 14: Découverte des antibiotiques durant ces 60 dermés année. Le nom de I'antibiotique et so
année de découverte sont notés en gris. L'anndesopremiéeres résistances ont été observées peaaurch
d’entre eux apparait en rouge. Depuis les annégseifles deux nouvelles classes d’'antibiotiquesétét

découvertes. D’aprés (Walsh, 2003).

1

[11-A-4. Définition de la cible idéale d’'un nouvelinhibiteur

La valeur d’'une cible reste aujourd’hui le sujetird’débat considérable. Typiquement, la

cible idéale doit répondre a plusieurs criteres.
» C’est une protéine dont le mécanisme et la fonagirpleinement élucidée.

» Elle doit étre requise pour la survie de I'orgaresm
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» Elle est unique a la cellule procaryote ou suffisent différente des enzymes
eucaryotes pour que la toxicité sur I'hote resiielda

» Elle est présente dans un grand nombre d'espédewypattance clinique ou le
développement d’antimicrobiens pourra conduire @ drogue ayant un large spectre
d’activité.

> Elle peut étre purifiée en quantité importante &mt tque protéine recombinante de

telle sorte que de nombreux essais peuvent étisggan laboratoire.

I11-B. Choix de la cible

[1I-B-1. Pourquoi une protéine deB. subtilis?

B. subtilisest une eubactérie de I'eau et du sol, non pattfeydees étudiée et dont le
génome est totalement séquencé depuis 1997 (Kuradt, €997). Elle est utilisée comme
modele chez les bactéries a Gram positif au méimequE. coli chez les bactéries a Gram
négatif. Ce modele inclut des bactéries pathogésiess queBacillus cereusou Bacillus
anthracisresponsables respectivement d’intoxication aliceatet de I'anthrax, mais aussi
des bactéries de l'industrie ou de la nourritun@ebacilli oulactococci

L’invalidation systématique de tous les genesBdesubtilis par Kobayashi et ses
collegues a permis de définir les génes esserteelse micro-organisme (Kobayashi et al.,
2003). Ce programme d’analyse fonctionnelle du g@nale B. subtilis s’est basé sur
I'incapacité d’inactiver les génes vitaux par inger du vecteur pMUTIN4 dans leur
séquence codante. Sur environ 4100 genes dansntamgé 79 ont été prédits comme
essentiels et 192 I'ont été définit expérimentalemBarmi ces 271 genes indispensables a la
croissance de la bactérie, environ la moitié espliqgnée dans la transmission de
I'information, 20 % dans la synthése de I'envelopp#ulaire et la division cellulaire, 10 %
dans I'énergie cellulaire, 10 % dans le métabolistee nucléotides et seulement 10 % sont
des genes codant des protéines de fonction incoonwtes protéines dont la fonction est
encore vague. Parmi ces familles de protéines moms) certaines possédent dans leur
séquence des motifs caractéristiques impliqués npeiement dans la fixation et/ou
I'hydrolyse des nucléotides, GTP ou ATP, suggéaaat leur fonction cellulaire est couplée a
une activitt GTPase ou ATPase. Les NTPases somMesbwssociées a des processus

cellulaires fondamentaux (Park et al., 2001), etdmpréhension de leur role au sein des
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bactéries ainsi que de leur mécanisme de fonctioenepourrait alors déboucher, a plus long
terme, sur la découverte de nouveaux inhibiteulisatiles dans des antibiothérapies du futur.

[1I-B-2. La protéine YdiB est-elle une cible idéale?

Notre choix s’est porté sur YdiB, une enzymeBdsubtilispour plusieurs raisons :

» YdiB, est une protéine d’environ 20 kDa de fonctiooonnue, mais qui posséde une
signature fonctionnelle putative d’ATPases/GTPases.

» Il a été montré que cette nouvelle enzyme étaiispmmhsable a la croissance
« normale » des bactéries a gram posRBif gubtili (Hunt et al., 2006; Kobayashi et al.,
2003) et a gram négatiE( col)) (Allali-Hassani et al., 2004; Freiberg et al.02{.

» C’est une enzyme spécifiguement bactérienne. Bilalesente chez les archaea ou les
eucaryotes.

» Le géne est présent chez toutes les bactéries térseghezMycoplasma et
Ureaplasma Il est donc présent chez de tres nombreuses assupathogenes d’intérét
clinique, telles quélreponema palliduntesponsable de la syphiliStaphylococcus aureus
responsable d’infection nosocomiales mortelles, emeore Mycobacterium tuberculosis
responsable de la tuberculose. Par conséquerd,pettine constitue une cible de choix pour
de nouvelles drogues possédant un spectre d’&clarige.

» Durant mon année de DEA, nous avons établi des ittmm&l expérimentales
permettant la surexpression de la protéine avecetigeette polyhistidines a un niveau élevé,
et un protocole trés efficace de purification aréié au point. Ainsi, la quantité de protéine

n'est pas limitante pour les essais expérimentaux.

Pour toutes les raisons évoquées ci-dessus, cett@ne constitue une cible idéale pour la
recherche de nouveaux inhibiteurs utilisables pgotier contre la prolifération des germes
pathogenes. . A ce titre, notons que la protéimadiogued’Haemophilus influenzaa déja
fait I'objet d’'une recherche préliminaire d’inhiburs par la compagnie pharamaceutique
Abbott (Lerner et al., 2007). Cet objectif, a plasg terme, nécessite cependant au préalable

une meilleure compréhension de cette nouvelle famdienzyme.
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I11-C. Caractéristiqgues et classification de YdiB

[1I-C-1. Caractéristiques
[1I-C-1-a. Au niveau de la structure

En 2002, Teplyakov et ses collegues ont publiérlactire de YjeE, 'lhomologue de
YdiB chezHaemophilus influenzagigure 15), dans sa forme apo et liee a 'ADP[yakov
et al., 2002). YjeE et YdiB sont tres proches puésdjalignement de leur séquence révéle
31 % d'identité, et 30 % de similarité.

Figure 15 : Structure tridimensionnelle de YjeE (cae
PDB : 1HTW) Les hélicesa sont représentées en rouge|et
les brinsf3 en bleu. La P-loop apparait en jaune, I'’ADP |en

vert et le magnésium en gris.

La chaine polypeptidique de YjeE possede un regliegnglobulaire de type/p
typique des protéines a P-loop. Elle est repliéarefeuilletp de sept brins d’ordre 0-6-5-1-4-
3-2, selon la nomenclature définie par Aravindest sollegues (Leipe et al., 2003), (1 et
6 sont antiparalléles aux autres. Les connectiotre ées bring3 se font par des hélices
régulieresal, o2 eta6 d’'un coté du feuillet et par de courts tours tdea3, o4 eto5 de
l'autre coté du feuillet. Les acides aminéd\eterminal forment un brifi0 proche du brifié
en C-terminal, de sorte que les extrémitdset C-terminales sont spatialement proches
(figurel6).

Figure 16 : Diagramme topologique des éléments da |
structure secondaire de YjeE.Les brinsp sont représentés
par des triangles et les hélicepar des cercles. La P-loop
est indiquée par un trait noir épais. D’'aprés (Yakbv et al.,
2002).

D’apres la structure, YjeE lie la partie polyphoagghde I'’ADP de facon semblable a
d’autres protéines a P-loop (figurel7). Les photsgshaont « couverts » par la P-loop et

maintenus a travers des liaisons hydrogénes asegréeipes amines de la chaine carbonée et
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les groupes hydroxyles des thréonines 47 et 48 @i4Z43 chez YdiB) du motif A de
Walker. La lysine 46 (K41 chez YdiB) interagit avée phosphatel de I'ADP. Le
magnésium est lié a 'atome d’oxygeéne du phosppatel groupe hydroxyle de la thréonine
47, au groupe carboxylate du glutamate 113 (E1@@& 8tiB), et a trois molécules d’eau. En
revanche, YjeE lie 'adenine dans une conformatign, ce qui est inhabituel comparé a la

majorité des autres protéines a P-loop.

Figure 17 : Site actif détaillé de
YjeE. Les hélices a sont
représentées en rouge et les bfing
en jaune. Le magnésium apparait
sous forme d’'une sphére violette et
les molécules d'eau qui
interagissent avec le métal par des
points rouges. L'ADP, les résidus
lysine 46, thréonines 47 et 48,
'aspartate 80, et le glutamate 113

sont représentés.

[1I-C-1-b. Au niveau de la séquence

L’alignement de séquences montre clairement ladug$iautement conservés (figure
18). La séquence G2G-K-T, correspondant au motif A de Walker, esté&#entre le brifil
et I'hnélice a suivante, comme chez toutes les protéines a R-Depx résidus acides sont
conserves dans le site actif, I'aspartate 80 Iséalians le brifi3 et le glutamate 106 dans le
brin 4. D’apres la structure, les deux interagissengatiiment ou indirectement avec le
magnésium, et l'un pourrait correspondre au motif dB Walker alors que l'autre
correspondrait au résidu catalytique trouvé cheZN€&Pases du groupe ASCE. Ce point est
discuté dans le chapitre VII-A dans la partie «URéss ». Enfin, la thréonine 62, également
tres conservée, semble appartenir a la région telswi», trouvée chez les GTPases, qui
interagit avec le phosphatg, et qui est en partie responsable des changements
conformationnels occasionnés lors de I'hydrolysendaléotide (Teplyakov et al., 2002). Le

réle des autres résidus conserves n’est pas cansuspecte a ce jour.
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Figure 18: Alignements des séquences de YdiB et de ses hoogoies chez différents microorganisme La
numérotation des acides aminés chgz subtilis est indiquée au dessus de sa séquence. Les mauttu
secondaires de YjeE Hd: Influenzae déterminées d'aprés sa structure cristallograhicsont également
montrées. Les brind sont représentés par des fleches et les hélipas une succession de boucles. Les résidus
hautement conservés apparaissent en rouge etdieligéun peu moins conservés en jaune. Le motifeA d

Walker est souligné par un trait gras rose. Ledréaicide du motif B de Walker pourrait étre I'aspte 80 ou le
glutamate 106. Les organismes sont identifiés parabréviation de 5 lettres. (BACSB) subtilis; (HAEIN)

H. Influenzae (ANASP) Anabaena sp. (strain PCC 7120YSYNY3) Synechocystis (RICCN) Rickettsia
conorii ; (RICPR)Rickettsia prowazekii (AQUAE) Aquifex aeolicus (ECO57)E. coli O157:H7; (TREPA)

Treponema pallidum (MYCTU) Mycobacterium tuberculosis(MYCLE) Mycobacterium leprae (STRCO)
Streptomyces coelicolgfBORBU)Borrelia burgdorferi
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[1I-C-1-c. Au niveau du génome

Teplyakov et ses collaborateurs ont suggéré und@i¥jeE dans la biosynthese de la
paroi cellulaire (Teplyakov et al., 2002). Cettgpbthése est basée, en partie, sur son profil
phylogénétique puisque la présence de YjeE dangélesmes bactériens coincide avec celle
d’autres enzymes impliquées dans la synthése deafdai cellulaire. Son absence chez
Mycoplasmaet Ureaplasman’est pas surprenante puisque ces bactéries nedergspas la
machinerie de synthése des peptidoglycanes. Delplptupart des protéobactéries possedent
un gene amidasaifiB) immédiatement localisé aprgeE, et les amidases sont des protéines
impliqguées dans le recyclage des peptydoglycarmspasés majeurs de la paroi cellulaire.
Cependant, dans aucun cas, des expériences phifuety/et biochimiques confirmant cette
hypothese n’ont été publiées. Par ailleurs, un paigtif ne peut pas étre attribuéydiB

puisqu’il appartient a un opéron différent dansulcaucune amidase ne figure (figure 19).

Tk, +'CL
= i
i 7
Hth Lid rhE-235 o thil
udhs, & _rrnE-16S '%E—Ss "udiE
- - - ————
631437 1 ! & A d— ! ! ! ! ! 641436
el
E':“E qop . E':“L'I 'ta'tlix EPDEL
o udil pdifs | 4atAT ayoEs
541437 1 - —— - - - @, - - 1651436
y-iiki
wdiF udil
LEGEHD

Coding sequences:

D= | |ular processes
= [nformation pathwaws
= Simi lar to unknown proteins

- 1~EHA

W tRHA

m=p Intermediary metabol ism
m JthEr fonctions
= Ho =imilaritw

r promotet f.} terminator

Figure 19 : Genes présents aux alentours

dydiB dans le génome deB. subtili. Ces informations

proviennent de la base de données subtiitsp:(/genolist.pasteur.fr/SubtiLi$tidiB est en opéron aveaiA
(ou thiL : thiamine-monophosphate kinasgjdiC (fonction inconnue mais protéine similaire a d
endopeptidases de glycoprotéinegyliD (fonction inconnue mais protéine similaire a deotdines

ribosomales), e¢diE (ougcp: endopeptidase de O-sialoglycoprotéine).
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l1I-C-2. Classification et points communs avec leautres NTPases a P-loop

La séquence protéique ne présente aucune homalegoed’autres protéines, excepté
le motif A de Walker. Le cceur structural de YjeE gpique des NTPases a P-loop avec un
repliement globulaire de type/p, possédant au moins cing brifsformant un feuilletp
central, encadré de part et d’autres par des éli¢gliiner-White et al., 1991). YjeE est une
variante du repliement des protéines a P-loop. tBectare tridimensionnelle montre des
ressemblances a la fois avec les protéines depegoASCE et KG, comme [lillustre la
figure 20. Le brin2 de YjeE est antiparallele au reste du feupletrait caractéristique des
GTPases de la classe TRAFAC. Cependant, comme T&ages du groupe ASCE, YjeE
possede un brin additionnel dans le feupleibcalisé entre le brifl menant a la P-loop et le

brin 3 contenant le motif B de Walker.

Figure 20 : Diagramme topologique
des éléments de la structure
secondaire de YjeE et dautres
YjeE protéines a P-loop.Les brinsp sont
représentés par des triangles et |es
hélicesa par des cercles. La P-loop est
indiquée par un trait noir épais et lgs
brins B1 et B3, contenant les motifs A

ATPases et B de Walker respectivemeni

(ASCE) apparaissent en noir. D'aprds
(Teplyakov et al., 2002).

GTPases
(TRAFAC)

YjeE ne peut donc étre classée dans aucune deléefaniiées dans le chapitre |-B-2-
a. Brown l'avait inclut dans sa revue sur les GEBaBRAFAC (Brown, 2005) en précisant
que la classification structurale de cette protétest énigmatique puisqu’elle possede une
topologie unique. D’ailleurs, YjeE apparait commee uUfamille a part entiere d’apres la
classification de la base de données SCORp:(/scop.berkeley.edu/data/scop.b.html
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(Murzin et al., 1995). Celle-ci fournit une destiop compléte et détaillée des relations de
structure et d’évolution entre les protéines dad $tructures tridimensionnelles ont été
déterminées. La classification se fait suivantédéhts niveaux hiérarchiques :

Une famille réunit les protéines qui ont une origine commuest-a-dire les protéines qui
ont 30 % ou plus d’identité de séquences ou enlesr@rotéines qui ont peu d'identité de
séquences mais dont les structures et fonctiortdresnsimilaires.

Une superfamilleegroupe les protéines qui ont une faible idemt#é&équences mais dont les
structures et fonctions suggerent une origine conenobable.

Un groupe de repliement commuassemble les protéines qui ont les mémes stesctur

secondaires majeures dans un méme enchainement.

Enfin, il existe 5_classemajeures de protéines et la plupart des groupeseglements
communs appartiennent a 'une d’entre elles :

- Touto : protéines dont les structures sont essentieliefoemées d’hélices.

- Toutp : protéines dont les structures sont essentietiefoemées de feuillet.

- o et : protéines dont les structures sont formées itésd et de bring alternés.

- o plusp : protéines dont les structures sont formées id&sd et de bring ségrégeés.

- Multidomaines : protéines dont les structurest dJormées de plusieurs domaines avec
différents repliements.

Ainsi la famille « YjeE-like » appartient a la sufanille des protéines a P-loop. Cette
superfamille est classée dans le groupe de reptiedes protéines a P-loop caractérisé par
une structure en feuilldgt flanqué par des hélices Enfin, ce groupe fait parti de la classe

des protéinea etp.
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|. BIOLOGIE MOLECULAIRE

I-A. Conditions de culture

[-A-1. Souches bactériennes

Plusieurs types de souchegdcoli ont été utilisées, et leur génotype est indiqué ci-
dessous :

- JM109: el4 (McrA )recAl, endAl, gyr A96, thi-1, hsdR17 (k- mk+), sufE44, rel Al,
A(lac-proAB), F[traD36 proAB lacl®ZAM15] (Stratagene).

- BL21 (DE3): F, omgr, hsdsg, (rz-, ms-), dcm gal, A(DE3) (Novagen).

- Novablues :endAl, hsR17(k- mx+), supE44,thi-1, recAl, gyrA96, relAl, lac F [proAB
laclAZM15:Tn10 (Tef)] (Novagen).

- XLI blues: recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, sufE44, relAl, lac F* [proAB
laclAZM15:Tn10 (Tetd)] (Stratagene).

- La souche EB 437 été fabriquée par Tracey L. Campbell, dans ler&tbire de Biochimie
(McMaster University, Hamilton, Ontario) dirigé pler Pr. E. Brown. Cette souche posséde
deux copies dgjeE: le géne natif et une copie additionnelle fusiEmra une cassette de
résistance a la kanamycine au locus ara BAD, seu®mtréle d’un promoteur inductible a

I'arabinose.

Par ailleurs, deux souchesBlesubtilisont également été utilisées :

- la soucheB. subtilis 168 (génotypetrpC2) qui correspond au type sauvage (stock Institut

Pasteur)

- la soucheB. subtilisAYdiB a été fabriquée a partir de la souche précédeniteaetivant le
géneydiB par insertion d’un géne de résistance a la speotjoine et en placant une copie du
gene sous le contréle d’'un promoteur inductiblexgose. Cette souche a été construite par
Tacey L. Campbell, dans le laboratoire de BiochirfiidcMaster University, Hamilton,

Ontario) dirigé par le Pr. E. Brown.
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I-A-2. Vecteurs plasmidiques

» Les plasmides pET-15kt pET-28a commercialisés par Novagen, contiennent le

promoteur de I'ARN polymérase du phageeh amont du gene inséré. L’ARN polymérase
du phage 7T est synthétisée par la bactérie-h6te de génoty@ES)[par une induction a
l'PTG.

Le vecteur_pET-15kpermet de fusionner six résidus histidine du édt&rminal de la
protéine d’intérét produite, et les bactéries coatd ce plasmide peuvent étre sélectionnées
en présence d’ampicilline (figure 21).

Le vecteur pET-28a-GSa été modifié, a partir du plasmide pET-28a, pamembre de
I'équipe afin de permettre la fusion de six résidustidine du cétéC-terminal et de la
glutathion-S-transférase (GST) du céerminal de la protéine d’intérét produite, et les

bactéries contenant ce plasmide peuvent étre m#laées en présence de kanamycine (figure

22).

Figure 21 : Représentation
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Figure 22 : Représentation
schématique du vecteur pET-
28a.

» Le plasmide pBluescript Il SK (+gst un vecteur de clonage commercial (Stratagene)

dont le site de clonage se situe au niveau d’'untiopodu géne de Ig-galactosidase

d’E. coli, lacZ’, sous le contrdle d’un promoteur inductible a T® Le gene lacZ’ code la

partie N-terminale du gene de [agalactosidase, peptide complémentaire indispeegaiir

l'activité de I'enzyme dans la bactérie héte. Apteensformation du plasmide dans une
souche exprimant le reste du gene dp-tmlactosidase, et en faisant croitre les coloaies

présence d’'IPTG et d'un substrat artificiel inceldiX-Gal), on permet I'hydrolyse de ce
substrat par I'enzyme qui libere le produit X (5BEl-indol) coloré en bleu. Dans le cas d’'un

clonage, linsertion d'un fragment dans le site denage du pBluescript entraine

I'interruption de I'expression du peptide LacZ'a bactérie ne pourra plus digérer le X-Gal,

ce qui 'empéchera de prendre la couleur bleuectanatique. On peut ainsi sélectionner les

colonies ayant intégré le vecteur recherché suemsupplémenté en IPTG et X-Gal. Les

bactéries contenant ce plasmide peuvent étre ®&leées en présence d’ampicilline

(figure 23).
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armpicillin
P lacs

pBluescript Il SK (+) i MCS
3.0kb sac |

pUC ori

Figure 23 : Représentation
schématique du vecteur
pBluescript Il SK (+).

[-A-3. Milieux de culture

- Le milieu LB contient 10 g de bactotryptone, Si'gxtraits de levure et 10 g de NaCl par

litre. 1l est ajusté a pH 7,5 avant autoclavag@h ’C pendant 20 minutes.

- Le mileu SOC contient 20 mM de glucose, 10 mMWIEI,, 10 mM de MgS@ 2,5 mM de
KCI, 10 mM de NacCl, 20 g de bactotryptone et 5exttait de levure par litre de culture.

- Le milieu Turbo Broth est un milieu commercialigér AthenaES qui utilise le glycérol

comme source de carbone et possede une baseveutigtie en acides aminés, vitamines, et

minéraux organiques. Ce milieu est tamponné a gHavec du phosphate de potassium pour

fournir une source de phosphate aux bactéries.

- Les milieux utilisés pour la préparation de sasteB. subtiliscompétentes sont présentés

dans le tableau 3.
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SpC Spll
T base 25 ml 200 ml
MgSO, 1,2 % 0,375 ml 14 ml
Casamino Acid 1 % 0,625 ml 2 ml
glucose 25 % 0,5 ml 4 ml
Yeast extract 10 % 0,5 ml 2 ml
Tryptophane 4 mg/ml 0,250 ml 2 ml
CaCh 100 mM 1 ml
Tableau 3: Composition des milieux utilisés pour d préparation de souches deB. subtilis
compétentes.Le T base est composé de 150 mM de sulfate d’anumpr440 mM de phosphate de
potassium monobasique, 800 mM de phosphate despatasliibasique, et 35 mM de citrate de sodium.

Les croissances bactériennes sont suivies en nmedardensité optique (D.O.) du milieu de

culture a 600 nm.

I-B. Techniques de biologie moléculaire

I-B-1. Préparation de ’ADN génomique bactérien

Principe: Aprés la lyse des bactéries par un traitemenlysozyme, I'addition de
Dodécyl Sulfate de Sodium (SDS) et de protéinase Hisperser les bicouches lipidiques des
membranes et dénaturer les protéines. Une extnaetio phénol permet alors de séparer

I’ADN génomique des autres constituants.

Mode opératoire Les bactéries sont cultivées pendant une nui sgitation a 37 °C,

dans 5 ml de milieu LB. La culture est centrifugemn a 3000 g, et le culot obtenu est remis
en suspension dans 250 ul de tampon A (Tris/HCh®B0 pH 8,0, EDTA 50 mM), par

pipetage répété. 25 ul de lysozyme a 10 mg/ml spoutés a la suspension qui est
homogénéisée délicatement par inversion, puis gedbmn dans la glace. Apres addition de
50 pl de tampon B (Tris/HCI 50 mM pH 8, SDS 0,5 EQTA 40 mM, protéinase K

1 mg/ml), la suspension est de nouveau homogénésarcubée 1 h a 50 °C. 300 ul de
phénol sont ensuite ajoutés, puis le mélange ewtiftgé 5 mn a 14000 g. Le surnageant
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obtenu est transféré dans un tube propre, et 83pé solution d’acétate de sodium a 3 M est
additionnée. Ce surnageant contient '’ADN génomiguieest précipité par un ajout de 400 pl
d’éthanol 100 %, puis incubé au moins 2 h a -20L%Cprécipité d’ADN est alors repris dans
100 pl de tampon TE (Tris/HCI 10 mM pH 8,0, EDTAMM) supplémenté de RNAse a
20pg/ml, puis incubé pendant 30 mn a 37 °C avamgé&ation a -20 °C.

I-B-2. Amplification par PCR

Principe: L’ADN est mis en présence de deux sondes olig@mtidiques qui
reconnaissent les extrémités 3’ de chaque brinralgnfent a amplifier. Ces sondes servent
d’amorces pour I'enzyme de polymérisation de I'’ADNamplification se fait par une
réaction en chaine, et les polymérases utilisagsful et la Vent, ont la particularité de former

des bouts francs aux extrémités des fragments éspli

Mode opératoire pour la construction gdiB dans le pET-15b et dans le pET-28a modifié:

Réactifs Quantités
ADN 50 ng
Tampon 10X 5 ul

(Tris/HCI 200 mM pH8,8, MgS©20 mM, KCI 100 mM, (NH),SO, 100 mM, triton
X-100 1 %, “nuclease-free” BSA 1 mg/ml).

Sonde oligonucléotidique coté 5’ 1 pmol/ul
Sonde oligonucléotidique coté 3’ 1 pmol/ul
dNTPs 250 uM chacun
H>O g.s.p. 50 pl

Pfu Turbo (Stratagene ; 2,5 U/ul) 0,5 ul

Les conditions expérimentales que nous avonség#isont les suivantes:
Aprés une premiére dénaturation des brins de I'ADériciel & 95 °C pendant trois minutes,
la réaction se déroule par cycles successifs de é&tapes : dénaturation a 95 °C pendant
1 mn, hybridation spécifique des amorces oligoratzlé&ues avec la matrice a 55 °C pendant
1 mn, élongation a 72 °C pendant 3 mn avec 'ADN/p@rase pfu Turbo. Ces trois étapes
sont répétées trente fois. Au trentieme cycleglaiére étape est prolongée de 3 minutes.
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Mode opératoire pour la construction des soudBesubtilismutantes :

Réactifs Quantités
ADN 50 ng
Tampon 10X 10 pl

(Tris/HCI 200 mM pH8,8, (NB,SO, 100 mM, KCI 100 mM, MgSQ 20 mM
TritonX-100 1 %).

Sonde oligonucléotidique c6té 5 60 uM 10 pl
Sonde oligonucléotidique c6té 3' 60 uM 10 pl
dNTPs 10 mM 5ul

MgSO, 100 mM 1,2 pl

H>O g.s.p. 100 pl
Vent (New England Biolabs ; 2 U/ul) 1l

Les conditions expérimentales que nous avonségsisont les suivantes:
Aprés une premiere dénaturation des brins de I'ADériciel & 95 °C pendant deux minutes,
la réaction se déroule par cycles successifs @ étapes : dénaturation a 95 °C pendant 30
secondes, hybridation spécifigue des amorces aligéatidiques avec la matrice a 55 °C
pendant 30 secondes, élongation a 72 °C pendamt avec 'ADN polymérase Vent. Ces
trois étapes sont répétées trente fois. Au tremtieéyale, la derniére étape est prolongée de 7

minutes.

I-B-3. Electrophorese des fragments d’ADN

Principe: L’électrophorése en gel d’agarose est utiliséarpséparer, identifier et
purifier des fragments d’ADN. On peut détecter juiadl ng d’ADN. La vitesse de migration
d’'un fragment d’ADN dépend de sa masse, de sa noatmn, de la concentration du gel en
agarose et de la tension appliqguée. L'agarosetiéiséa des concentrations variant de 0,3 a
2 % (poids/volume) selon la taille des fragmergggarer.

Mode opératoire Pour un gel a 1 %, 0,5 g d’agarose sont mélaagé&sml de tampon
TAE (Tris 40 mM, acétate 20 mM, EDTA 1 mM pH 8,3)ip chauffés a 100 °C pour

dissoudre I'agarose. La solution est refroidie peigel est coulé sur un support horizontal,

aprées ajout de bromure d’éthidium (0,5 pg/ml).
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Les échantillons sont additionnés d’une solutionléjedt 6X (Fermentas : glycérol 50 %, Tris
Borate EDTA concentré 6 fois, bleu de bromophén@, Xylene cyanol 1 %) pour avoir une
concentration finale en solution de dép6t de 1X.

La migration s’effectue sous une tension de 100t&hdpérature ambiante, jusqu’a ce que le
front de migration atteigne les 2/3 du gel.

Les bandes d’ADN, colorées par le bromure d’étmgisont ensuite visualisées sous lumiére

ultraviolette (UV) a 254 nm, et photographiées.

I-B-4. Extraction de fragments d’ADN a partir d'un gel d’agarose

L’électrophorése est identique a celle décrite gnémment. La bande d’ADN est
repérée sur une table UV a 365 nm, et découpédDN’Ast extrait du gel grace a l'utilisation
du kit « GenecleaTurbo Kit » (QBIOgene) ou « MinElute gel extraction kit(Qiagen),

selon les instructions du fabricant.

I-B-5. Préparation des ADN plasmidiques

Principe: Cette méthode permet d’extraire I'ADN plasmidégein petite quantité par
lyse alcaline. Le principe repose sur une dénaturatifférentielle de '’ADN génomique de
structure relachée et de 'ADN plasmidique supereldr. Aprés la lyse des bactéries par un
traitement au SDS et au lysozyme, ’ADN chromosarei@st précipité par I'addition de sels
de potassium. Il se forme alors un précipité de -pRfEeine-ADN chromosomique, qui est
éliminé par centrifugation. Le surnageant conti®hbN plasmidique et 'ARN (Birnboim
and Doly, 1979).

Mode opératoire

* Minipréparation :
Les bactéries sont cultivées dans un faible volueemilieu LB (3 ml) en présence
d’ampicilline a 100 pg/ml ou de kanamycine a 50nmig/a 37 °C, pendant la nuit. Un
prélevement de 1,5 ml de culture est centrifugalaenh5 mn a 9000 g. Le culot est remis en
suspension dans 200 pl de solution P1 (glucose B Tmis/HCI 25 mM pH 8, EDTA
10 mM) et les bactéries sont lysées par 200 pbtligisn P2 (NaOH 200 mM, SDS 1 %). Les
protéines et 'ADN chromosomique sont alors préémipar 200 pl de solution P3 (acétate de

potassium 3 M pH 5,2). La suspension est incubémislans la glace, centrifugée pendant
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10 mn a 9000 g, et le surnageant est transféréudansuveau tube. L’ADN plasmidique est
précipité avec de I'’éthanol a 100 % puis incub@@°C pendant 20 mn. La suspension est
alors centrifugée 10 mn a 9000 g et le culot est Evec de I'éthanol & 70 %. L’échantillon
est centrifugé comme précédemment, le surnagegéliremé, puis le culot d’ADN est séchée
a l'air et remis en suspension dans 20 ul de tanioiiTris/HCI 10 mM pH 7,5, EDTA 1
mM).

» Midipréparation :

Les bactéries sont cultivées dans 50 ml de miliBucantenant de 'ampicilline ou de la
kanamycine. Les midipréparations d’ADN ont étéisms grace au kit « Plasmid Midi Kit »
de Qiagen, d’apres les instructions du fabricam. drincipe est le méme que pour les
minipréparations mais la quantité et la pureté '@N sont plus importantes car la
préparation est filtrée et passe sur une colonhangeuse d’anions avant la précipitation de
I’ADN.

I-B-6. Restriction de fragments d’ADN

Chacune des enzymes de restriction (Promega, RochBlew England Biolabs)
utilisée est commercialisée avec un tampon qucdufére une activité maximale. Pour les
tests analytiques, Bl d’ADN (1 & 5 pg d’ADN) obtenu par minipréparatigont digérés en
présence de fil de tampon 10X, 0,5l de chaque enzyme a 10U(1 a 5 unités d’enzyme
par ug d’ADN) et 3pul d'eau stérile, pendant au moins une heure a tapéeature
enzymatique optimale. Pour les ADN préparatifs, g0 d’ADN de midipréparation sont
digérés dans le tampon préconisé en présence gledé chague enzyme de restriction,

pendant au moins 3 heures.

I-B-7. Ligature des fragments d’ADN

Les fragments d’ADN extraits du gel préparatif sofdbord déposés sur un gel
analytique pour estimer leurs quantités relaties. deux fragments d’ADN, dans un rapport
molaire insert/vecteur d’environ 5/1 sont ensuigatlrés pendant 2 heures a température
ambiante ou toute la nuit a 16 °C, en présenceldie T4 ADN ligase a 3 Wl (Fermentas),

1 pl de tampon de ligature 10X (Tris/HCI 10 mM, pH ,7MgCl, 10 mM, BSA 0,1 mg/ml,
ATP 0,5 mM) et d’eau stérile g.s.p. filD
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I-B-8. Transformation de bactéries compétentes
[-B-8-a. Perméabilisation de la membrane chez Elico

Principe : Selon Cohen et collaborateurs, le chlorure deiwalcperméabilise la
membrane bactérienne et induit un état particdkecpmpétence (Cohen et al., 1972). Durant

cette période, la bactérie peut incorporer un ADagmidique.

Mode opératoire :

= Préparation de bactéries compétentes

A partir d’'une préculture réalisée sur la nuit,rBDde milieu LB sont ensemenceés a une
D.Os00nm= 0,1, puis incubés a 37 °C, sous agitation. Lordgu® Ogoonm atteint environ 0,8,
la culture est centrifugée a 1600 g pendant 10 #iiG Le culot est repris délicatement dans
10 ml de tampon de compétence (Gagll mM, glycérol 15 %, 1.4- piperazinediéthanegalfa
10 mM pH 7,0) préalablement autoclavé, puis la ensjpn est incubée pendant 2 heures
dans la glace. Celle-ci est centrifugée 5 mn a Ipa0t °C, et le culot est repris dans 2 ml de
tampon de compétence. Les cellules compétentesabquotées par fractions de 100 ul, puis

congelées a -80 °C.

» Transformation des bactéries compétentes

La totalité du milieu de ligature (20l) ou 1 ul de préparation plasmidique (mini- ou
midipréparation) est ajoutée a 100de bactéries compétentes. Apres 10 mn dans ¢a,glen
choc thermique est réalisé pendant 1 mn a 42 °CuB@e milieu LB sont alors ajoutés et
'ensemble est incubé pendant une heure a 37 °€.vDiemes variables sont étalés sur des
boites de Pétri contenant du LB, de l'agar (15 @fisi que de I'ampicilline a 100g/ml ou

de la kanamycine a 50ug/ml. Les boites sont efddicges a I'étuve (37 °C) pendant une nuit.

I-B-8-b. Electroporation chez E. coli

Principe: Cette méthode consiste & soumettre un mélangeotieplastes et d'ADN a
des chocs électriques. Le protoplaste est le gésilidt I'action du lysozyme sur la paroi de la
bactérie, les batonnets deviennent alors sphéripuisgu’ils perdent la rigidité qui leur était
conférée par le peptidoglycane. Le champ électriptmvoque la déstabilisation de la

membrane plasmique et induit la formation de pargravers lesquels I'ADN peut transiter. Si

80



Matériels et méthodes

le choc électrique n'a pas été trop violent, cenpir&ne est réversible et la membrane peut

reprendre son état initial.

Mode opératoire La préparation et la transformation des soudrdsété réalisées

selon les instructions du fabricant (BioRad, HezsulCA, USA).

[-B-8-c. Transformation de B. subtilis

Principe: La soucheB. subtilisdevient naturellement compétente, c'est-a-direlegie
bactéries ont la capacité a capturer de I'ADN mpriéskans l'environnement. L'état de
compétence apparait en fin de phase exponentelbeaissance lorsque le taux de nutriments

diminue.

Mode opératoire

» Préparation des bactéries :

Plusieurs colonies d&. subtilissont inoculées dans 25 ml de milieu SpC jusqu'queela
D.Os00nm atteigne 0,5 environ, puis la suspension est @ewb37 °C sous agitation pendant
3 h. La culture est alors diluée 10 fois dans 20@enmilieu Spll, et est réincubée pendant
90 mn a 37 °C. Les bactéries sont centrifugéesmipdemture ambiante pendant 5 mn a
8000 g, puis le culot est repris dans 17 ml deageant conserve. 2 ml de glycérol a 70 %
sont ajoutés a la suspension et les bactéries aiguiotées par fractions de 100 pl, puis

congelées a -80 °C.

» Transformation des bactéries compétentes

Les bactéries sont décongelées en passant le tuseI'sau tiede. 100 pl de Spll,
supplémenté par 2 mM d’EGTA, sont ajoutés a 10@qibactéries compétentes. 1 a 20 pl
d’ADN est mis en présence des bactéries, et le éstincubé a 37 °C pendant 1 h. Les
cellules sont étalées sur des boites de Pétri mantelu LB/agar, puis sont placées a I'étuve
(30 °C) pendant 2 jours.
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I-B-9. Mutagenese dirigée

Principe: Cette méthode, qui est basée sur I'utilisatioindhermocycleur, présente
'avantage d’étre rapide et simple a mettre en esuslie est commercialisée sous la forme du
Kit « QuickChange® Site-Directed Mutagenesis » lpasociété Stratagene. Les différentes
étapes de la méthode sont représentées sur la fidur_a mutation désirée est apportée par
les oligonucléotides qui sont complétés par 'ADblymérase haute fidélité PfuTurbo. Le
brin parental qui est méthylé est ensuite digérél’padonucléase Dpn | qui reconnait les
séquences 5-GmM6BATC-3’ des ADN meéthylés ou héminkéshy e vecteur produit est alors
introduit dans des bactéries supercompétentesépareront les brins clivés. Les plasmides
issus des clones isolés sur milieu sélectif sostiém séquencés afin de vérifier la présence de

la mutation désirée ainsi que l'intégrité du reiegene.

Etape 1
Preparation du plasmide "parent”

Hybridation avec les oligonucléotides contenant la
mutation désirée

Etape 2

PCR
Les oligonucléotides sont prolongés par la
polymérase

Etape 3

Digestion du brin "parental"
L’ADN parental méthylé est digéré par Dpn 1

Aprés transformation, les bactéries XIL1-blue
supercompétentes réparent I’ADN clivé.

Etape 4
Transformation

Figure 24 : Principe de la méthode de Mutagénése pRCR.

Mode opératoire La mutation doit si possible étre située auenilde la séquence et

bordée d’environ 10 a 15 bases de part et d'ab&ranutagenése est réalisée dans un volume

réactionnel de 50 pL contenant, 50 ng de plasmidiice, 5 pL de tampon de la réaction
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10 X (KCI 100 mM, (NH).SO, 100 mM, Tris/HCI 200 mM pH 8,8, MgS(20 mM, Triton
X-100 1 %, BSA 1 mg/mL), le mélange de dNTPs, 12 ae chacun des deux
oligonucléotides et 1 pL d’ADN polymérase PfuTurlh@ milieu réactionnel est porté a
95 °C afin de déshybrider les deux brins d’ADN,5020 cycles de PCR sont réalisés. Chaque
cycle comprend 1 mn de dénaturation a 95 °C, 1 rhybddation a 55 °C, et 5 mn
d’élongation & 68 °C. En fin de PCR, le milieu pktcé dans la glace pendant 10 mn puis
'ADN parental est digéré par 1 uL de Dpn | a 37 péhdant 1 heure. 1 pL de ce milieu
réactionnel est ensuite utilisé pour transformerphOde bactéries supercompétentes XL1
blue. Afin de favoriser la croissance bactérieries, bactéries sont mises en culture dans
250 pL de milieu SOC pendant 1 h avant d'étre sélewées sur boites de Pétri BL-Agar
complémentées par 100 pg/mL d’ampicilline. Le lendm, quelques dizaines de clones sont

généralement trouvés sur les boites.

Choix des oligonucléotides de synthédees oligonucléotides choisis contiennent la

mutation a introduire, ainsi qu’un site de resioictajouté ou supprimé qui permet ainsi, sans
modifier pour autant la séquence primaire de ladme, de sélectionner les plasmides qui ont
incorporé la mutation. Les séquences des oligontidis sont indiquées dans le tableau 4, ou

les bases soulignées correspondent aux bases @esdifar rapport a la séguence sauvage.

modification
Mutants Oligonucléotides du site de
restriction
K41lA |GGGCGATTTAGGTGCGGCGAACGACTTTTACGAAAGG + Nael
K41R |GATTTAGGTGCGOGGCAGAACGACTTTTACGAAAGGTTTTGC + Nael
T42S* | GATTTAGGTGCOGGCAAAT CGACTTTTACGAAAGGTTTTGC + Nael
D80A* |GGCGTACTTCCTCTTTATCARTGGCTGTGTATAGAATGGAAGATG + Ndel
E106A * |GGTGTCTGTCTCGTTGBTGGGCOCATTTAATTGAAGAAC + Apal
E106D * | CAAGGTGTCTGTCTCGTGACTGGGCTCATTTAATTGAAG + Sall
Tableau <: Oligonucléotides de synthése utilisés pour la magenése des différents mutants de Ydi Les
séquences sont indiquées de 5’ vers 3’ (de gaucheii®), et les bases soulignées correspondenbases non
hybridées avec celles de la séquence sauvage.
* Mutants obtenus par I'ingénieur d’étude Anne-Enmunelle Foucher.
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. PREPARATION DE PROTEINES RECOMBINANTES

[1-A. Surproduction des protéines

[I-A-1. Surproduction analytique

5 ml de milieu LB contenant de I'ampicilline ou Bekanamycine sont ensemencés a
partir de clones provenant d’'une transformatioficfre. La culture est incubée a 37 °C sous
agitation jusqu’a ce que la D dbhnmatteigne une valeur de 0,6 a 0,8. Deux fractian$,8 ml
sont prélevées : I'une est remise directement dantsibateur (-IPTG) et 'autre est induite
par 1 mM d’'IPTG (+IPTG). Les deux fractions sontubées sous agitation a 37 °C, pendant
deux heures, puis sont centrifugées 5 mn a 900@gyculots sont alors repris dans 300 pl de

réactif B-PER (Pierce) et analysés par électrog®oapres addition de tampon Laemmli 4X.

lI-A-2. Solubilisation des protéines

Aprées une surproduction analytique, une fractionldge ml de culture (+IPTG) est
centrifugée 5 mn a 9000 g. Le culot est repris &l de réactif B-PER (Pierce) et agité
fortement pendant une minute. La suspension esbdeeau centrifugée 5 mn a 9000 g. Le
surnageant est alors transféré dans un nouveayudtéines solubles) et le culot est repris
dans 300 pl d’eau (protéines non solubles). Learddlons sont analysés par électrophoréese
apres addition de tampon Laemli.

Les conditions optimales permettant I'obtentionalerotéine soluble dépendent de plusieurs
parametres comme le milieu de culture utilisé,dmpérature et le temps d’induction ou

encore le pH et la composition en sels du tampdgsde

[I-A-3. Surproduction préparative de YdiB-(his)s et des mutants
lI-A-3-a. YdiB-(his)s

Apres transformation, un clone sur boite de Pé&tiemsemencé dans 1 L de LB
contenant de I'ampicilline ainsi que 1 % de glucasela culture est incubée a 37 °C, sous
agitation. Lorsque la culture atteint une RQdohm de 0,6, I'expression de la protéine est
induite par 1 mM d’IPTG pendant 4 heures a 37 °C.

Les bactéries sont ensuite centrifugées a 7500a04€C, pendant 20 mn. Le culot bactérien,
correspondant a 1 L de culture, est repris par RGentampon de lyse (Hepes/KOH 50 mM

pH 7,5, NaCl 10 mMBME 5mM), puis des inhibiteurs de protéases sontitég: 5uM
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leupeptine, UM pepstatine et 1 mM fluorure de phénylméthylswiofMSF). Les cellules
sont ensuite éclatées a I'aide d’'une presse deRkr@bhM AMINCO de 40 ml (a une pression
de 18000 psi). Aprés deux passages, la solutioceestifugée pendant 30 mn a 9000 g pour
éliminer les cellules non éclatées et les débflalages.

[1-A-3-b. Les mutants

Les conditions optimales de surexpression et diilutie des protéines solubles
different légérement d’'un mutant a un autre (tabl®a Pour les mutants D80A et T42S, le

protocole est le méme que pour la protéine sauvage.

Temps et H des tamponp
milieu de culture, D.O. d'induction  température P amp
i : de purification

d'induction
K41A B 1,2 25 °C toute la nuit pH 7,5
K41R B 1,2 25 °C toute la nuit pH 7,5
T42S LB 0,6 4ha37°C pH 7,5
D80A LB 0,6 4ha37°C pH 7,5
E106A LB 0,6 25 °C toute la nuit pH 8,5
E106D B 1,2 25 °C toute la nuit pH 8,5

Tableau 5 : Conditions optimales de surproduction tilisées pour chagque mutant de YdiB.

[1-B. Purification de YdiB-(his) s et des mutants

La protéine sauvage et les différents mutants parifies selon le méme protocole.

Seul le pH des tampons de purification differe gearmutants E106A et E106D, solubles a
pH 8,5.

[I-B-1. Chromatographie échangeuse d’anions

Principe: Les protéines sont des polyélectrolytes, aiasin pH donné, chacun des

groupements ionisables sera dans un état d'iomisdtinné (en fonction du pKa). Dans une
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colonne échangeuse d'ions, les protéines intemdigsar affinité électrostatique avec des

groupements chargés de la résine. Il existe différgypes de supports : cellulose, sephadex,
et on peut y fixer des substituants qui vont post@t une charge positive soit une charge
négative. Le diethyl amino ethyl (DEAE) est un dabstituants, chargé positivement, le plus
utilisé (figure 26). La résine est dite "échangediaeions”, parce que des ions négatifs ou les
groupements acides d'une protéine peuvent intesagt.

Les protéines sont éluées en augmentant la forogjue du tampon d'élution, ou en

changeant le pH de telle facon que la protéinersoihs chargée.

CH9-CH3 Figure 26: Formule du diethyl amino ethyl, un
D-CHQ-CHQ-h échangeur d'anion trés utilisé.
N\ CHp-CH
DEAE | ~CH2CHs
(diethyl
aminoethvi-)

Mode opératoire Au surnageant de centrifugation obtenu précédemirast ajouté

environ 10 ml de résine de DEAE (pour un litre ddture), préalablement lavée par 10
volumes de tampon de lyse. Cette suspension eséeplsous agitation douce en chambre
froide pendant 1h, puis est centrifugée quelquasutes. Le surnageant est éliminé et la
résine est lavée trois fois par 40 ml de tamponeddfOH 50 mM pH 7,5, NaCl 50 mM,
BME 5 mM. La protéine est ensuite éluée par 20 miagdepon Hepes/KOH 50 mM pH 7,5,
NaCl 500 mMBME 5 mM.

[I-B-2. Chromatographie sur gel de nickel agarose

Principe: La chromatographie d’affinité sur Nickel Agaragdise un adsorbant NTA
(« Nitrilo-Tri-Acetic acid »), chélateur de métaNi¢kel), fixé sur une résine sépharose
CL.6B. La protéine chimeére, qui interagit par deteiactions électrostatiques avec le Nickel
par ses 6 résidus histidine, peut étre ainsi retesun la colonne, puis éluée spécifiquement

par I'imidazole.

Mode opératoire A I'élution obtenue précédemment est ajouté emvB ml de gel de

Nickel Agarose, préalablement lavé et équilibré pa@rvolumes de tampon Hepes/KOH
50 mM pH 7,5, glycérol 10 %, NaCl 300 mM, imidazdl® mM, BME 5 mM. Cette

suspension est placée sous agitation douce en chdrallle pendant 20 mn puis est déposée,
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en chambre froide, sur une colonne de 20 ml (Eqgam-BIORAD). Apres écoulement de la
fraction non retenue par la colonne, celle-ci estté par 100 ml de tampon de lavage
Hepes/KOH 50 mM pH 7,5, glycérol 10 %, NaCl 300 niMidazole 20 mMBME 5 mM.

La protéine est ensuite éluée par 20 ml de tamppes!KOH 50 mM pH 7,5, NaCl 100 mM,
imidazole 250 mMBME 5 mM.

[I-B-3. Précipitation de la protéine par le sulfated’ammonium

Principe: Les protéines sont solubles dans I'eau car leant$es hydrophiles ont des
interactions avec les molécules d'eau. Une forn@i® élevée peut avoir deux effets sur la
solubilité : neutraliser certaines charges ioniguegglises en surface pour le maintien de la
solubilité, et entrer en compétition avec les prag pour les molécules d'eau disponibles en
solution. Quand la concentration en sel est ass®z2e pour priver une protéine des
molécules d'eau qui I'hydratent, celle-ci précipifgest ce qu'on appelle le phénomeéne de

salting-out

Le sel le plus utilisé en laboratoire pour préepiles protéines est le sulfate
d'ammonium (NH),SO,. Sa solubilisation n'affecte pas la températuréadslution, et il ne
dénature généralement pas les protéines (tableau 6)

% de saturation en sulfate d'ammonium & 0°C
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 VO 75 80 85 90 §5 100

grammes de sulfate d'ammonium a ajouter & un litre de solution:

106 134 144 194 226 258 291 326 361 398 436 474 5146 559 403 450 697 0
79 108 137 166 197 225 262 296 331 3468 4056 444 484 526 570 615 662 5
53 81 109 139 1460 200 233 2656 301 337 374 412 452 403 536 5B1 627 10
26 54 B2 1101 141 172 204 237 271 306 343 381 420 460 603 547 592 156
0 27 55 83 113 143 175 207 2471 276 312 349 387 427 469 512 557 20
0 27 56 B84 115 146 179 211 245 280 317 3565 395 436 478 522 25
0O 28 B4 B& 117 148 181 214 249 285 323 362 402 445 488 30
0 28 57 87 118 151 184 218 254 291 329 3469 410 453 38
0 29 58 89 120 153 187 222 258 294 335 376 418 40
0O 29 5% 90 123 1546 190 2246 2463 302 342 383 45
0 30 &0 92 125 159 194 230 268 308 348 50
0O 30 &1 93 127 161 197 235 273 313 55
0 31 &2 95 129 1464 201 239 279 &0
0 31 &3 97 132 168 205 244 &9
0D 32 &5 99 134 171 209 |
0 32 &5 100 137 174 75
0 33 &7 103 139 80
0 34 &8 105 85
0o 3 70 90
o 35 @5
Q 100

(7.0 0} WNUSWWD R S10)NS US 810U UoNDIn|ns 5

Tableau €: Quantités de (NF,),SO, requises pour atteindre le niveau de saturation & °C. 100 %

correspondent environ a une concentration de 4 dtableau indique aussi combien de sel ajouterealun

solution qui en contient déja.
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Mode opératoire L'élution obtenue aprés chromatographie sur gehidkel agarose

est placée dans la glace, sous agitation. 6,5sgyiflte d’ammonium sont alors ajoutés petit a
petit, ce qui correspond a environ 55 % de saturagin sulfate d’'ammonium. Le précipité
obtenu peut étre conservé ainsi a 4 °C. Apres itegation, les culots de protéines sont
resuspendus dans le tampon désiré. lls contiendep@&ndant encore une grande quantité de

sulfate d’ammonium dont il faut se débarrasser.

[1-C. Dosage des protéines par la méthode de Bradfd

Principe: La fixation du bleu de Coomassie R250 sur lesgmes, principalement par
interaction de type ionique, déplace le maximunbsiaption du colorant de 465 nm (rouge)
a 595 nm (bleu). Certains composés provoquent mtesférences qu’il est nécessaire de

contrbler.

Mode opératoire Une gamme étalon est réalisée de 0 a 1 mg de 8&#, un volume

final de 25ul de tampon. Les échantillons a doser contienngthitbe protéine a doser, et (25-
X) ul de tampon identique au précédent. Ensuite, @5 réactif (« Coomassie Plus Protein
Assay Reagent» commercialisé par Pierce) sonttégeuaux essais, et ceux-ci sont
immédiatement homogénéisés. Les D.O. sont alorsunées a 595 nm apres 15 minutes

d’incubation a température ambiante.

[1-D. Concentration des protéines

La protéine purifiée est concentrée a l'aide d’'u@entricon Ultrafree » (Millipore)
(cut-off de 10 kDa), d’'un volume total de 15 ml 6ib ml selon les cas. La protéine est
déposée, puis centrifugée pendant quelgques mirutd®00 g. L'opération est répétée

plusieurs fois jusqu’a I'obtention d’'une concentratsuffisamment élevée en protéines.

[I-E. Clivage des protéines a la thrombine

Principe: Le plasmide pET-15b permet d’introduire un sleeliaison a la thrombine
entre I'étiquette polyhistidines et le géne d'iétéiCette protéase reconnait spécifiquement la
séquence Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser, et clive la lmisArg-Gly.
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Mode opératoire 1,5 ml de protéine a 5 mg/ml est incubée avecubiiés de

thrombine a 4 °C pendant 2 h. 2 ml de résine d&ehiagarose sont alors ajoutés a la
suspension, et le tout est incubé a 4 °C pendanmiBGous agitation douce. Le mélange est
alors centrifugé pour se débarrasser de la résina ghélaté la protéine non digérée par la
thrombine et les tags résiduels, puis le surnagesintécupéré. Ce surnageant contient la

protéine clivée ainsi que la thrombine.

II-F. Electrophorése des protéines en conditions d@turantes

Principe: Les protéines sont incubées en présence de SDEesgdénature et leur
confere une charge globale négative par format®mmitelles mixtes protéines-détergent.
Elles sont ensuite séparées sous l'influence dhamp électrique en fonction de leur masse

moléculaire, par passage a travers les maillegskau de polyacrylamide.

Mode opératoire

Préparation des échantillondes échantillons protéiques sont dissous dartampon
de reprise (Laemmli, 1970), appelé tampon de Laémetl de composition suivante :
Tris/HCI 62,5 mM pH 6,8, SDS 3 %, glycérol 10 ME 1,25 %, bleu de bromophénol
0,001 %. Les échantillons sont chauffés pendanh&m00 °C avant d’étre déposés sur gel
d’électrophoréese.

Préparation des gels
- Le gel de concentration : acrylamide/bisacrylaandd %, Tris/HCI 100 mM, pH 6,8, SDS
0,1 %, persulfate d'ammonium (PSA) 0,1 %, TEMED @1
- Le gel de séparation: acrylamide/bisacrylamidéd 4rris/HCI 375 mM pH 8,8, SDS 0,1 %,
PSA 0,1 %, TEMED 0,04 %.

La polymérisation s’effectue en ajoutant extempéraent le TEMED et les gels sont coulés
dans le minisystéme de Biorad.

Migration : les échantillons sont déposés sous un volume maxile 20 pl. La
migration est effectuée a 90 V dans le gel de aunagon, puis a 180 V dans le gel de
séparation. Le tampon de migration est constituérdeHCI 25 mM pH 8,8, glycine 192 mM
et SDS 0,1 %.

Coloration et décoloration les protéines sont colorées pendant 15 mn a fettans
une solution de coloration (bleu de Coomassie R @20%, éthanol 25 %, acide acétique

10 %), puis le gel est décoloré par une solutiathdnol 20 %, acide acétique 10 %. Le gel
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est scanné, puis séché afin de le conserver. lLie ddeCoomassie permet de détecter des
guantités de protéines supérieures a 50 ng.

I1-G. Détection des protéines par immuno-révélation

[I-G-1. Transfert

Apres électrophorese des protéines, le gel de poliganide est placé 15 mn dans du
tampon de transfert (Tris/HCI 25 mM pH 8,0, glycib®@2 mM, méthanol 15 % (v/v)). Par
ailleurs, une membrane PVDF (Immobilon-P Transferenrane, Millipore) est
préhumidifiée par immersion 15 sec dans du méthamaée 2 mn dans l'eau, puis 5 mn
dans le tampon de transfert. Les protéines du get ensuite électro-transférées sur la
membrane PVDF, grace a un systéme de transferaddipendant une heure (50 mA par gel),

en refroidissant la cuve par un bloc de glace goiter la surchauffe lors du transfert.

[I-G-2. Immuno-révélation des protéines
lI-G-2-a. Anticorps anti-6-histidines

La révélation s’est faite grace au kit « HisProbe®RP » (Pierce), selon les
instructions du fabricant. Hisprobe HRP est unwéde Nf* couplé & la péroxydase (HRP),
utilisé pour détecter des molécules ayant une i&fipour le nickel (NiY), comme les

protéines possédant une étiquette polyhistidingaré 27).

Detection of histidine-tagged fusion proteins with HisProbe™-HRP Figure 27 : Principe du kit

subsirate HisProbe ™-HRP.
Signal

3 E
N4

le; Hi?f

HisHIsHISHISHISHIS
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[I-G-2-b. Anticorps polyclonaux de lapin anti-YdiBu anti-YjeE (fournis par

Cocalico Biologicals, Reamstown, PA, U.S.A.)

Apres le transfert des protéines sur la membran@\deF, celle-ci est saturée par
incubation dans une solution de lait écrémé en oad % (w/v) dilué dans du tampon TBS
(Tris/HCI 100 mM pH 7,5, NaCl 0,9 %) pendant uneuree Elle est ensuite incubée en
présence de I'anticorps polyclonal de lapin antiBrdu anti-YjeE dilué au 1/10068° dans
du TBS additionné de lait & 1 %. Suivent alors sssivement les lavages suivants : 10 mn
dans I'eau, 10 mn dans du TBS, puis 10 mn dansB-Tween 20 (0,1 %). La membrane
est alors incubée 1 h en présence d’anticorps dages anti-lapin couplés a la péroxydase,
dilués au 1/5000™ dans du TBS additionnés de lait & 1 %. Aprés e gle lavages
identiques a ceux effectués précédemment, le sigmal étre révelé grace au systeme de

détection « Western Exposure Chemiluminescent BleteSystem » (Pierce).
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. MESURE DE L'ACTIVITE ATPase

Principe(Pullman et al., 1960) : L'ADP formé au cours deéaction d’hydrolyse de
I'ATP est dosé a l'aide d'un systeme pluri-enzymaé couplé, régénérant continuellement
I'ATP et aboutissant a l'oxydation du NADH en NADque l'on peut suivre au
spectrophotometre a 340 nm (figure 28). Ainsi, & mole d’ATP hydrolysée correspond une

mole de NAD formée.

PEP

LDH
Pyruvate | > Lactate
NAD™

PK
ADP ATP NADH
. O D34U nm

Figure 28 : mesure d’'une activité ATPase coupléela disparition de NADH. L’ATP est hydrolysé en ADR
par YdiB. La pyruvate kinase (PK) va alors catalyde transfert du groupement phosphate |du
phosphoenolpyruvate (PEP) a 'ADP en conduisarg fofmation d’'une molécule de pyruvate ainsi qui U

molécule d’ATP. Le pyruvate va ensuite étre conwanmtlactate par la lactate déshydrogénase (LDbhndnt

lieu a I'oxydation d’une molécule de NADH en NAD

Mode opératoire La mesure est réalisée dans une cuve thermost&@€C, dans un
volume de 75Qul de tampon Hepes/KOH 50 mM pH 7,5, Mg6lmM, PEP 4 mM, lactate

déshydrogénase 3@m/ml, pyruvate kinase 4QAg/ml, NADH 0,4 mM. Le milieu réactionnel
est incubé a 37 °C pendant 5 mn, et la réactiom#gte par I'ajout d’ATP. L’'oxydation du
NADH est alors enregistrée a 340 nm, et la penta deoite ADO/mn) permet de calculer la

vitesse d’hydrolyse de I'ATP selon I'équation suite:

Activité enzymatique ADO/mn X Vr /enapy  Mol/mn
ou Volume réactionnel (Vr) = 0,75.2Q
Coefficient d’absorption molaire du NADkeh{por) = 6220 M*.cmi*

Activité enzymatique spécifigeeActivité enzymatique / [protéine] mol/ mn/rdg protéine
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V. ETUDE DE LA MULTIMERISATION

IV-A. Etude de la multimérisation in vitro

IV-A-1. Ultracentrifugation analytique

Introduction: La centrifugation est une méthode d’analyse m@sromolécules en
solution, donnant des informations sur leur taibeir masse, leur forme et leur composition.
Une force centrifuge est appliquée et la distrinuspatiale de la macromolécule est suivie en
temps réel. Cette méthode ne requiére pas de ratitin chimique de la protéine, ni de tag,
et il n’y a pas d’interaction avec une quelconquarioe. Deux types de mesures existent : la
vitesse de sédimentation et I'équilibre de sédiat#or. Seules les expériences de vitesse de
sédimentation ont été utilisées lors de ma thesiesant tres utiles car rapides et visuelles,

puisque I'on sépare les especes.

Principe: Lorsque l'on centrifuge une macromolécule avew wgrande vitesse
angulaire (par rapport a sa capacité a sédimermt@-ci est alors entrainée vers I'extérieur,
puis culotte. Durant I'expérience, on observe deddhts temps et a une longueur d’onde
donnée, I'absorbance de I'échantillon en fonctieriaddistance a I'axe de rotation, grace a un
systéme optique. On obtient donc la répartitiomuiériel (exprimé en absorbance) dans la
cellule de centrifugation. Un front se forme etdsplace vers le fond de la cellule, et la
position de ce front en fonction du temps permebtEnir un coefficient de sédimentation s,
caractérisant la particule dans son milieu.

La migration de la macromolécule est gouvernédrpa forces : la force centrifuge, la force
d’Archimede et la force de frottement. La sédimiatade la particule est due a la force
centrifugeF; = Mp.wz'r, M, étant la masse de la protéinela vitesse angulaire du rotorrefa
distance par rapport a I'axe du rotor. Selon leg@pe d’Archiméde, la force de flottement,
Fa= -Mp.Vpps.Ry, va s’'opposer a la sédimentation de la macromidédille dépend de la
masse de la protéine, de son volume spécifiqueep@rp), de la densité du solvant), et du
rayon hydrodynamique de la protéiri; donc de sa forme. De méme, la force de frottement
s’oppose a la force centrifuge. Cette force estimge par-f = -f.v, ouf est le coefficient de
friction et v la vitesse absolud. dépend de la viscosité du solvant et de la formdad
macromolécule puisqué = 6z5.Rh ou 5 représente la viscosité du solvant. Par ailleurs,
v =sw?r ol s est le coefficient de sédimentation de la oraotécule, exprimé en Sverdberg
(S) avec 1S = 18 seconde.
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A I'équilibre, la somme des forces est nulle, diéguation :
Fc+ Fa+Ff=0

(Mp@®1) + (-Mp.VppsRy) + (f.v) = 0

(Mp.0°1) + (-Mp.Vypps.Ry) + (-f. S0°1) = 0

S =M(1- pV,) / Nf ot N est le nombre d’Avogadro.

La valeur du coefficient de sédimentation va doépehdre des propriétés de la
macromolécule et de celles du solvant. Le volunéeifigue partiel de la protéine, la densité
et la viscosité du solvant sont calculés a I'aidgptbgramme SEDNTERP (Laue et al., 1992).
En considérant que YdiB est une protéine globuld&erayon hydrodynamique peut étre
estimé par la formule : Rh = 1,27 x Rg, Rg étamal@n de giration qui a été calculé d’'apres
la structure connue de YjeE, 'homologue de YdiRzH. influenzae(Damaschun et al.,
1993). Tous ces parameétres, ainsi que les coeffgiede sédimentation obtenus
expérimentalement permettent de calculer le poiddécnlaire des différentes especes

séparées.

Les données ont été analysées avec le programmé&ISEBchuck, 2000), utilisant
un modéle c(s) (Continuous size-distribution) siengiéins lequel on obtient la distribution des
coefficients de sédimentation sans estimation déaille des especes. La répartition des
résiduels du fit permet de savoir si le modeleisdtilest en adéquation avec les données
expérimentales (figure 20et B). Le résultat de I'analyse aboutit a une distitiutde pics
reflétant I'abondance des différentes espéces,emddant en quelques sortes a un
chromatogramme (figure £9. Il faut cependant garder en mémoire que c’est courbe

obtenue par modélisation des données brutes.
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Absorbance
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Figure 29 : Exemple d’expérience de
vitesse de sédimentation.

A. Profil typique de I'absorbance
280nm d'une protéine
de d

sédimentation. Les symboles sont |

I'expérience vitesse
points expérimentaux et les courb
sont le résultat du fit des donné
brutes par le programme Sedfit.

B. Distribution des résidus du fit.

C. Distribution continue du coefficien
de sédimentation de la protéine.
D’aprées (Chou et al., 2004).

pendant

A

I

Mode opératoire Les expériences ont été réalisées avec unecettid@ugeuse

analytique Beckman XL-lI équipée d'un rotor AnTi.sLeellules utilisées comportent une

piece centrale composée de deux compartimentsceideee par deux lentilles de quartz

(figure 30A). L’échantillon protéique est déposé dans un cotimpant et le tampon dans

lequel se trouve la protéine est déposé dans €acdmpartiment, il sert de référence. La

détection optique est initiée par la rotation dtorode telle sorte que les données sont

acquises pendant un intervalle de temps court, dju@chantillon est aligné avec la

trajectoire de la lumiére optique (figure B0 La centrifugation est lancée toute la nuit a

142 000 g et la sédimentation des protéines egesai280 nm.

Plusieurs conditions, comme I'effet de la concditgraprotéique ou l'effet de la force ionique

peuvent étre testées.
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A @ <—Anneau a viss
€ < Joint de 'annea
<—Support de la lentille
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Figure 30 : Description d'une cellule d'ultracentrifugation analytique et mécanisme de fonctionnement
A. Composition et montage d’'une cellule. L'échaatillprotéique et le tampon de référence sont déptmts
les compartimeist de la piéce centrale qui est encadrée par legodaspcontenant les lentilles de quar

B. Fonctionnement du systéme optique dans la cegéifse. Les données sont acquises lors de la roiid

rotor, quand I'échantillon est aligné avec la ttay@re de la lumiere optique.

IV-A-2. Chromatographie d’exclusion

Principe: La chromatographie d'exclusion, également agpélé&ation sur gel ou

tamisage moléculairgpermet la séparation des molécules en fonctioredietdille et de leur

forme. Le support solide, constitué de polysacdesri (type

Sephade® » ou

« Sepharos® »), se présente sous forme de billes poreuses |alporosité dépend du degré

de réticulation. Ces billes sont tres hydrophileganflent dans I'eau. Il existe différents types

de support en fonction de la taille des billes etlelr porosité. D’'une facon générale, les

molécules sont d'autant plus retenues qu'ellesseiites et les solutés sont donc élués dans

l'ordre inverse des masses moléculaires.
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Mode opératoire Un échantillon de 500 pl de protéine est démagéune colonne

Superdex 75 ou 200 (Amersham Biosciences) préatadnieéquilibrée par 25 ml de tampon
filtré Hepes/KOH 50 mM pH 7,5, et différentes comications de NaCl. Le débit de la
colonne est réglé a 0,5 ml/mn de facon a ce quardasion ne dépasse pas 261 psi. Un
détecteur UV en sortie de colonne permet de slévsertie des protéines qui sont collectées
par fractions de 500 uL. Les standards utilisés ptalonner la colonne sont le bleu dextran
(2 000 000 Da), I'albumine (67 kDa), I'ovaloumird3(kDa), le chymotrypsinogene A (25
kDa) et la ribonucléase (13 kDa).

IV-A-3. Electrophoreése des protéines en conditionsatives

Principe: Dans ce cas, la mobilité va se faire en fonctiomayon hydrodynamique et
de la charge de la protéine dans le tampon de tingréBetts et al., 1999). La charge de la
protéine dépend de son pl, donc de sa compositioaceles aminés. Le pl de YdiB-(his)
étant de 5,4 et le tampon utilisé dans notre castayn pH de 8,4, YdiB est chargé
négativement a ce pH, et va pouvoir migrer verarlade. Il en est de méme pour YjeE.
Comme la protéine reste dans sa conformation ndévaigration va également dépendre de
sa conformation : les petites protéines globulaineigreront rapidement alors que les

structures plus larges tels que les oligomeresarogt lentement.

Mode opératoire Les échantillons et les gels sont préparés dedme facon mais

sans SDS, nBME. La migration s’effectue a 4 °C, a 20 mA et d&npon de migration est
constitué de Tris/HCI 50 mM pH 8,4, glycine 400 mMes gels sont colorés au bleu de
Coomassie, puis décolorés.

IV-B. Etude de la multimérisation in vivo

Principe: Le formaldéhyde (HCHO) est un agent puissanpgoduit facilement et de
facon réversible des pontages entre protéinesvo (Peters and Richards, 1977). C’est un
petit composé dipolaire tres réactif dont I'atormee girbone est un centre nucléophile. Les
groupes amines des protéines réagissent avecnmlftéhyde amenant a la formation d’'une
base de Schiff comme Tlillustre la figure 31. Cetermédiaire peut alors réagir avec un
second groupe amine et ponter ainsi deux prot@rehes dans I'espace. La liaison peut étre

rompue en chauffant dans un tampon Tris/HCI, cecgumiduit a une baisse du pH et a la
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protonation des groupes amines, forcant ainsi daodiation des protéines (Prossnitz et al.,
1988; Skare et al., 1993).

Reaction |

COOH COOH
Nyt < AN IR M
NTET(CHR =N - 4 J0=0 == N=O=(CHaN] _H
H | H H H
H H \
H OH
Reaction Il
H CI;OOH H
~ s COOH
JN—C—(CH)4—N{__H H, 1 M
I —C—(CHp)g—N
a H A -Hz0 H/N | [ 2)4
H OH H
+ - EOOH ik
~
N— -{CH2]4—N
y. COOH H W H

N, 1 g
N—C—(CHy)4—N
H” NH

Figure 31: Mécanisme d’action du formaldéhyde Dans ce cas, le groupe amine de la chaine latdnahe
lysine réagit avec le formaldéhyde amenant & lmétion d’une base de Schiff, comme Tlillustre I 1
réaction. Lors de la seconde réaction, I'intermiéelitormé réagit avec un groupe amine de la chigitégale
d’'une autre lysine, de fagcon a ponter les deuxussi

Mode opératoire Les bactéries EB 437 sont cultivées dans diemilB supplémenté

de 0,001 % d'arabinose, permettant une légére timuale la protéine YjeE. Quand la
D.Osoonmatteint 1, les bactéries sont centrifugées etlet@st resuspendu dans du tampon
phosphate 100 mM & pH 6,8 de facon a ce que lasf@.s0it de 0,7 environ. Le
formaldéhyde est alors ajouté a une concentratiaief de 1 % (w/w) puis I'échantillon est
incubé a température ambiante. A différents terhip®) de culture est prélevé et centrifugé
immédiatement. Le culot est lavé deux fois avetatepon phosphate utilisé précédemment,
puis est repris dans du tampon Laemmli 4x. Lesréddlmns sont chauffés pendant 10 mn a
60 °C pour maintenir les pontages entre protéinesamt chauffés a 95 °C pendant 20 mn
pour casser les liaisons formeées. lls sont ensuigdysés sur gel SDS PAGE, et les especes

pontées sont détectées par immuno-révélation aaearmticorps anti-YjeE.
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V. MISE EN EVIDENCE DE L'EXPRESSION ENDOGENE DE Ydi B

Les cultures sont réalisées dans 100 ml de miliBu Celles deB. subtilis sont
incubées a 30 °C et cellesed’coli a 37 °C jusqu’a ce que la Dd&ghm atteigne environ 1.
Apres centrifugation, les culots bactériens somrisedans 4 ml de tampon Hepes/KOH
50 mM pH 7,5, NaCl 50 mM supplémenté en inhibitedggprotéases. Les cellules sont lysées
a l'aide d’'une presse de French et le lysat ob&stucentrifugé pendant 30 mn a 9 000 g.
45 ul de surnageant sont récupérés et additioneéssdul de tampon Laemmli 4 X, puis
50 pl du mélange sont déposés sur un gel SDS/PAGESdMmM d’épaisseur. La migration du
gel, le transfert et I'immunorévélation sont rééicomme décrit dans les chapitres II-F et II-
G.

VI. RECHERCHE DES PARTENAIRES PROTEIQUES DE YdiB PAR
LA TECHNIQUE DE « PULL-DOWN »

Principe: Cette technique permet d'isoler les partenairesnal’protéine donnée
(Benard and Bokoch, 2002; Ren et al., 2003). Aprasobilisation de la protéine fusionnée a
la GST sur des billes couplées au glutathion, taéme « appat » est incubée en présence
d’'un lysat cellulaire deB. subtilis Les protéines d@. subtilis qui interagissent avec la
protéine d’'intérét sont alors retenues sur la auorApres lavage, les protéines sont éluées
puis déposées sur gel SDS/PAGE. Une analyse pairepetrie de masse et une recherche

bioinformatique permettent d’identifier le ou learfenaires mis en évidence.

Mode opératoire

Construction dans le plasmide pET-28a-GST

Le géneydiB a été amplifié a partir de I’ADN génomique Besubtilisen utilisant les
amorces décrites dans le tableau 7. Dans un preemgrs, le fragment obtenu a été inséré
dans le plasmide pGEX-4T-1 (Amersham Pharmaciag ées sites ECoRI et Xhol. Le gene a
ensuite été réecupéré par digestion au niveau tessBamHI et Xhol, et inséré dans le vecteur
d’'expression pET-28a-GST entre ces deux sites. gceeur provient de la modification du
plasmide pET-28a par Catherine Wicker Planquartmptant de fusionner la GST du c6té

N-terminal de la protéine d’'intérét et un hexapeptithistidines de son cot@terminal.
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Apres vérification de la présence de linsert, lone positif a été séquencé par la société
Genome Express

: L sites de restrictions
Oligonucléotides

introduits
a. 5-GGGGAATTGETGAAGCAATTAAAATGGAGAAC-3 EcoRI
b. 5-GGGCTCGARTTGCTAATATTGTCATGTCTACT-3' Xhol

Tableau 7: Amorces oligonucléotidiques utilisées poulle clonage dans le vectel pGEX-4T-1. Les
oligonucléotidesa et b ont permis I'amplification du gengdiB a partir de ’ADN génomique dB. subtilis a
étant 'amorce sens, btI'amorce anti sens. Les sites de restrictions gppsont soulignés : EcoRI (GAATTC),
et Xhol (CTCGAG).

Apres une surproduction préparative de bactérieglBtansformées par le plasmide
pET28aydiB, les bactéries sont centrifugées a 7500 g et @,4éndant 20 mn. Le culot
bactérien, correspondant a 1 L de culture, ests@ar 20 ml de tampon de lyse Hepes/KOH
50 mM pH 7,5, glycérol 10%, NaCl 300 mM, imidazdlé mM, BME 5 mM, auquel on
ajoute des inhibiteurs de protéases (PMSF 1 mMstpépe 5 UM et leupeptine 5 uM). Les
cellules sont ensuite éclatées a I'aide d’une prdssFrench, puis centrifugées pendant 30 mn
a 9 000 g pour éliminer les cellules non éclatédssedébris cellulaires.

Le surnageant obtenu est déposé sur 3 ml de H#lesckel-agarose. La colonne est lavée par
100 ml de tampon Hepes/KOH 50 mM pH 8,2, NaCl 30d,fSME 5 mM, imidazole
20 mM, puis la protéine est éluée par 15 ml de tamdepes/KOH 50 mM pH 8,2, NaCl
300 mM,BME 5 mM, imidazole 100 mM.

L’imidazole présent dans l'éluat est éliminé ad&aid’'un centricon (Amicon, Millipore)
laissant passer les molécules d’'un poids moléeulmférieur a 10 kDa. La protéine est
retenue sur la membrane du centricon puis estseepians 15 ml de tampon sans imidazole
apres plusieurs lavages.

La solution protéique obtenue est ajoutée a envraml de billes de glutathion-agarose
(Sigma), préalablement lavées et équilibrées parolilimes de tampon Hepes/KOH 50 mM
pH 7, NaCl 200 mMBME 5 mM.

Cette suspension est placée sous agitation douchagnbre froide pendant 45 mn puis elle
est déposée, en chambre froide, sur une colonngddml (Econo-pac, BIORAD). Aprés
écoulement de la fraction non retenue par la ca@pnalle-ci est lavée par 60 ml de tampon
Hepes/KOH 50 mM pH 7,5, NaCl 200 mBME 5 mM, Tween 20 0,5 %.
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Préparation du lysat dB. subtilis

Une culture de 500 ml d8. subtilisest incubée a 37 °C, sous agitation, toute la nuit.
La suspension bactérienne est alors centrifugéggoer20 minutes a 7500 g, puis le culot est
repris dans 20 ml de tampon (Hepes/KOH 50 mM pH K&Cl 200 mM,ME 5 mM),
auguel on ajoute des inhibiteurs de protéases.sApigture des cellules a la presse de French,
la suspension est centrifugée a 9000 g pendanirdftes et le surnageant est conservé.

« Pull-down »

Le surnageant du lysat d& subtilisest alors incubé avec les billes couplées a la
protéine d’intérét, toute une nuit, sous agitationice, a 4 °C puis le mélange est déposé sur
la colonne de glutathion-agarose. Apres écoulerdenfa fraction non retenue, celle-ci est
lavée par 50 ml de tampon Hepes/KOH 50 mM pH 7&2IN200 mM,BME 5 mM. 10 ml de
tampon Tris/HCI 50 mM pH 8, glutathion 10 mM sofldra ajoutés a la résine pour permettre
I'élution des protéines. Les protéines éluées mphilisées, resuspendues dans un volume
plus faible, puis analysées sur gels SDS/PAGE.daggles détectées sont ensuite analysées
par spectrométrie de masse (étape réalisée pang&ge Jérbme Garin, CEA Grenoble) et

une recherche bioinformatique permet d’identifess partenaires potentiels.
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|- YdiB EST-ELLE ESSENTIELLE ?

Des résultats contradictoires ont été publiés 'ssséntialité de/diB chezB. subtilis
(Hunt et al., 2006; Kobayashi et al., 2003). Nousns alors tenté d’étudier a notre tour ce
probleme. Un mutant conditionnel Be subtilisavait déja été construit dans le laboratoire de
Eric Brown a l'université McMaster de Hamilton (@rib, Canada), selon le protocole
développé dans leur équipe (Bhavsar et al., 200&).mutant, ou le géngdiB natif est
remplacé par une cassette de résistance a larspagtine, possede une copieydkB sous
le contréle d’'un promoteur inductible au xyloselacusamyE,cette copie étant fusionnée a
une cassette de résistance au ChloramphénmolyE:: ydiB Cm ydiB: speg. Des
étalements sur boites de Pétri, supplémentées myaro2 % de xylose, ont montré que le
mutant était capable de pousser lentement en abs#Emducteur (résultat non montré),
indiquant que la protéine YdiB n’est vraisemblabdempas essentielle a la croissance de la
bactérie. Afin de mieux caractériser ce mutant, desrbes de croissance en milieu LB
liquide et & 30 °C ont été réalisées avec la sosaheage et le mutant délété, en absence ou
en présence de xylose (figure 32). La souche saupagsse régulierement et atteint un
plateau & 9 h. Pour le mutant conditionnel, et en absenc®ldtteur, une longue phase de
latence et une diminution du taux de croissancedgenla phase exponentielle sont
observées. Une forte concentration d’'inducteur J2éduit Iégerement la phase de latence et
permet au mutant de retrouver une croissance calgaa celle du sauvage. Ces résultats
suggerent que la vitesse du taux de croissancdirestement liee a I'expression de YdiB

bien queydiB ne soit pas indispensable p&ursubtilis
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Figure 3Z: courbes de croissance de la souche sauvage et duantconditionnel. Une colonie de chacun
des deux souches, ayant poussé toute la nuit saghB a été inoculée dans du LB liquide. Apréstidih des

cultures jusqu'a une D.Qenm de environ 0,001, la croissance de la souche gaug@urbe rouge) et d

—

mutant a été suivie a 30 °C pendant 26 heuresrdiasance du mutant conditionnel a été étudiéebsarae

de xylose (courbe bleue) et en présence de 2 %ldsex(courbe verte).

Cependant, nous ne pouvons pas exclure qu’uneeléfyite du promoteur soit
responsable de la croissance lente du mutant comag en absence d’inducteur. Par
conséguent, nous avons entrepris la constructiam dhutant totalement délété en
transformant la souche sauvage Besubtilis avec 'ADN génomique du Knock-out
conditionnel, et en sélectionnant a la spectinong/ciQuelques colonies résistantes a cet

antibiotique et qui demeurent sensibles au chlohemigol ont été obtenues, trait

caractéristique d’un vrai Knock-out (figure 33).
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Figure 32 : construction du knock-out de ydiB chezB. subtilis. La souche sauvage a été transformée gvec

—

I’ADN génomique du mutant conditionnel. La reconggon peut avoir lieu entre les séquences, repss

—

en rouge, en amont et en aval du ggti® mais aussi entre les ségquences, représentéesuss bén amont €

1]

en aval du génemyE Cependant, une sélection a la spectinomycineuenignt a forcé la premier
recombinaison, et seules les colonies résistante@spectinomycine et sensibles au chloramphémiobkté

conservées.

Afin de confirmer I'absence d’expression de YdiBndgala nouvelle souche, un
Western blot a été réalisé sur les lysats bactrdm la souche sauvage et du mutant.
L’expression endogéne de YdiB étant trés faibleprotocole bien défini a été mis au point
(voir chapitre V dans la partie « Matériels et noékbs »), et la révélation avec des anticorps
anti-YdiB montre bien la présence de la protéinesda souche sauvage, et son absence totale
dans la souche délétée (figure 34). Des courbesailesance ont alors été réalisées avec cette
nouvelle souche dans les mémes conditions quedeBtéent, montrant que celle-ci pousse
tres lentement en milieu riche, a une vitesse coampa a celle du mutant conditionnel en

absence de xylose (figure 34).
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Figure 34 : Courbes de croissance de la souche sage, de la souche délétée et du mutant conditionn
en absence d'inducteur et expression basale de Ydians les souches sauvage et délétiées courbes d¢g
croissances ont été réalisées comme dans la fRRingour la souche sauvage (courbe rouge), la so
délétée (courbe orange) et la souche mutante comaéle (courbe bleue). Le niveau d’expressionlalg
protéine a été examiné sur des extraits totauxragipes séparées sur gel SDS-PAGE 14 % d’acrykam
électro-transférées sur membrane de nitrocellulpsis, immunodétectées par des anticorps anti-YdiB
révélés par chimioluminescence. De gauche a driat bactérien de la souche délétée ; lysaébiact de
la souche sauvage.

Un contrble a été réalisé en paralléle avec ddasoaips dirigés contre la protéine TagD qui est igquste

dans la voie de biosynthése des acides téichottpikssparoi dd. subtilis

D

iche

id

Ces résultats prouvent définitivement que YdiB hjEss essentielle pour la croissance

de la bactérie en milieu riche, mais qu’en abselecson expression, il y a un ralentissement

trés important du taux de croissance, indiquantimgifonction cellulaire clef est affectée.
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- CLONAGE ET PURIFICATION

A mon arrivée au laboratoire, le gémndiB était cloné dans le vecteur pET-15b,
permettant de fusionner un hexapeptide d’histidides coté N-terminal de la protéine
(construction réalisée par Anne-Emmanuelle Fouchiezpntient un promoteur tac inductible
par I'lPTG permettant un haut niveau d’expression.

Nous avons établi des conditions expérimentalen@iant de surexprimer la protéine
a un niveau élevé, et un protocole tres efficacputdication de YdiB a été mis au point,
prenant avantage du bas pl de la protéine et dgsi@rés de chélation du métal de I'étiquette
polyhistidines (voir chapitre II-B dans la partieMatériels et méthodes »). En réalisant une
culture a 37 °C, suivie d’'une induction par ImMMRTIG quand la D.@yonm atteint 0,6
environ, la protéine recombinante est obtenue amtifé relativement importante sous forme
soluble. Le surnageant est soumis a une chromatagraéchangeuse d’anions, puis a une
chromatographie d’affinité sur gel de Nickel-agaroka protéine est ensuite précipitée par
environ 55 % de sulfate d’ammonium, et conservémarge telle a 4 °C. Par cette méthode de
purification, la quantité de YdiB qu'il est pos®hile purifier avoisine les 40 mg de protéine
par litre de culture bactérienne. Les profils élgghorétiques correspondants aux différentes

étapes du protocole de surproduction de YdiB dlustiés par la figure 35.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

116 =

66 = N BN

45 = . — e

35 — W

25 - .
“---- W «— YdiB

18

u -BE =

Figure 35 : Analyse sur gel SDS/PAGE des fractionsbtenues a différentes étapes de la purification
de YdiB. Les étapes du protocole de purification sont té&s dans le chapitre 1I-B dans la partie
« Matériels et méthodes ». Les puits corresponden{1) extrait bactérien obtenu aprés induction|de
'expression de YdiB; (2 et 3) Fractions soluble iesoluble respectivement, obtenues aprés pne
centrifugation a basse vitesse ; (4) Fraction mtenue sur colonne échangeuse d’anions ; (5) Ladade
colonne échangeuse d’anions ; (6) élution de larc échangeuse d’anions ; (7) Fraction non retenue
colonne de nickel agarose ; (8) Lavage de la c@laienickel agarose ; (9) élution de la colonneidkel
agarose. La taille (en kDa) et la position des mengs de poids moléculaires sont indiquées sualalte.
La fleche indique la position de YdiB.
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lll- YdiB FORME DES MULTIMERES IN VITRO

I11-A. Equilibre dynamique entre les différentes formes

Afin d’améliorer la pureté de la protéine, une étae gel filtration a été ajoutée a la
purification. Le profil d’élution de YdiB est illugg par la figure 3&. Un pic b majoritaire
sort au volume attendu pour le monomére de YdiRdame masse apparente de 20 kDa),
tandis qu’un pica minoritaire correspond vraisemblablement a un ngdade dimeres et
d’oligomeres de plus haut poids moléculaires deBY({@vec une masse apparente de 40 kDa
et plus). Une analyse sur un gel SDS/PAGE a cogfogioe YdiB est la protéine majeure dans
toutes ces fractions (figure Bf mais contrairement a nos attentes, les fractthnpic a
correspondent a un mélange de monomeres et de edimésistants au SDS, également
révélés par des anticorps anti-histidines (figuGC)3 Cette caractéristique inhabituelle
suggere que des diméres de YdiB maintiennent l¢wrctare quaternaire malgré les
conditions dénaturantes extrémes utilisées (3 %ie dans le tampon de charge, et 0,1 % de
SDS dans le gel et le tampon de migration). Néeanspaertains dimeres de protéines sont
connus pour résister a de telles conditions (Ctaddeal., 2006).

L'oligomérisation de YdiB a par la suite été comfé@e par la migration des fractions
obtenues en sortie de gel filtration sur un gel-dénaturant (figure 38). Cette technique a
'avantage de maintenir la structure quaternaire pgeotéines durant la migration, et la
mobilité va dépendre de la viscosité du gel, déofene de la protéine et de sa densité de
charge. La macromolécule, chargée négativement a8dH va migrer vers l'anode en
fonction de sa conformation : les petites protéiglebulaires migreront rapidement alors que
les structures plus larges tels que les oligoménggreront plus lentement. Dans ces
conditions, les fractions du p& contiennent un mélange de monomeres et d’oligosnéee
différentes tailles, tous reconnus par des antgapti-histidines. Cependant, un profil
similaire est observé lors de la migration destioas du picb, alors que seule une bande
monomeérique était attendue dans ce cas. Ceci suggerYdiB existe sous forme d’équilibre
entre monomeres et oligomeres et que cette interersion entre les différentes especes

moléculaires est rapide.
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Figure 3€: Oligomérisation de YdiB. A. Chromatographie d’exclusion de taille sur uneonok Superdex 75
(Pharmacia) de YdiB purifiée. La colonne a été lopdie dans un tampon 50 mM Hepes/KOH, pH 7,5
50 mM NacCl. 500 pl de protéines sont déposés soolanne et des fractions de 500 uL ont été réeslééun
débit de 0,5 ml/min. Les fleches indiquent le votumort (Vo) calibré avec le bleu dextran, et les ui’élution
de standards : ovalbumine (43,0 kDa), et chymoinggene (25,0 kDa). Le pia correspond a un mélange (¢
dimeéres et d'oligoméres de plus haut poids molémdade YdiB. Le pich correspond au volume d’'élutio
attendu pour un monomere de YdiB. Des aliquotes des fractions indiquées ont étdyséas sur un ge
SDS/PAGE a 14 % coloré au bleu de Coomasgid.es mémes aliquotes ont été analysées par Westsrr
avec des anticorps anti-histidines. D&net C, la position et la taille des marqueurs de poidéégulaires sont

indiquées sur la gauche, et les mobilités élecooftiqgues du monomeére (M) et du dimere (D) soniginéles

et

e

=

sur la droite. D. Les mémes aliquotes ont été analysées sur unogetl@naturant. Ce type d’électrophoréese,

effectuée en absence de bleu de coomassie dampen de charge, ne permet pas I'utilisation degoeurs de

poids moléculaires (Speed et al., 1995).
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Lorsqu’une fraction du pi@a ou b est redéposée sur la méme colonne d’exclusion,
deux pics d’élution sont de nouveau observés, démmnune fois de plus qu’il existe un
equilibre entre les différentes especes en soliti@sultat montré uniquement pour le pic
figure 37).

0.15 Figure 37 : YdiB existe sous forme d’équilibre

entre monomeres et oligomeres en solution

0,125 Aprés chromatographie d’exclusion, les fractigns

o correspondant au monomere ont été mélangges,

précipitées par du sulfate d’ammonium, remises

0. 280nm

3 0,075 en suspension dans 500 ul de tampon, puis

D

redéposées sur la colonne. Le profil d'élutipn
0,05 -

apparait sous forme de deux pics, suggérant qu’il

0,025 existe un équilibre entre les différentes espénes e

]! solution.
rrrrrrrrrrrrrrirrrrrrrrrrrrrrrrrorroT

4 8 12 16 20 24 28 32 36
Fractions

[11-B. Effet d’agents réducteurs

YdiB posséde deux cystéines dans sa séquence.sRasgurer qu’elles ne sont pas
impliguées dans l'oligomérisation, la migration ke protéine a été analysée sur un gel

dénaturant en présence ou en absence d’agentead(fegure 38.

Figure 38 : Effet d’agent réducteur sur YdiB. La protéine, incubée dans
1 2 3 trois tampons de dép6t différents, a été analyséeurs gel dénaturant @
14 %. Les tampons de dépbt sont les suivants : danyaemmli sans

45 = BME, tampon contenant du DTT a la place fME, tampon Laemmli

35 — classique ave@ME. Les puits correspondent a: (1) protéine naiitée

par un agent réducteur ; (2) protéine traitée paDTT ; (3) protéine
25 '.‘“4— YdiB | traitée par IME. Aucune différence n’est observée entre lesspziigt 3.
18 = En absence d'agent réducteur, une bande additiendelplus bas poids
moléculaire est observée en dessous du monometailleaen kDa) et la
position des marqueurs de poids moléculaires sodiguées sur Ig

gauche. La fleche indique la position de YdiB.

La figure 38 indique quil ny a pas de ponts diauws impliqués dans
I'oligomérisation puisque I'absence d’agent réductgdans le tampon de charge n‘augmente
pas la quantité de dimeres. En revanche, une baddéionnelle de plus bas poids
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moléculaire est observée en absence d’agent régtuoptée pourrait correspondre a une forme

de YdiB ou les deux cystéines forment un pont fisalintramoléculaire.

I11-C. Effet des sels sur I'oligomérisation de YdiB

Il a été décrit dans la littérature que la conaitn saline de la solution protéique
pouvait influencer I'équilibre monomeére/multiméteebowitz et al., 1994). Afin de savoir si
la force ionique affectait I'état oligomérique dealil8, la protéine a été préincubée avec
différentes concentrations en chlorure de sodiums pléposée sur colonne d’exclusion
préalablement équilibrée avec un tampon de mémepasition saline (figure 39). En
présence de 20 mM NaCl, un profil d’élution simiéaé celui observé en figure 36 est obtenu.
Cependant, cette fois, le premier pic est clairdmseimdé en deux, ce qui reflete I'existence
de deux populations d’espéces oligomériques diftése La présence de ce doublet n'est pas
toujours observée, dépendant du lot de protéinafigms utilisé, mais cette particularité n'a
pas de conséquences sur les résultats obtenus.

Des concentrations croissantes de chlorure de modaduisent progressivement la
guantité de matériel présente dans le doublet a@oes celle présente dans le second pic
augmente. Simultanément, le second pic se dépgéedment vers des temps d’élution plus
longs. Ce déplacement progressif suggere qu'aaleke$ concentrations en sels, I'équilibre
entre les formes monomériques et dimériques de ¥diBrapide. En revanche, en présence
de fortes concentrations salines, la forme monagnérsemble beaucoup plus stable, et peut,

par conséquent, étre éluée de la colonne plus/&ardint.

0,35 Figure 39 : Effet du NaCl sur I'équilibre
entre monomeres et oligomeresApres
20mM NaCl
Ly 50mM NaCl une incubation & température ambiante |de
— 300mM NaCl YdiB dans un tampon Hepes/KOH 50mM,

0,25
pH 7,5 contenant des concentrations
0,2 croissantes en sels (20 mM, courbe noire ;

50 mM, courbe bleue ; 100 mM, courbe

D.O. 280 nm

0,154
verte; et 300 mM, courbe rouge), les

0.1 différentes espéces oligomériques ont gté

séparées par chromatographie d’exclusipn,

Ly comme dans la figure 36. La colonne a ¢té

préalablement équilibrée dans le tampon

0IIIIIII'IIIIIIIIIIIIIIIIj_fI i . , X L. ,
12 16 20 24 28 32 36 d’incubation de I'échantillon injecté.

fractions
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Pour compléter les résultats sur I'état oligoméeigle YdiB, des expériences de
sédimentation en ultracentrifugation analytique étét réalisées en collaboration avec David
Stroebel et Christine Ebel a I'IBS. Le rayon hydneamique de la macromolécule a été
estimé d’apres la formule : Rh = 1,27 x Rg considégue YdiB est une protéine globulaire
(Damaschun et al., 1993). Le rayon de giration (Rgté déduit de la structure de YjeE,
I’'hnomologue de YdiB cheH. influenzae Les propriétés du solvant et de la protéineisétis
pour le traitement des données, ont été calculéese cau logiciel SEDNTERP. Tous ces

parametres sont présentés dans le tableau 8.

viscosité ) masse Rayon Volume partiel | Masse moléculaire
enpoise | volumique (p) | hydrodynamique (RH)| spécifique (Vp) de YdiB (M)
P en g/ml en A en cnilg en Da
2,21.10° 1,04921 24,1 0,7235 20169

Tableau & : Paramétres nécessaire¢ pour le traitement des données d'ultracentrifugatbn analytique. Le tampon
utilisé est un tampon Hepes/KOH 50mM pH 7,5, Na@ &M, glycérol 10 %. Les paramétres ont été cafcpbur

une température de 4 °C. La masse moléculaire i tiecht compte de I'étiquette polyhistidine ajoeité

La figure 40 montre le profil de sédimentation ddiEY dans un tampon riche en sels
(500 mM NacCl). La superposition des points expéntaex avec les courbes de fitting (figure
40A) obtenues grace au programme Sedfit (voir chapitr@-1 dans la partie « Matériels et
méthodes »), ainsi que la distribution de facorataiée des résiduels (figure B)) attestent
gu’'un modele fiable de sédimentation a été utiliséfigure 4@ indique que la majorité de la

protéine sédimente a 0,85 S, ce qui correspond éodfiicient théorique calculé pour une

espece globulaire de poids moléculaire d’envirork2@ en solution dans un tampon de cette
composition. Par ailleurs, deux autres pics defmerfits de sédimentation de 1,45 Set 2,3 S
sont observés, correspondants a des protéinesimien#0 kDa (dimére) et de 80 kDa

(tétramere) respectivement. Aucune agrégation aaefficients supérieurs a 10 S, n’est mise

en évidence.
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Figure 4C: Expériences de sédimentation de YdiB par ultracdnfugation analytique. Les expérienceq
ont été réalisées avec une ultracentrifugeuse taopadyBeckman-Coulter XL-A et un rotor An50A. Profil

typique de sédimentation de YdiB suivie a 280 nachncentration de la protéine est de 1,2 mg/mé den
tampon Hepes/KOH 50 mM pH 7,5, NaCl 500 mM. Lesrdims expérimentales ont été modélisées gré
I'équation de Lamm par le programme Sedfit (Sch@€Q0).B. Distribution des résiduel€. Les courbes dg
modélisation ont été utilisées pour établir lardisttion des coefficients de sédimentation deséddifites

especes oligomériques.
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La proportion de chaque espéce a été analyséeepagxppériences de sédimentation
en ultracentrifugation analytique dans différent@nditions de concentrations salines.
Comme précédemment, les parametres utiles aunteitedes données ont été définis pour
chaque tampon grace au logiciel SEDNTERP, et smdepntés dans le tableau 9. Seules la

viscosité et la masse volumique du tampon diffééecttaque condition.

veeome )| messe ohiaved
20 mM NacCl 2,142.18 1,02956
50 mM NacCl 2,146.168 1,03081
150 mM NacCl 2,1599.19 1,03493
200 mM Nacl 2,167.10 1,03699
300 mM NacCl 2,181.10 1,04109
500 mM NaCl 2,21.19 1,04921
Tableau ¢: Viscosité et masse volumique de chaque tamg. Le tampon de base utilisé est un tampon
Hepes/KOH 50 mM pH 7,5, NaCl 500 mM, glycérol 1086ules les concentrations en NaCl different.

Pour chaque condition, la surface des pics corretpus aux différentes especes a été
calculée, puis rapportée a un pourcentage. Ladidudr illustre I'effet observé de la force
ionique sur l'état oligomérique de YdiB. Ces réatdt confirment ceux obtenus en
chromatographie d’exclusion. A une faible concdmdraen sels (20 mM NaCl), la forme
monomerique de YdiB est minoritaire puisqu’elle résgente moins de 10 % des espéces
totales, alors que les espéces dimériques et tétigues sont dans des proportions similaires
et constituent 80 % des espéces totales a elles dedes conditions de forces ioniques
élevées, la situation s’inverse. Lorsque la comaéioh saline atteint 150 mM, un état stable
des différentes especes est observé, avec 50 ad@fébme monomérique, et environ 25 %

et 15 % de forme dimérique et tétramérique, respoent.
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—e— proportion de monomére Figure 41 : Effet de la force ionique
—— proportion de dimere .
sur la structure quaternaire de
—— proportion d'espéces de plus hauts poids moléculaires . Lo . .
YdiB. La sédimentation de YdiB (1,2
0,6 s .
mg/ml) a été analysée par
ultracentrifugation analytique, comme
0,5
dans la figure 41, en utilisant dgs
3 0.4- concentrations variées de Nadl.
S 0
a2 L'évolution des différentes especgs
[
[ . Z - sz P .
3 03 oligomériques a  été  suivie|:
[=] N . N
£ monoméres (bleu), diméres (rouge),
Q.
S 02 tétraméres (vert), et especes de plus
haut poids moléculaires (noir).
0,1
0 T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
[NaCI] (mM)

Un contrble a été réalisé dans lequel I'étiquettdytpstidines a été clivée par la
thrombine. Comme le montrent les profils d’élutida la colonne d’exclusion (figure Azt
B), I'absence de tag ne modifie pas le comporterdenta protéine, qui est toujours sous
forme de monomeres et d'oligomeéres en solutioWéqtilibre entre les différentes formes
est influencé par la concentration saline. La pnetéraitée a la thrombine a été déposée sur
gel pour confirmer la coupure (figure@gp
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Figure 42: Effet des sels sur I'ligomérisation de YdiB sans étiquette polyhistiding. Aprés traitement de
la protéine a la thrombine, puis incubation avetad@sine de Nickel-agarose, la suspension aetigiftigée
et le surnageant récupéré. Cette étape a pernlimidiér toute protéine non clivée et tout tag résid La
protéine clivée a ensuite été incubée en présencetampon Hepes/KOH 50 mM contenant 50 ou 500 rf
de chlorure de sodium, puis a été injectée sur eolenne Superdex 200 équilibrée dans le tam
d’'incubation de la protéine. Les figurAset B montrent le profil d’élution de la protéine apaivage par la
thrombine dans un tampon pauvre ou riche en seklpectivementC. Un échantillon de la fraction
monomérique a été déposé sur gel SDS/PAGE. La aaispa avec la migration d'une fractig
monomeérique non traitée préalablement par la thioenbonfirme que le clivage a eu lieu. La tailla (@a)
et la position des marqueurs de poids moléculaoes indiquées sur la droite. Les fleches indiguest

positions relatives de YdiB avec ou sans étiquadtghistidines.

pon

Globalement, tous ces résultats soulignent l'imguore de la force ionique sur la

structure quaternaire de YdiB. Le chlorure de smdinduit la dissociation de la protéine

d’'une maniere concentration-dépendante, ce quiesaggue les interactions a l'interface du

dimere sont plutdt de nature électrostatique.
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V- YjeE, L'HOMOLOGUE DE YdiB CHEZ E. COLI, FORME
EGALEMENT DES MULTIMERES IN VITRO

Afin de savoir si l'oligomérisation est une caraistiique unique de YdiB chez
B. subtilis ou si au contraire, c’est une propriété partgzgreses homologues chez d'autres
especes bactériennes, YjeEEd'coli a été purifiée par un membre du laboratoire de Eric
Brown, selon le protocole développé dans leur ég(lali-Hassani et al., 2004).
Une aliquote de la protéine purifiée § pg) a été déposée sur un gel non dénaturanésApr
coloration au bleu de coomassie, le profil de migraobservé est semblable a celui de YdiB
(figure 43). Par ailleurs, toutes les bandes secbnnues par des anticorps anti-YjeE,
prouvant que ce ne sont pas des contaminants,snpaeuits de dégradation puisqu’une
bande unique est détectée sur un gel dénaturant.
Il est cependant important de noter que les prdélsnigration des deux protéines ne peuvent
pas étre directement comparés puisque la migraodépend pas de la taille de la protéine

mais plutt de sa forme et de sa densité de cliBegts et al., 1999).

YdiB  YjeE Figure 43 : YjeE, I'homologue de YdiB chezE. coli forme également des

oligoméresin vitro. 5 ug de protéines YdiB dB. subtilis(a gauche) ou YjeE de
;.:. E. coli (& droite) ont été déposés sur un gel non démdtubgprées migration, les
S bandes ont été colorées au bleu de Coomassie.
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V- MULTIMERISATION IN VIVO

Pour déterminer si cette classe de protéines gstbtade former des multimeres
vivo, une approche de « cross-linking » au formaldélayééé utilisée. Cette petite molécule
réactive, capable de ponter deux protéines prodhas lI'espace, peut étre utilisée sur des
cellules intactes afin de mettre en évidence demdationsin vivo (Peters and Richards,
1977). Par ailleurs, les liaisons formées par lenddéhyde sont facilement réversibles
puisqu’elles peuvent étre rompues en chauffanhéatllon.

Cette expérience a été réalisée avec la soudBe adli EB 437 qui posséde une
seconde copie du gengeE sous le contréle d’'un promoteur inductible a lanmse. La
figure 44 montre les résultats obtenus avec désleglexprimant YjeE, et traitées par 1 % de
formaldéhyde pendant des temps variables. Comrardatt tous les échantillons révelent la
présence de YjeE qui migre a une masse molécwdpparente de 17 kDa environ, et cette
bande seulement est réevélée dans le contréle sansmlfiéhyde (puits 1). Une bande
additionnelle, d’'une masse apparente~d85 kDa, correspondant approximativement a la
taille d'un dimére de YjeE, est détectée immédiatemaprés I'addition de formaldéhyde, et
son intensité augmente aprés une heure d’'incubgpiois 2 et 3). Cette bande disparait
quasiment totalement aprés chauffage a 100 °C pe@aminutes (puits 4), ce qui indique
que le pontage est di spécifiguement au formaldgHyde espéce minoritaire, d'une masse
moléculaire d’environ 60 kDa, correspondant prédaent a un tétrameére, est également
détectée immédiatement apres I'addition de forntgldé, mais semble s’estomper aprés une
heure d’incubation (puits 3). Cependant, de facomprenante, une bande de masse
moléculaire trés grande, incapable de pénétrer thargel, est détectée apres une heure
d’incubation avec I'agent pontant, et disparaittaprhauffage a 100 °C (puits 3 et 4). Ceci
pourrait correspondre a un multimére de YjeE de thaut poids moléculaire révélé
uniquement apres une longue incubation avec ledni@hyde. Si c’est le cas, il est possible
guimmeédiatement aprés addition de formaldéhydes tirameres appartenant a des
complexes multimériques plus larges soient pontgis gu’aprés une heure d’incubation, des
pontages additionnels conduisent a la disparitionétramere et a I'apparition concomitante
d’espéeces de plus haut poids moléculaires. Pauadl| les « smear » observés dans les puits 2
et 3 correspondent vraisemblablement a des oligesrgontés plus d’'une fois, ce qui altére la

migration sur un gel SDS/PAGE.
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Figure 44 : Détection de YjeE dans la souche EB 43%aitée par
1 % de formaldéhyde Le premier puits montre la souche EB 4
non soumise a un traitement au formaldéhyde. Leéts uet 3
correspondent a un échantillon incubé quelques nsieso ou
60 minutes avec l'agent pontant, respectivemengchantilion
incubé 60 minutes est chauffé a 100 °C pendant P@ites pour
casser les pontages crées par le formaldéhydes (@it Les
positions et les tailles des marqueurs de poidsootdires sont]
indiquées sur la gauche. Les mobilités électroglyués des
especes monomériques (M), dimériques (D), et pilebadnt

tétramériques (T) sont indiquées sur la droite.
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VI- ACTIVITES ATPase DE LA SOUCHE SAUVAGE

VI-A. Caractérisation de 'activité ATPase des espges monomériques

et multimérigues

De précédentes études ont montré que deux des bgumesl de YdiB, YjeE de
H. influenzaeet deE. coli, étaient dotés d’une trés faible activité¢ ATPa&kali-Hassani et
al., 2004; Teplyakov et al., 2002). Par conséqueatis avons cherché a savoir si YdiB
possédait également une activité ATPase, et cotepie de son habilité a s’oligomériser,
nous avons tenté de comprendre comment ce procgsaugit affecter son activité
enzymatique. Pour cela, une forte concentratiomesah été utilisée pendant I'étape de
chromatographie d’exclusion afin de séparer lesxdgias de facon optimale. L'activité
ATPase des deux fractions a immédiatement été etesté 'aide d'un systeme
plurienzymatique couplé qui régénére 'ATP et alicut’'oxydation du NADH. La figure 45
indique que la vitesse d’hydrolyse de I’ATP pafriction monomeérique est environ trois fois
plus élevée que celle de la fraction multimérigisn effet, I'activité de la fraction
monomeérique s’éleve a 11 nmol d’ATP hydrolysé/mig/de protéine alors que l'activité de

la fraction multimérique est d’environ 3,5 nmol @R hydrolysé/min/mg de protéine.

..... Dimeére
—— Monomert

0,98
0,96

0,94

D.O. 340nm

0,92

0,94

0,88

0,86

—— T T T T
0 100 200 300 400 500 600

temps (sec)

Figure 45: Comparaison de I'activité ATPase des fractions nmmomériques et multimérique: de YdiB. Les
fractions monomériques et dimériques/oligomériquesété séparées par chromatographie d’exclusiommen
décrit dans la figure 36 en présence de 500 mM Na@$ 'activité enzymatique de chaque fractioBQug de
protéine par essai, soit 9 pM de protéine) a imatédient été déterminée en présence de 5 mM d'AT ¢t

6 mM de MgC}. Les activité de la fraction monomérique (courbEne) et multimérique (courbe en pointillég)

ont été mesuré a l'aide d’'un systeme plurienzymatique couplé @mant la disparition du NADH a 340 r.
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Il est important de noter que cette différenceestgs deux fractions est une valeur
moyenne puisgue nous ne pouvons pas empécher-tioteersion rapide des oligoméres en
monomeres apres gel filtration, et inversement.lBias, lorsque I'activité ATPase de la
fraction oligomérique a été mesurée a différentspte apres I'étape de gel filtration, une
augmentation progressive de l'activité a été olsmndusqu’a présent, nous n’'avons pas été
capable de nous affranchir de ce phénomene, queglies soit les conditions utilisées
(température, nature des sels, tampons...). D’'ure adté, I'activité ATPase de la fraction
monomeérique semble beaucoup plus stable dans lepstemmais les résultats
d’ultracentrifugation analytique indiquent que médans des conditions salines élevées, la
proportion de monomeéres ne représente pas pluB tlede la population totale (figure 41).
Puisque l'activité enzymatique des fractions mudtiimues n’est pas stable dans le temps,
nous nous sommes focalisés sur l'activité du momem& une concentration de 5 mM
d’ATP et 5 mM de MgG, I'activité est d’environ 11 nmol d’ATP hydrolyséin/mg de
protéine (10 H), ce qui est faible mais en accord avec I'activiéPase de 'homologue de
YdiB chezE. coli (12 K" (Allali-Hassani et al., 2004)) ou chekll. influenzae(25 h' ou
1,2 h* selon les auteurs ; (Allali-Hassani et al., 20Ddplyakov et al., 2002)).

Pour exclure la possibilité que la faible activAdPase soit due a un contaminant, des
contrdles ont été réalisés. Dans un premier tempsgssai en présence de 1 mM de GTP a la
place de 1 mM d’ATP, a donné un taux d’hydrolysestfaible similaire a I'essai sans
nucléotide (figure 46). Ceci démontre que I'acévihesurée en présence de YdiB n’est pas
due a une GTPase qui posséderait une activité ATRasiduelle, ni a un contaminant
indétectable sur gel dénaturant coloré au bleu atentassie portant une activité NADH
déshydrogénase. Cependant, le meilleur contrélal@stonstruire un mutant du site actif

dépourvu d’activité ATPase, ce qui a été réaligdgauite (voir chapitre VII-D).
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Figure 46: L'activitt ATPase mesurée est spécifigue de Yd. L'activité ATPase a été mesurée en
présence de 130 ug de YdiB (9 uM), de 100 pM d’ATR00 pM de MgGlcomme décrit précédemment
(courbes en pointillés longs). L'activité GTPaségalement été testée a I'aide du méme systéeme atigym@
couplé en présence de 1 mM GTP et 1 mM MdG&burbes en pointillés courts). Enfin la courbeiqd est un

contrdle réalisé en absence de nucléotides.

VI-B. Effet des sels sur I'activité enzymatique

L’activité enzymatique d’'un échantillon, composaid’mélange de monomeres et
d’oligomeéres, a été mesurée dans différentes dondisalines. Pour cela, nous avons utilisé
la protéine avant I'étape de chromatographie diesioh.

La protéine précipitée dans le sulfate d’ammoniudétéacentrifugée, puis le culot a été
repris dans du tampon Hepes/KOH 50mM pH 7,5. Lgpeusion a alors été de nouveau
centrifugée puis dessalée afin d’éliminer toutedraésiduelle de sulfate d’'ammonium. La
solution protéique a ensuite été séparée en dées tula concentration en NaCl du premier
tube a été ajustée & 50 mM et celle du secondaui@d mM. L’activité ATPase des deux
échantillons a ensuite été mesurée, et comme ldrentanfigure 47, celle de I'échantillon
incubé dans 500 mM NacCl est plus élevée. Cecifegggu’'un équilibre vers le monomere
s’est probablement produit, se traduisant ainsiup& augmentation de I'activité catalytique.
Cette expérience a été répétée plusieurs foishague fois une activité plus grande est

observée dans 500 mM NaCl. Cependant, le rappte &% deux activités est tres variable,
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dépendant certainement des proportions initialesndaomeéres et de multimeres dans la

solution et du temps d’incubation avant mesureaisivité.
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Figure 47 : Effet du NacCl sur I'activité enzymatique de YdiE. La protéine précipitée a été incubée dang un
tampon contenant 50 mM NaCl ou 500 mM NacCl, puis activité enzymatique a été testée. Lorsqu’elte|es
incubée dans 500 mM NaCl (courbe pleine), l'acfivimesurée est denviron 7,5 nmol d'ATP
hydrolysé/mn/mg de protéine alors que, incubée 8@nsiM NacCl (courbe en pointillés), I'activité mesa

est d’environ 5,5 nmol d’ATP hydrolysé/mn/mg detgine.

Il est important de noter que cet effet n'est ppécdique du NaCl puisqu’il est

également observé avec le KCI.

VI-C. Dépendance de la concentration en protéine

L’activité ATPase a par la suite été analysée erctfon de la concentration de
protéine. Dans les conditions utilisées, I'hydrelge 'ATP par YdiB dépend linéairement de
la concentration en protéine, autrement dit, Ratdi ATPase est indépendante de la
concentration protéique, suggérant que les prapwtide monomeres et d'oligomeres sont les
mémes a chaque mesure. Les concentrations utiltkes cet essai n’influencent donc pas

I'état d’oligomérisation de YdiB (figure 48).
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Figure 48: Activité ATPase en fonction de la concentration ® protéine. L'activité enzymatique a éte
mesurée avec des concentrations de YdiB allantald@puM (de 0 a 1,2 mg de protéine) en présenéendis!
ATP et 6 mM MgC}.

VI-D. Dépendance de la concentration en ATP

L’activité ATPase de la fraction monomérique a slété étudiée en fonction de la
concentration en ATP, et les résultats sont repodéns la figure 49 Les points
expérimentaux ont été modélisés a l'aide de I'équnade Michaelis-Menten. Elle permet de
calculer les caractéristiques d'une enzyme ne tfigainne molécule de substrat par molécule

d'enzyme, dite Michaelienne pour cette raison (gosition avec une enzyme allostérique).

L'équation décrivant la vitesse de réaction enziguatest la suivante :

V max X [S]
Ku + [S]
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Avec :

« V,: Vitesse initiale (c'est-a-dire en absence de pitddie la réaction enzymatique
pour une concentration de substrat (en mol/mn)

« Vpax: Vitesse initiale maximale mesurée pour une cotmadon saturante de substrat

(en mol/mn)
« [S]: Concentration en substrat (en mol/L)
- K : Constante de Michaelis spécifique de I'enzymestda concentration en substrat

pour laquelle la vitesse initiale de la réactionégmle a la moitié d\ s« (en mol/L).

Graphiquement, I'équation de Michaelis est une tiygle. En pratique, on détermine
les constantes de I'enzyme Kt Vimax par la représentation en double inverses (repietsem
de Lineweaver et Burk) qui est une droite d'équatigure 4B) :

Les valeurs des parametres cinétiques de YdiBeKVmax, déterminées a partir de la
courbe théorique, sont de 62,1 +/- 4,6 uM et 1¢;9D;47 nmol d’ATP hydrolysé/mn/mg de
protéine (10H), respectivement. Aucune coopérativité n’est ol¥eavec des concentrations
croissantes d’ATP.
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Figure 49: Activité ATPase en fonction de la concentration eATP. A. L'activité enzymatique de la fractio
monomérique de YdiB a été mesurée avec des coatiens d’ATP/MgC} allant de 0 a 2 mM, en présence
145 uM de protéine (10 uM). Les points expérimextant été modélisés a 'aide de I'équation de Matisa
Menten en utilisant le logiciel Grafit. Un seul j¢da données est présenté ici mais des résultaigisas ont été
obtenus a partir de trois expériences indépendamek’équation de Lineveawer-Burk a permis de déteeni
les paramétres cinétiquesy ke 62,1 +/- 4,6 UM et Vax = 10,5 +/- 0,17 nmol ATP hydrolysé/mn/mg ¢

protéines.
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Vil- ETUDES DES MUTANTS

VII-A. Le choix des mutations

La structure tridimensionnelle de I'orthologue déily chezH. influenzagTeplyakov
et al., 2002) a permis de proposer un rble pouaiter résidus hautement conservés dans la
fixation de I'ATP et dans son hydrolyse (voir chepilll-C-1-b dans la partie « Rappels
bibliographiques »). Afin d’étudier plus en détailrdle fonctionnel de quatre de ces résidus,
des mutants ont été construits (tableau 10). Unéradion significative de ['activité
enzymatique d’autres protéines qui hydrolysent PA@ été observée lors de mutations de
résidus similaires (Deyrup et al., 1998; Sato et18l96; Zhou and Rosen, 1999).

Résidu . ; " Résidu le
. Ce que l'on sait sur ce résidu
muté remplacant
Cette lysine, hautement consarvée, du motif A de Walker interagit généralement
avec les groupements phosphates [ et v du nucléotide, ce qui permet de ,
i ) . . - Alanine ou
Lysine 41 | neutraliser les charges négatives du phosphate. De plus, elle forme des liaisons arginine

hydrogénes avec les carbonyles de la chaine prneipale, stabilisant ansi la P-
loop.

Cette thréomne du mohf A de Walker suit la lysine conservée, et mieragit avec
le magnésitm via son groupement hydroxyle. Selon les protéines a P-loop, une Sérine
thréonine ou une sérine peut etre trouvée a cet endroit.

Thréoning
42

Aspartate | Cet aspartate, présent dans le brin 3, lie le magnésium par 1" intermédiaire d’une

. Alanine
80 molécule d’ean.

Glutamate | Ce glutamate, présent dans le brin (4, lie le magnésium directement. Dans la | Alanine ou
106 structure de YjeE, il est 4 proximité du phosphate p de P ADP. aspartate

Tableau 10 : Choix des mutants du site actif.

Comme nous l'avons vu dans le chapitre I|-B-1 damas partie « Rappels
bibliographiques », la liaison du magnésium esfareée par le carboxylate d’'un aspartate,
ou plus rarement d’'un glutamate, du motif B de Walgrésent dans le brigB, selon la
nomenclature définie par Aravind et ses colleglespé et al., 2003). Ce résidu peut lier le
métal directement ou a travers une molécule d’'eadans certaines protéines, il est suivi par
un résidu glutamate qui pourrait agir comme ungkarbase dans la catalyse (voir chapitre |-

B-2-b dans la partie « Rappels bibliographiques »).
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Deux acides aminés acides sont conservés dangeladif de YdiB : I'aspartate 80 et le
glutamate 106. Tous deux lient le magnésium, et den résidus potentiels du motif B de
Walker.

D’apreés la structure de YjeE, la probabilité pouede glutamate 106 interagisse avec
une molécule d’eau nucléophile capable d’attaqaegpHosphatg est faible. En revanche,
I'aspartate interagit directement avec une molédidau qui pourrait agir comme nucléophile
lors de la catalyse. Ceci suggére que le glutasextt le résidu acide du motif B de Walker,
alors que l'aspartate serait plutét le résidu géitple.

Cependant, le motif B de Walker se trouve générafgrdans le brif3 des protéines a P-
loop, et le glutamate 106 se trouve dans le pdnce qui semble contredire la premiére
hypothese. Il a alors été proposé que YdiB setag proche des GTPases que des ATPases
(Teplyakov et al., 2002). En effet, chez les ATRastechez YdiB, le brifi4 se situe entre les
brinspl etp3 contenant les motifs A et B de Walker alors duezdes GTPases, les brigis

et B3 contenant les deux motifs sont adjacents. Slumpate du brig4 appartient au motif

B de Walker chez YdiB, alors les deux brins contédas motifs conservés sont adjacents,
comme chez les GTPases. Le cas de ces deux résidies reste ainsi I'objet d’'un débat de

nos jours.

VII-B. Clonage, expression et purification des mutats

Ces mutants ont été construits a l'aide du kit deagenese selon le protocole décrit
dans le chapitre I-B-9 dans la partie « Matéri¢lmméthodes ». L’ADN matrice utilisé est le
vecteur pET15b-YdiB.

Tous ces mutants ont été purifiés, avec un rendegierilaire a celui de la protéine

sauvage, mais dans des conditions parfois diffésemdiquées dans le tableau 11.
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Temps et
_ - ) ) pH des tampons
Protéines milieu de culture D.O. d'induction température -
. . de purification
d'induction
sauvage LB 0,6 4ha37C pH 7,5
K41A B 1,2 25 T toute la nuit pH 7,5
K41R B 1,2 25 T toute la nuit pH 7,5
T42S LB 0,6 4ha37<T pH 7,5
D80A LB 0,6 4ha37<T pH 7,5
E106A LB 0,6 25 T toute la nuit pH 8,5
E106D B 1,2 25 T toute la nuit pH 8,5

Tableau 11 : Conditions optimales de surexpressiogt de solubilité des protéines sauvage et mutantds

YdiB. Les paramétres suivants ont été étudiés : mdewculture, D.O. d'induction, temps et températ

d’induction, et pH des tampons. Pour chaque sodebe&onditions optimales sont indiquées.

ire

La mise au point de la solubilité du mutant E10&D mrésentée dans la figure 51.

Pour chaque condition, une analyse sur gel SDS/PA&Efractions soluble et non soluble

est réalisée.

Le mutant est insoluble lorsque la culture esefdans du milieu LB alors qu’une partie de la

protéine est retrouvée dans la fraction solubledoe la culture est réalisée dans du milieu TB

(figure 501), le TB étant un milieu beaucoup plus riche (wdapitre I-A-3 dans la partie

« Matériels et méthodes »). De plus, la proporéorprotéines solubles est augmentée lorsque

le pH du tampon de lyse est plus élevé (pH 8,9ufé 5B). Par ailleurs, un meilleur

rendement a été obtenu lorsque les inductions téneffectuées a 25 °C au lieu de 37 °C

(résultat non montre).

Une mise au point similaire a été réalisée poucehales mutants.
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Figure 50: Essai de solubilité du mutant E10D. A. Dans un premier temps les cultures ont été éedis
dans deux milieux différents. De gauche a droiés, pistes correspondent a: bactéries apres inducti
(+ IPTG) ; fraction soluble (S) et fraction insoleb(C) obtenues aprés une centrifugation a basesse.
Lorsque les essais ont été effectués dans du nhiBe(a gauche), toute la protéine se retrouve darwilot
alors que dans du TB (a droite), une partie dertdaéme est présente dans la fraction soluBleAfin

d’augmenter la quantité de protéine dans la padigble, nous avons fait varier le pH du tamporyde. Pour
chaque pH (6 ; 7,5 et 8,5), les parties solublg¢e{solubles (C) ont été déposées sur gel. illa tan kDa)
et la position des marqueurs de poids moléculaoes indiquées sur la gauche. La fleche indiqueokition
de YdiB.

VII-C. Oligomérisation des mutants

Le profil en sortie de chromatographie d’exclusitenchacun des mutants a été étudié.
Les deux mutants de la lysine 41 et le mutant dbrionine 42 se comportent apparemment
de la méme facon que la protéine sauvage en pesc00 mM de NaCl, avec une
proportion de monomeéere majoritaire comparée a tpation de dimeres et multimeéeres
(figure 51) Par ailleurs, la sensibilité aux selst egardée (résulats non montrés).
Curieusement, le mutant de l'aspartate 80, et &sxdnutants du glutamate 106 (résultat
montré seulement pour le mutant E106A) se compbttdalement différemment. En effet,
méme en présence d'une forte concentration saliokgomérisation est trés forte et la
proportion de monomere est minoritaire, voir quasitmulle (figure 51). Ainsi, la sensibilité
aux sels est quasiment perdue puisque les prafitt semblables lorsque I'expérience est

réalisée dans 50 mM NacCl (résultat non montré).
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Figure 51 : Oligomérisation des mutant. Les différentes espéces oligomériques ont ét@réép par chromatographle
X

d’exclusion sur une colonne Superdex 75 dans leleasnutants YdiB D80A, E106A, K41A et T42S ou soe colonne Superde
200 dans le cas du mutant K41R. La colonne a éidilirge dans un tampon Hepes/KOH 50 mM pH 7,5 @ N600 mM. Le

pic a correspond au monomere de YdiB alors que le @stespond a un mélange de dimeres et d’'oligomdgqdus haut poids

moléculaires de YdiB.
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Ces deux résidus acides pourraient étre situéhesode I'interface de dimérisation, et une
perturbation de la charge négative locale affeittémetement I'oligomeérisation. Ce scénario
suggere encore que des interactions de naturecdtatique sont mises en jeu a l'interface du

multimere.

VII-D. Activité enzymatique des mutants

Apres chromatographie d’exclusion dans 500 mM N&3l,fractions monomériques
des mutants K41A, K41R, T42S et DB0A ont été repkgee et leur activitée ATPase a été
mesurée. Pour les deux mutants du glutamate 1Q@fnaumesure n'a pu étre effectuée
puisque la fraction monomeérique est résiduelleagtiesde chromatographie (figure 51).
L’activité a été mesurée en présence de 100 uM B’'AT 100 uM de magnésium ou en
présence de 5 mM d’ATP et 5 mM de magnésium, etdsaltats sont présentés dans le
tableau 12.

Activité ATPase (nmol/mn/mg)
Protéines
100 uM ATP 5 mM ATP

Sauvage 5,2 11,3

K41A 0,1 1,7

K41R 0,5 2,3

T42S 0,4 6,1

D80A 0,3 4,8

Tableau 1Z: Activités ATPases de la protéine sauval et des différents mutant. Les activités spécifiques
de chacune des protéines ont été mesurées sebtpratién décrite dans le paragraphe Il dans laigart

« Matériels et méthodes », et a deux concentrat&EP : 100 uM ou 5 mM.

Comme illustre le tableau 12, en présence de ADd’ATP, l'activité enzymatique de

chaque mutant est quasiment nulle.
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- Mutant de la lysine 41

La lysine du motif A de Walker (ou P-loop) est wsidu trés conservé parmi les
ATPases et GTPases (Leipe et al.,, 2002) dont laationt en différents résidus abolit
généralement toute activité hydrolytique (Deyruplet1998; Schneider and Hunke, 1998).
Dans notre cas, I'activité du mutant K41A est qunesit nulle en présence de 100 uM d’ATP
et tres faible en présence de 5 mM d’ATP, ce quifiome I'importance de ce résidu. Par
ailleurs, ce résultat nous permet de confirmer lguible activité ATPase mesurée pour la
protéine sauvage est bien due a YdiB, et pas eontaminant présent dans la solution. Le
mutant K41R présente, quant a lui, une activité @3ePplus élevée que le mutant K41A aussi
bien a faible qu'a forte concentration en ATP msis activité demeure trés fortement

affectée.

- Mutant de la thréonine 42
L’activité de ce mutant est quasiment nulle en gmés de 100 uM d’ATP mais n’est
pas du tout négligeable en présence de 5 mM d’A€Rjui suggere que la mutation jouerait

sur I'affinité de la protéine pour I'ATP ou pourieagnésium.

- Mutant de l'aspartate 80 :

Comme pour le mutant T42S, le mutant D80A posséeeagtivité non négligeable en
présence de 5 mM d’ATP alors qu'elle est quasienall 100uM d’ATP, ce qui suggere
également que la mutation affecte I'affinité deplatéine pour le nucléotide et/ou pour le
magnésium. Par ailleurs, ce résultat laisse a panse le résidu aspartate serait plutot le
résidu acide du motif B de Walker, puisque si cdue était le résidu catalytique, sa mutation

devrait abolir toute activité enzymatique.
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VII-E. Complémentation

VII-E-1. Description des souches

Afin de déterminer si ces mutants du site actift spables de croitre normalement,
de nouvelles souches ont été construites a partimdtant conditionnel ou la cassette de
résistance a la spectinomycine a été remplacééepg@ne deydiB muté et fusionné a une

cassette de résistance a la kanamycine.

VII-E-2. Construction des souches

Stratégie utilisée
Chaque gengdiB muté (K41A, K41R, T42S, D80A, E106A, E106D) fusiénau

gene de résistance a la kanamycine a été clonélelarecteur pBluescript. Les séquences

présentes en amont et en avalydéB (bornes gauche et droite) ont également été ieséré
dans le vecteur de part et d’autre de la fusionmiugant conditionnel dB. subtilisa ensuite
éte transformé par le plasmide, et une sélectitm kanamycine a forcé la recombinaison
entre les bornes gauche et droite. Les coloniesstaétes a la kanamycine et au
chloramphénicol ont alors été sélectionnées (fige

Les oligonucléotides ont été choisis de facon @eeydiB soit en phase avec le cadre de
lecture. Par ailleurs, 'ATG dgdiC se trouve a la fin dgdiB puisque les deux genes se
chevauchentydiC étant un géne essentiel cligzsubtilis(Hunt et al., 2006; Kobayashi et al.,
2003), la fin du genegdiB a été incluse dans la borne droite afin de ne gmapécher
I'expression deydiC lors de la création du knock-out gdiB. Il pourra ainsi étre exprimé
grace au promoteur du géne de la kanamycine, dimpdrtance du sens d’insertion de la

cassette.
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Figure 52 : Construction des mutants du site actif de YdiB das B. subtilis. Les lettresa a h représentent les
amorces, décrites ci-aprés dans le tableau 13pmfupermis I'amplification des différents insertes bornes
gauches et droites apparaissent en gris clair.otaebdroite contient la fin du géneiB représenté par une zor
hachurée et la quasi-totalité du gé&C représenté par une zone rayée. Une fois consthgiue plasmidg
pBluescript a été linéarisé, puis transformé darsolche mutante conditionnelle Blesubtilis La recombinaison

entre les bornes gauche et droite a donné liesiawnouvelles souches.

Amplification des inserts
Les séquences en amont et en avaldiB (bornes gauche et droite) ont été amplifiées

par PCR a partir de ’ADN chromosomiqueBlesubtilis
Le géne de résistance a la kanamycine a été ohmmés amplification a partir du plasmide

pUC19. Le geéne a été amplifié avec son promotensi ajue son site de liaison aux

ribosomes.
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Enfin, chaque géngdiB muté a été amplifié par PCR a partir de 'ADN geasmides
construits par mutagenése dirigée: pEVHEB K41A, pET15ydiB K41R, pET15-
ydiBT42S, pET15¢diB D80A, pET15ydiB E106A, puis pET15iB E106D.

Les amorces oligonucléotidiqgues utilisées sont guéés dans le tableau 13.
L’amplification a été réalisée grace a la polymér&NT selon le protocole décrit dans le
chapitre 1-B-2 dans la partie « Matériels et médwsd, permettant d’introduire des bouts

francs aux extrémités 5’ et 3’ de chaque fragmé&kDil.

Sites de
insert ADN matrice oligonucléotides restriction
introduits
ADN génomigue | & S-GEAAGGATCCATCGGTTCTTCTGCAGCAGGGC-3 BamHI
Borne gauche de B. subtili
C 5. subtiils b. ¥-GUTCGULCCHGGUG T TAAACG ITUACCCGIUCTTAT I TAAAA TG-3 smal, Pmel
ADN génomique | & ¥-GAGCGGGAAATTACCTTTACTG-3
Borne droite ) il
de . suhiilis d. 5'-GCAAGCATCCCCTAAAAACAAAACACGGOCGS-Y Bamlll
Cassctie _— e S-CTGGTATTTAAGGTTTTAGAATGC-3
. puc
kanamycine T 53-CTAAAACAATTCATCCAGTAAAAT-?
g S-ATGGTGAAGCAATTAAAATGGAGA-3
YdiB PET-15b
h 5-TCAATTGCTAATATTGTCATGTCT-3'

Tableau 13 : Amorces oligonucléotidiques utilisées pour la cation des mutant:. Les oligonucléotides
sont nommés par des lettresadah. Les couples d’amorcesgb, c/d, e/f etg/h ont permis I'amplification dej
la borne gauche, de la borne droite, du géne distagse a la kanamycine et du géne ydiB muyté,
respectivement. Les amorces sens sont représgraékss lettres, c, e, etg, et les amorces anti sens par les
lettresb, d, f, eth.
Chaque oligonucléotide posséde au moins 20 basas pgesmettre un appariement optimal avec I'AON
matrice. Les sites de restrictions apportés samigees : BamHI (GGATTC), Smal (GCCCGGGC), et Pnjel
(GTTTAAAC). Le codon STOP dans I'amorce anti-semsdeydiB est représenté en gras.

Clonage des différents inserts dans le plasmidee®iript

Apres digestion du plasmide pBluescript par Smakyme présente dans le site de
clonage du plasmide et capable de générer des brantss, la borne droite a été insérée.
L’insertion de la borne va interrompre I'expressidhnpeptide lacZ’, empéchant les bactéries
transformées par le plasmide de digérer le X-Galjtd dans le milieu. Ainsi, en présence
d’'IPTG et du substrat artificiel, les bactériesnulaes, c'est-a-dire possédant le plasmide avec
la borne droite insérée, ont été facilement sé&noges. Ensuite, le sens d’insertion de la

borne a été vérifié par PCR.
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Dans un second temps, le plasmide a été digéreEquirV, enzyme également présente dans
le site de clonage du plasmide et capable de gédésebouts francs. La borne gauche a pu a
son tour étre insérée, puis sa présence et sorsessrtion ont été verifiés par PCR.

L’amorce oligonucléotidique anti-sens (b) de lar@gauche a permis d’introduire les sites
de restrictions Smal et Pmel a I'extrémité 3’, géné encore une fois, des bouts francs apres
digestion. La cassette de résistance a la kanamgcété insérée apres digestion du plasmide
pBluescript par I'enzyme de restriction Smal, eaaqire géne dediB muté a été inséré apres
digestion du plasmide par Pmel. Apres vérificatilbnsens d’insertion des genes, chacun des
six vecteurs pBluescript a été linéarisé par digasgtnzymatique puis transformé dans le KO
conditionnel deydiB. L’addition de kanamycine dans le milieu de cudtua permis de

favoriser la recombinaison homologue entres leadsgauche et droite (figure 52).

VII-E-3. Croissance des souches sauvage et mutantes

Les différents mutants du site actif ont été cékiavec ou sans xylose, pendant une
nuit a 30 °C. Comme prévu, tous les mutants pousseprésence de xylose, mais seuls les
mutants T42S et E106D sont capables de restaueercnmissance normale en absence de
xylose (figure 53) au bout d'une nuit a 30 °C. Tous lesants sont capables de croitre au
bout de deux jours, comme la souche délétée (aksuibn montrés).

Les mutants de la lysine en alanine et en argirsaet incapables de croitre
normalement, ce qui confirme I'importance de cediesDe méme la mutation de I'aspartate
en alanine réduit considérablement la croissaneemutant de la thréonine 42 en serine
n'affecte pas la croissance, ce qui nous laissegraque le groupement hydroxyle de la sérine
est capable d’interagir avec le magnésium ou qtte aeteraction n’est pas indispensable.
Enfin, la mutation du glutamate 106 en aspartatdtare pas la croissance alors que sa
mutation en alanine ne permet pas une croissanc@af® montrant I'importance du
groupement carboxylate pour la fonction de YdiB.

Si le comportement du mutant E106D est le mé@métro etin vivo, c'est-a-dire s'il forme
principalement des oligomeras vivo, alors ceci suggere que la forme oligomériquelast
forme fonctionnellen vivo puisque ce mutant est capable de croitre normaler®a ne peut
cependant pas exclure que tres peu de formes moigoiee suffisent a la fonctionnalité de

'enzyme.
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Xvlose + +

Figure 53: Croissance des souches satge et mutantes deB. subtilic. Chacune des souches a été étalée| sur

des boites LB/agar supplémentée ou non en xylaggicubée une nuit a 30 °C.

Pour vérifier que les protéines mutées sont bigirieées, un Western blot a été
réalisé a partir de la fraction soluble des lysischaque mutant. La figure 54 montre que
dans toutes les souches, YdiB est retrouvé danfafdgion soluble et que le niveau
d’expression est sensiblement le méme que darmukhe sauvage. L'absence de croissance
des mutants K41A, K41R, D80A, et E106A n’est doas du a une absence d’expression, ni
vraisemblablement a un mauvais repliement de laépm car une quantité de protéines

mutantes semblable a celle de la protéine sausigeteouvée dans la fraction soluble.

WT K41A K41R T42S D80OA E106A E106D

Anticorps anti-YdiB

Figure 54 : Expression basale de la protéine YdiB sauvage ouutée. Toutes les souches ont été cultivé

es
dans les mémes conditions. Le niveau d'expressi@giéaexaminé sur des fractions solubles de pratéjne
séparées sur gel SDS-PAGE 14% d'acrylamide, élwarnsférées sur membrane de nitrocellulose, puis
immunodétectées par des anticorps anti-YdiB, etlé&s par chimioluminescence. Un contréle a étésééan
parallele avec des anticorps dirigés contre lagmet TagD qui est impliquée dans la voie de bid®se des
acides téichoiques de la paroiBlesubtilis
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VIIl. RECHERCHE DES PARTENAIRES PROTEIQUES DE YdiB PAR
LA TECHNIQUE DE « PULL-DOWN »

Nous avons établi des conditions expérimentalesn@ant de surexprimer la protéine
a un niveau élevé, et de l'obtenir sous forme delulhes conditions optimales de

solubilisation dessT-YdiB-(His)s sont présentées dans le tableau 14.

Temps et
. - _ ) i pH des tampons de
Parametres : milieu de culture D.O. d'induction température o
] ] purification
d'induction
LB 0,6 4ha25<T pH 8,2

Tableau 14: Conditions optimales de surexpression et de soliiié de GST-YdiB-(his)s Les parametres
suivants ont été étudiés : milieu de culture, DdOnduction, temps et température d’induction, &t des

tampons.

Grace aux deux étiquettes, la protéine a pu étréigmien deux étapes, par une
chromatographie d’affinité sur gel de Nickel-ag&;gsuis par une chromatographie d’affinité
sur billes de glutathion-agarose. Ce protocole defipation, tres efficace, nous a permis
d’obtenir la protéine & un niveau de pureté trésfagsant (figure 55). De plus, les produits
de dégradation provenant de protéolyses duNde¥minal ont été éliminés sur la colonne de
nickel et les produits de dégradation provenanpieéolyses du cot€-terminal ont été
éliminés sur la colonne de glutathion.

Par ailleurs, toute la purification a été réaliagec laGST-(his) seule, dans les mémes

conditions, afin d'utiliser cette protéine commetamoin lors de la co-purification.

1 2 Figure 55 : Analyse électrophorétique sur gel de
116 polyacrylamide 12% Les puits correspondent a: (&¥T-
66 (His)s ; (2) GSTYdiB-(His)s. La taille (en kDa) et la position

des marqueurs de poids moléculaires sont indigeaesa
45 4 W +— GST-YdiB-(His), gauche. Les fléches indiquent les positions desx deu

35 - protéines.

25 - «— GST- {His),
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Les billes couplées @ST-YdiB-(His)s 0u aGST-(his) ont été incubées en présence de la
fraction soluble d’'un lysat cellulaire d& subtilisdans plusieurs conditions (pH différents,
présence ou absence d’ADP). Idéalement, les pesté@B. subtilisqui interagissent avec la
protéine d’intérét sont retenues sur la colonnapeés lavage, elles sont co-éluées avec la
protéine d’intérét. Comme Vlillustre la figure A6aucune bande additionnelle n’a pu étre
détectée sur le gel. Nous avons alors décidé ajghilyser tout I'éluat et de le resuspendre
dans un volume plus petit afin de concentrer lesgomes au maximum. Les résultats obtenus
sont présentés dans la figureB56eule une condition est montrée puisque les param

utilisés ne semblent pas avoir influenceé les imtéwas potentielles.

A B
1 2 3 1 2

116 o 116'

66 - 66 -

45 - i 4— GST-YdiB-(Hi | — GSTVdiRAL

- iB-{His); 45 T GST-YdiB-(His),
i 35-

25 - b |

5. 25_“ = GST-(His)s

14 - 18-

Figure 56 : Co-purification de la protéine recombirante GST-YdiB-(His)s avec ses partenaires potentiels d¢
B. subtilis A. Analyse sur gel SDS/PAGE des fractions a différert@pes de la co-purification. Les pults
correspondent a : (1) fraction non retenue suolanme de glutathion-aguose aprés incubation ¢ediine
GSTYdiB-(His)s avec I'extrait deB. subitilis; (2) lavage de la colonne de glutathion-agard$® Elution de la
colonne de glutathion-agarose. La fleche indiquedsition decsT-YdiB-(His)s. B. Analyse sur gel SDS/PAGK

des fractions de [I'élution de la colonne de glutatragarose aprés concentration des protéines| par
lyophilisation. Les puits correspondent a: (1) tlBin de la protéine témoigsT- (Hisy ; (2) Elution de la
protéine d'intéréGsT-YdiB-(His)s et ses partenaires potentiels. Ces derniers soigLiés par des fleches bleugs.
Les mobilités électrophorétiques dedar-YdiB-(His)s et de laGST-(His) sont indiquées sur la droite. La taille

(en kDa) et la position des marqueurs de poids cotdées sont indiquées sur la gauche.

Les bandes détectées ont été analysées par spétrteorde masse réalisée en
collaboration avec le laboratoire de Jérdbme GaunC&A de Grenoble et une recherche
bioinformatique a permis d’identifier plusieurs {@snaires potentiels présentés dans le
tableau 15.
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Masse |Nombre de
Partenaires potentiels Fonctions moléculaire| peptides
(Da) fragmentés
. . Détruit les radicaux produits a l'intérieur de la
Superoxide dismutase . R
cellule, toxiques pour les systen| 22476 2
(sodA) : :
biologiques.
Rédut directement les especes réactiveq
l'oxygéne (hydroperoxides) en utilisant
Thioredoxin peroxidase |thioredoxine comme donneur d'hydrogeq 20 614 2
(ahpC) Son expression est induite par un choc
thermique, un stress salin, un stress oxy
Ou une carence en glucose.
Protéine de stress général induite par un
Protéine de stress générathermique, un stress salin, un stress oxyqd 20 550 2
(yceD) une carence en glucose ou un mat
d'oxygene.
Protéine ribosomale de la sous-urb&S qui
Protéine ribosomale L1 |se lie directement sur I'ARNr 23S. Elle 24 776 4
(rplA) localisée a proximité du site de liaison|au
ribosome du facteur d'élongation Tu.
Protéine ribosomale de la sousité 30S. Ellg
e se lie & 'ARNm dans le ribosomds, le
Protéine ribosomale S3 i L :
positionnant ainsi pour la traduction. Hlle 24 186 3
(rpsC) .
forme un complexe avec les protéines S1i
S14.
Protéine non caractériséeFonction inconnue mais apparentée AUX ) o L
(yvyD) protéines ribosomales.
: . Intervient dans la voie de biosynthése
Urydilate kinase e
nucléotides. Elle catalyse la phosphorylal 5g 066 2
(pyrH) . :
de I'UMP pour donner de I'UDP.
Orotate Intervient dans la voie de biosynthese | oo 1
phosphoribosyliransferasgnycl¢otides, et notamment dans | la
(pyrE) biosynthése de 'UMP.
Protéine végétative 296 28 881 1

Appartient a la famille des transporte

(yurY)

ABC.

Tableau 15: Partenaires potentiels dessT-YdiB-(His)s révélés par co-purification suivie d’'une analyse pa

spectrométrie de masse et d'une recherche bioinforatique. Les protéines sont classées en trois catégories :

protéines de réponse a un stress, les protéinesoritales, et les protéines impliquées dans la mibége de

nucléotides. En revanche, la protéine végétatierZ9possede aucun lien avec les autres partenderasies.

Plusieurs catégories de protéines partenaires fempeuvent étre repérées dans ce

tableau :
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- Des protéines impliquées dans une réponse a wssseggéerant que YdiB pourrait
intervenir en réponse a une agression ou a unaagaen nutriment ou oxygéne. Ce scénario
pourrait expliquer pourquoi la protéine n’est paseatielle en milieu riche.

- Des protéines ribosomales, suggérant que YdiBagieavec le ribosome.

- Des protéines impliquées dans la voie de biosyetdes'UDP, suggérant que YdiB
catalyse une réaction intervenant dans cette vétabolique.

- Enfin, une protéine appartenant a la famille desdporteurs ABC a été identifiée

mais n’a aucun lien avec les autres, donc estamrdfablement un artefact.

Ce travail est préliminaire, des contrdles sontersaires et I'expérience doit étre
répétée pour valider la méthode. Le contrble réadigec |aGST-(his) n'est pas idéal dans ce
cas puisque la plupart des bandes séquencéespmrdesit potentiellement a des partenaires
de YdiB migrent au méme endroit quedaT-(his) (figure 57).

Les interactions entre YdiB et les partenaires maks mis en évidence par cette
approche devront étre confirmées par d’autres tqakein vitro, par résonance plasmonique

de surface (Biacore), an vivo par transfert d’énergie de fluorescence (FRET)egample.

Par ailleurs, deux études chzcoli ont identifié des partenaires potentiels de YjeE
(Arifuzzaman et al., 2006; Butland et al., 2005).
Emili et son équipe ont intégré directement danshlemosome une cassette d’ADN, portant
un marqueur de sélection et une étiquette TaC¢erminal deyjeE L'avantage de cette
méthode est que la protéine étiquetée est soumtedte de son propre promoteur, donc elle
est exprimée a un niveau endogene. Par ailleursagerap posséde deux domaines : un
domaine de fixation des immunoglobulines G de Egine A et un domaine de liaison a la
calmoduline. La co-purification de YjeE et de sest@gnaires peut donc se faire en deux
étapes, en utilisant des billes couplées aux immglobalines de la protéine A, puis des billes
de calmodulines. L’élution de la premiere coloneefat en traitant avec la protéase TEV
(pour « Tobacco Etch Virus ») dont le site de coame trouve entre les deux domaines du
tag, et la seconde élution se fait par ajout d’EOBAtland et al., 2005).
Mori et ses collegues ont utilisé une approcheédifite, semblable a la notre, de co-
purification mais avec une étiquette polyhistidineans ce cas, I'expression de la protéine a
été induite par ajout d'IPTG et la co-purificatigiest faite sur colonne de nickel-agarose
(Arifuzzaman et al., 2006).
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Dans les deux études, les protéines éluées omtnélgsées sur gel SDS/PAGE puis

séquencées en spectrométrie de masse ou analysssendent en spectrométrie de masse

sans passer par I'étape d’élect

rophorese.

Les deux approches, ont permis de mettre en éwdphisieurs partenaires potentiels de

YjeE, présentés dans le tableau 16. Cependantpaymotéine commune n’est détectée dans

les deux études. Par ailleurs, le réseau d'interactde YjeE et ses partenaires possibles est

vaste comme illustré par la figure 57.

Partenaires potentiels

Fonctions

Protéine chaperone
(dnak)

Joue un rble essentiel dans linitieti de la réplication d
ADN du phage Lambda. DnaK est également implid
dans la réplication de I'ADN chromosomal. Enfinle
participe activement a la réponse a un stress bgp®tique.

uée

(U

Chaperone 60
(mopA/groEL)

Chaperone qui empéche le mauvapliement des protéin
et qui favorise le bon assemblades peptides non repli
générés dans des conditions de stress. Lors d'oc
thermique, elle est phosphorylée de fagon réversibl

Glutamate décarboxylase
(dceb/gadB)

Convertit le glutamate en gammainobutyrate e
consommant un proton du milieu intracellulaire |oles |3
réaction. Ce systeme aide a maintenir un pH intitdage
qguasiment neutre quand les cellules sont exposédes
conditions acides extrémes.

Protéine ribosomale S2
(rs2/rpsB)

Protéine ribosomale S2 de la sous-unité 30S.

Protéine ribosomale S3
(rs3/rpsC)

Protéine ribosomale S3 de la sous-unité 30S. HEldiesal
'ARNmM dans le ribosome 70S, le positionnant apwir laj
traduction. Elle forme un complexe avec les pree S10 €
S14.

Protéine ribosomale S5
(rs5/rpsE)

Protéine ribosomale S5 de la sous-unité 30S g& jourolg
important dans la fiabilité de la traduction aves protéine
S4 et S12.

Protéine ribosomale S11
(rs11/rpsK)

Protéine ribosomale S11 de la sausté 30S qui interag
avec les protéines S7 et S18

Protéine ribosomale S1
(rsl/rpsA)

Protéine ribosomale S1 de la sous-unité 385 lie 3
ARNmM, et par conséquent facilite la reconnaissamiu
point d’initiation.

Protéines ribosomales L7/L17
(r17/rplL)

Protéines ribosomales L7 et L12 de la soogé 509
pessentielles pour la fiabilité de la traduction. 7 L12
forment un dimeére et I'association de deux dimetede |3
protéine L10 va former un complexe stable.

Protéine ribosomale L14
(r114/rpIN)

Protéine ribosomale L14 de la sous-unité 50S quiliés
directement a I'ARNr 23S. Dans le ribosome 70%, edit e
contact avec I'ARN 16S de la sous-unité 30S.
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Adenylosuccinate synthetasg
(purA)

pIntervient dans la voie de biosynthése des nuclés)
notamment celle de 'AMP.

Protéine de dégradation de
I'acide phenylacétique
(paaB)

Impliquée dans la dégradation de l'acide phényilzwet et
est activée par le récepteur de 'AMP cyclique.

Protéine de dégradation de
I'acide phenylacétique
(paal)

Impliquée dans la dégradation de l'acide phényilunét et
est activée par le récepteur de 'AMP cyclique.

Glyceraldehyde-3-phosphatg
dehydrogenase A

Catalyse la réaction :
D-glycéraldéhyde 3-phosphate + phosphate + NAD

(93pl/gapA) — 3-phospho-D-glyceroyl phosphate + NADH.
NH(3)-dependent NAD(+)
synthetase Impliquée dans la voie de biosynthése du NAD.
(nadE)
Methlo?rlr?eeté;/nthase Impliquée dans la biosynthése de la méthionine.

Formate acetyltransferase
(pfiB)

Catalyse la réaction :
Acetyl-CoA + formate—» COA + pyruvate

Lipoprotéine hypothétique
(yaeF)

Précurseur d'une lipoprotéine hypothétique

Protéine hypothétique
(yieN)

Protéine hypothétique
(yiiD)

Acyltransferase putative.

Protéine hypothétique
(vieF)

Protéine hypothétique
(rimB ou yjfH)

Kinase putative.

Appatrtient a la famille des ARN methyltransferases.

Sulfurtransférase
(sirA ou yhhP)

Petite protéine de liaison a I'ARN
croissance normale.

requise pour

Tableau 1€: Partenaires potentie
apparaissent en bleu ont été identi

par Mori et ses collegues (Arifuzza

réponse a un stress, les protéines

4éme

protéines en six catégories. Les trois premierefgoaies sont celles décrites précédemment : Lagipes de

catégorie regroupe les protéines impliquées dassvdies métaboliques variées, et 4°5assemble leg
protéines de fonction inconnue. Enfin les deux iees protéines, RimB et SirA, ont servi d’appaumpq

capturer YjeE, a l'inverse de toutes les autresgmes qui ont été copurifiées avec la protéin€EYgdquetée.

Is de YjeE révélés par deux études différente. Les protéines qui
fiées par Evndon équipe, alors que les autres protéinestérnténtifiées

man et al., 2@&land et al., 2005). Dans ce tableau, nous sxetassé leg

ribosomaltes ptotéines impliquées dans la biosynthése déatiges. La
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Comme lillustre le tableau 16, nous retrouvonsxdprotéines chaperones GroEL et
DnakK, impliquées dans une réponse a un stress. @eemplusieurs protéines ribosomales
ont été identifiees, et notamment la protéine S3adsous-unité 30S, également mise en
évidence par notre approche de co-purificationrésanche, une seule protéine est impliquée
dans la voie de biosynthése des nucléotides, dellAMP. Par ailleurs, deux protéines sont
impliguées dans la dégradation de I'acide phéntilaoe et toutes les protéines restantes ne
possedent pas de liens communs évidents.

Ces observations nous permettent d’émettre desigges quand au rble des protéines
YdiB/YjeE. Les deux hypothéses les plus vraisenibialsont l'intervention de la protéine
lors d’un stress, et un rdéle dans la fonction thesome. Cependant, bien que les deux études
sur YjeE ne soutiennent pas vraiment I'hypothéséadearticipation de la protéine dans la

voie de biosynthese de 'UDP, on ne peut pas eadatte possibilité.

rimb_ecoli
\ mete_ecoli
) deeb_ecolijaai_scoli
nade_ecoli \ J /
\ rsd etol'i

paab_ecoli pura;etoh

r7_ ecoll
sirLecoli‘:: \ //
\ o // 14 _ecoli

g3pl_ecoli —————— yjtt ecoli——"
= rs2_ecoli
\\ -
— /7 ~
chf0_ econ \ wen ecoli
\
rsl_ecoli / \

.

P J viid_ecoli
rsS_ecoli / ‘ \

i dnak_ecoli
rs3_ecoli pflb_ecoli

yief_ecoli

Figure 57 : Réseau d'interactions de YjeE et ses partenairggotentiels chez E. co. Les partenaires
figurant dans ce schéma ont été mis en évidenc&pdli et son équipe d'une part, et par Mori et spn
équipe d'autre part, et sont classés dans le taéa(Arifuzzaman et al., 2006; Butland et al., 200
Toutes les protéines ont été copurifiées avec Yoek d'expérience de « pull-down » ou YjeE est jap
excepté pour SirA et RimB ou YjeE est la proieASirnon seulement été copurifiée avec YjeE maisiajs
avec la protéine ribosomale L7 et la glycéraldéR3gshosphate déshydrogénase qui ont égalemeni été

copurifiées avec YjeE. D'apres le site watp://www.ebi.ac.uk/intact/search/do/search
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La notion d’essentialité est trés discutée en Mimiogie. L'essentialité d’'un gene est
habituellement étudiéein silico en se basant sur la conservation du géne, ou
experimentalement en étudiant la croissance dwekkout » dans un milieu riche. Chez les
bactéries, les genes essentiels sont plus consgueéles non essentiels, ce qui souligne leur
contribution pour le bien-étre du micro-organisnderdan et al., 2002). En revanche, des
études ont montré que tous les genes conservésedgéisome ne conduisaient pas forcément
a des phénotypes létaux lors de leur inactivati@mng et al., 2005), alors que leur persistance
suggere que la perte de tels géenes est létaleesuntrisible pour la bactérie. Ces génes,
appelés « conservés non essentiels », peuvent jouedle crucial lorsque la bactérie doit
faire face a des conditions hostiles, ce qui molgselimites des techniques expérimentales
pour définir I'essentialité d’'un gene (Fang et 2005). En effet, il est difféerent pour une
bactérie de pousser dans des conditions de lalreraawec des métabolites fournis en
abondance et de survivre dans la nature, en campétivec d’autres organismes pour des
ressources limitées. Les génes définis comme ésiseexpérimentalement le sont seulement
dans les conditions utilisées en laboratoire, -@edite sur un milieu défini et en absence
d’agression et de carences, pourtant omniprésems ld nature. La conservation d’'un géne
dans la majorité des bactéries est donc un crit&agur pour classifier les géenes comme
essentiels, méme si leur délétion n'’empéche pasetoent la croissance de la bactérie lors

des expériences réalisées en milieu riche.

Une étude basée sur l'incapacité a invalit#iB a initialement défini ce géne comme
essentiel cheB. subtilis (Kobayashi et al., 2003) et une conclusion simela été donnée
pour le gene orthologue ch&z coli, yjeE (Allali-Hassani et al., 2004; Freiberg et al., 2D0
En revanche, un mutant délété viable a été obtéwenmment, remettant en question
I'essentialité deydiB (Hunt et al., 2006)Nos résultats sont en accord avec cette derniere
étude mais montrent clairement que la croissanck d®uche délétée en milieu riche est
fortement affectée comparée a celle de la souaneaga. Selon la définition de Danchin et
ses collegues exposée ci-dessus (Fang et al., ,2008%t alors clair queydiB et ses
orthologues, conservés dans quasiment toutes dbérigs, peuvent étre classifiés comme des

génes essentiels.

Un des résultats majeurs décrit dans ce manustriaeapacité de YdiB et de YjeE
de E. coli a former des homo-dimeres et des homo-oligomi@restro, et probablemenn

vivo. Cette conclusion est soutenue par I'étude d’Eetikes collegues, dans laquelle ils ont
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découvert que YjeE interagissait avec lui-méme Ildtsne approche de co-purification
(Butland et al., 2005). D’un autre c6té, YjeE Heinfluenzaea été cristallisé sous forme de
monomere, que ce soit dans sa forme apo ou dafsrsa liée a 'ADP et au magnésium
(Teplyakov et al., 2002). Pourtant, il est peu pimb que cet homologue se comporte
differemment de YdiB étant donné la forte identit®& séquence partagée entre les deux
protéines. Une explication plausible est que lee$foconcentrations salines utilisées pour la
cristallisation des deux formes de la protéineempéché I'oligomérisation de YjeE, comme

c’est le cas pour YdiB.

La capacité a dimériser ou a oligomériser est uneri@té de nombreuses protéines
(Park et al., 2001). Dans le cas des enzymes, catdetéristique est généralement associée a
I'aptitude a réguler étroitement l'activité catadyie, expliquant probablement 'effet négatif
de I'oligomérisation sur l'activité ATPase de YdiBar ailleurs, les concentrations salines,
qui affectent I'état d’oligomérisation de Ydih vitro, appartiennent a la gamme de
concentrations physiologiques de sels trouvés dbezsubtilis (Teixeira de Mattos and
Neijssel, 1997), ce qui rend possible un effet deduhation de I'activité enzymatique de
YdiB in vivo.

L’effet prononcé de la force ionique sur I'oligons@tion de YdiB suggére que les
interactions entre les difféerents monomeres imggurincipalement des résidus polaires ou
chargeés. Cette hypothéese est renforcée par |gdait’activité ATPase du dimére incubé a
37 °C augmente plus rapidement que lorsqu’il esuli@ a 4 °C. Ce phénomeéne est
vraisemblablement d0 & un équilibre vers le monemépuisque les interactions
électrostatiques sont rompues a des températueggesdl (Lebowitz et al., 1994). De plus
I'oligomérisation des mutants des résidus acide®) Bt E106, ou la charge négative est
perturbée, est fortement affectée.

Ceci pourrait expliguer pourquoi les oligoméres, est particulier les dimeéres, sont
partiellement résistants a la dissociation par RSSEn effet, si les interfaces entre
monomeres sont stabilisées par un réseau d’intenagbolaires, incluant des résidus chargés
négativement, alors linteraction de l'interfacemérique avec l'agent dénaturant charge
négativement serait défavorable. Un tel scénaré&téaproposé pour Ig-glycosidase de la
bactérie thermophil&ulfolobus solfataricugGentile et al., 2002). Par ailleurs, la structure
tridimensionnelle de YjeE révele la présence d’onoee de résidus relativement conserves en
dehors du site de liaison au nucléotide, incluast acides aminés chargés négativement dont

la chaine latérale est orientée vers I'extérieigu(e 58). Cette zone, composée de patches

152



Discussion

hydrophobes et de patches hydrophiles, pourragt@éage une partie de I'interface entre deux
monomeres. De plus, la dispersion de petites Zoydr®phobes entourées de régions polaires
rappelle les interfaces les plus couramment renéest(Larsen et al.,, 1998). Ces résidus
conserves feront I'objet d’une étude plus approfembur déterminer s’ils appartiennent a

cette interface.
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Figure 58 : Conservation des résidus dans la séquence et ddasstructure 3-D de YjeE. A. La figure a été

réalisée grace au logiciel Consddty://conseq.bioinfo.tau.ac)l La séquence de YjeE d influenzaea

servi de modéle et 200 séquences de ses homoltpuphis proches (incluant YdiB) ont été utilispesir
générer un alignement et calculer le score de ceaisen de chaque résidu. Les figurBset C ont été

réalisées grace au logiciel Consunftp://consurf.tau.ac.)/avec la structure 3-D de YjeE d#& influenzae

(PDB: 1HTW), et les résultats ont été visualisésn eutlisant le logiciel Jmol

(http://molvis.sdsc.edu/fgij/index.hfimLes résidus suspectés d’'appartenir a l'interfattee deux sous-unité

sont indiqués dans la figuR et sont repérés par une étoile verte sous laeségude la figurd. Une partie
de la molécule d’ADP est également montrée danfdasesB et C. Le code de couleur utilisé est le mérn

dans les trois cas.
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Comme le décrit ce manuscrit, YdiB posséde unddaibtivité enzymatique (10
néanmoins significative puisque un mutant de lang/gonservée du motif A de Walker est
quasiment inactif. De plus, cette activité est enoad avec la faible activité ATPase de
I'homologue de YdiB chezE. coli (12 h'; (Allali-Hassani et al., 2004)) ou chez
H. influenzae(25 h' ou 1,2 ' selon les auteurs ; (Allali-Hassani et al., 200dplyakov et
al., 2002)).

Par ailleurs, ce mutant de la lysine 41 dévoile armessance similaire a celle de la souche
délétée, suggérant que l'activité ATPase est nagespour une croissance normale. De
méme, la croissance du mutant de l'aspartate 8, ldtivité enzymatique est faible, est
tres affectée. De facon contradictoire, le mutaatla thréonine 42, dépourvu d’activité
enzymatique a faible concentration en ATP, est ldapde croitre. Ce phénoméne pourrait
s’expliquer par le fait que la croissance a été&&esur un milieu riche, ou les conditions les
plus favorables pour la cellule sont trouvées, @t gonséquent, ou le niveau d’ATP est
optimum. Or nous avons vu que ce mutant est acwitro lorsque le taux d’ATP est plus
élevé.

Il est intéressant de noter que mutant E106D, sjupencipalement sous forme oligomérique
in vitro, et donc probablemeirt vivo, est capable de croitre normalement. Ceci sugpéee
la forme oligomérique serait la forme fonctionnettevivo. Cependant, nous n’avons, a ce

jour, aucune donnée sur son activité enzymatique.

De nombreuses ATPases sont connues pour s’oligeenéxil’intérieur de la cellule.
C'est le cas des protéines AAA (Lupas and Marti02), des hélicases (Lohman and
Bjornson, 1996), ou encore des protéines SIMIBlifeeet al., 2002), telles que ParA ou
MinD (voir chapitre II-C dans la partie « Rappeiblingraphiques »). Ces ATPases couplent
I'hydrolysent de I'ATP a une fonction cellulaire,am cette activité est souvent faible en
absence de partenaires (protéine, ADN, membrane...).

Jusqu'a présent, la fonction cellulaire de YdiBEjeaeste floue mais il est
vraisemblable que I'activité¢ ATPase de cette ndaevelasse de protéines soit stimulée en
présence d'un partenaire physiologique, encore identifie. Dans cette optique, il serait
intéressant d’étudier comment I'état d’oligoméiisatde YdiB est affecté par ce partenaire. Il
est possible que la protéine soit peu active sousd de dimére ou de multimére car le site
catalytiqgue est masqué. Nous pouvons alors imagjner dans des conditions particulieres,
un partenaire va interagir avec YdiB et va dissobadigomere ou changer sa conformation

de facon a rendre le site accessible au nucléatidendre la protéine plus active.
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Les expériences de « pull-down » réalisées avest YArifuzzaman et al., 2006;
Butland et al., 2005) ou YdiB suggérent que cett#gne pourrait intervenir en réponse a
une agression ou a une carence en nutriment ouenorygCe scénario pourrait expliquer
pourquoi la protéine n'est pas essentielle en miliehe. Dans des conditions normales, elle
serait sous forme de multimeres donc peu activis, you stress quelconque pourrait entrainer
la dissociation de la protéine pour la rendre actét essentielle afin de lutter contre
I'agression.

Une deuxiéme possibilité découlant des expériedees pull-down » est que YdiB interagit
avec le ribosome. L’interaction avec le ribosomeurpmit alors moduler [I'état
d’oligomérisation de YdiB, et donc son activité ymatique.

Il serait alors intéressant de confirmer toutesimgsractions mises en évidence par « pull-
down », et de voir si les partenaires potentiel#t slifférents en présence de faibles ou de

fortes concentrations salines.

En se basant sur la distribution phylogénétiqudadtamille « YjeE like », trouvée
chez toutes les bactéries excedgcoplasmaet Ureaplasma Teplyakov et ses collégues ont
suggéré qu’elle jouait un role dans la biosynthdsda paroi cellulaire (Teplyakov et al.,
2002). Cette hypothése est renforcée par le fataipez les protéobactériggeE est souvent
dans le méme opéron qaeiB, qui code pour une amidase impliquée dans le laggades
peptidoglycanes, et les deux genes sont transmmgemble cheE. coli (Tsui et al., 1994).
Cependant, des preuves expérimentales sont ngessafin de confirmer le réle cellulaire de
YdiB/YjeE.
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Nous avons établi des conditions expérimentales@iant de surexprimer YdiB avec
une étiquette polyhistidines a un niveau élevé dhegoli, et un protocole tres efficace de
purification a été mis au point. Par cette méthddest possible de purifier cette enzyme avec
un rendement pouvant atteindre 40 mg de protéinétgade culture bactérienne.

Apres avoir montré I'importance de la protéine aingle la bactérie par la création
d'une souche délétée et par I'étude approfondiesalecroissance, nous avons tenté de
caractériser le mécanisme de fonctionnement adlecmoléculaire de YdiB. Nous avons
alors étudié I'état oligomeérique de YdiB grace aglehnique de chromatographie d’exclusion
de taille et d’ultracentrifugation analytique. Gggproches nous ont permis de démontrer que
YdiB existait sous forme d’équilibre en solutiontrenmonomeéres et oligomeres, et que cet
equilibre était influencé par la concentration rsali A I'avenir, l'effet du pH sur
I'oligomérisation sera étudié. Nous suspectonsmgi’zone de résidus conservés chez YdiB et
ses homologues appartienne a l'interface dimériquegs résidus feront I'objet d’une étude
plus approfondie. Certains d’entre eux seront muged’oligomérisation des différents
mutants sera étudiée. De méme, nous avons entarasistalliser la forme dimérique de
YdiB, en collaboration avec Laurence Serre (InstitiBiologie Structurale, Grenoble).

De facon intéressante, I'activité ATPase de la ®mmonomérique s’est révélée étre
trois plus élevée que l'activité ATPase de la fordimérique/multimérique. Ces activités
enzymatiques sont tres faibles mais néanmoinsfigtives puisque I'activité d’'un mutant
de la lysine conservée du motif A de Walker estsguant totalement abolie. D’autres
mutants des motifs A et B de Walker ont été créésue état d’oligomérisation ainsi que leur
activité enzymatique ont été analysés. Seule Vaétdu mutant du glutamate 106 n’a pu étre
mesurée car sa purification sous forme monomerggtigproblématique et une mise au point
est nécessaire.

Par ailleurs, I'étude de la croissance des diffSrenutants du site actif de YdiB a
révélé que l'activité de I'enzyme semble étre ngaes pour permettreB subtilisde croitre
normalement.

Une recherche des partenaires protéiques de YdiBrmaapproche de « pull-down »
a suggeéré un role de la protéine lors d’'un stredsien une interaction avec le ribosome. Une
des perspectives intéressantes de ce travail seralaher, surexprimer et purifier les
partenaires potentiels identifiés et les interaxgtiseront étudiées par différentes approches :
in vitro en marquant chacun des deux partenaires puriiésupe sonde de fluorescence
différente et compatible pour visualiser un trartsfde fluorescence entre les deux

fluorochromes ou par la technique de résonancenplaisjue de surface (Biacorein;vivo en
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confirmant I'expression simultanée des deux pairehgar PCR quantitative et en visualisant
leur co-localisation cellulaire par la techniquetdmnsfert de fluorescence (chacun des deux
partenaires étant fusionné en tandem a une prdté@orescente différente et compatible pour
le transfert de fluorescence, comme la GFP et YPP)erme, il sera intéressant de
comprendre comment la faible activité enzymatiquel'état d’oligomérisation de YdiB

pourraient étre modifiés lors d’'une interaction@ua ou plusieurs partenaires potentiels.
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SUMMARY

Characterization of ‘unknown’ proteins is one oé tthallenges of the post-genomic
era. Here, we report the study of thacillus subtilis YdiB, which belongs to an
uncharacterised class of P-loop ATPases. Preclstiateof geneydiB yielded a mutant with
much reduced growth rate compared to the wild-tsgpain. In vitro, purified YdiB was in
equilibrium among different forms, monomers, dimargl oligomers, and this equilibrium
was strongly affected by salts; high concentrabbiNaCl favored the monomeric over the
oligomeric form of the enzyme. Interestingly, th&Pase activity of the monomer was ~ 3
times higher than that of the oligomer, and the omoer showed &, of about 60uM for
ATP and aVpmax Of about 10 nmol/min/mg proteinscfk~ 10 hY). This low ATPase activity
was shown to be specific to YdiB because mutatibanoinvariant lysine residue in the P-
loop motif (K41A) strongly attenuated this rateigdimerisation was also observed with the
purified YjeE fromE. coli a YdiB orthologue. Importantly, formaldehyde &dmking
revealed that YjeE formed, at least, dimers insidebacteria suggesting that oligomerisation

might regulate the function of this new class atpins.

178



Publications

INTRODUCTION

With the advent of the post-genomic era, the sifientommunity has to face the
tremendous challenge to assign a biological raleeéxh protein in every organism (Galperin
and Koonin, 2004). This task is even much moregtaking for the uncharted (or unknown)
proteins because they aeriori unrelated to any previously characterised cellfdaction.
Yet, it has been estimated that these unknown ipsotecount for approximately one third of
each genome, emphasizing the need to fully charsetthem (Roberts, 2004; Tatusetval,
2000).

In most living cells, one of the major classes witgins is the P-loop (or Walker A
motif: G/AX,GKT/S; (Walker et al, 1982)) NTP hydrolase since it amounts to 10 t& 18
all gene products (Kooniet al, 2000). These proteins are quite versatile, istergth many
different classes of proteins of different foldsidaoften play essential roles in the cell
(Brown, 2005; Parlet al, 2001). As such, uncovering the role of newly wartdd bacterial
proteins with a P-loop motif, not found in humamsl avidely distributed in the prokaryotic
kingdom, represent an important first step towdingssearch of new antibacterial compounds
(Brown and Wright, 2005). One family of proteingtlsuits these criteria and for which little
information is yet available is the Uncharacterig&dtein Family (UPF) 0079 of the Swiss-
Prot database (http://www.expasy.org/). This famgyrepresented by YdiB imBacillus
subtilis or YjeE in eitherE. coli or Haemophilus influenzaeand recently YjeE fronH.
influenzaehas been targeted for the search of new antimarabmpounds {Lerner, 2007
#44}. Early investigations suggested that this grotvas essential i&. coli and inB. subtilis
(Allali-Hassaniet al, 2004; Freiberget al, 2001; Kobayashet al, 2003), however, more
recently, the ‘essentiality’ ofdiB in B. subtilishas been questioned (Hwttal, 2006). InH.
influenzae the intracellular concentration of YjeE was abamtdenough to be detected by a

proteomic approach (Langeat al, 2000). YjeE purified from eitheE. coli or H. influenzae
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possessed a very low, but significant, ATPase igtjllali-Hassaniet al, 2004; Teplyakov

et al, 2002), and as part of a structural genomic ptpgpe 3D structure of YjeE frorHl.
influenzaewas solved either in an empty form (apo-enzymejnoromplex with ADP-Mg
(Teplyakov et al, 2002). Apart from the classical P-loop motif foumn many NTP
hydrolases (Geourjoet al, 2001; Sarastet al, 1990), this protein displayed a unique ATP-
binding fold unrelated to any known ATPases or GSEBaand thus formed a new family of
enzymes (Teplyakowet al, 2002). Recently, it has been shown that high copystA,
encoding an uncharacterised response regulatoral@go suppress the growth phenotype of
YjeE depleted cells ifE. coli, though the functional connection between the pnateins is
still unclear (Campbelet al, 2007).

Here, we have revisited the dispensabilityydiB in B. subtiliswith the construction
of both a conditional knock out and a deletion mutén addition, YdiB was overexpressed in
E. coli and purified for the first time to homogeneity bBythree-step procedure and the
properties of the protein were studied. In paracuidiB was shown to elute from a size-
exclusion chromatography as a heterogeneous mixitirmonomers, dimers and higher
molecular weight oligomers and this propensity liganerise was confirmed by different
techniques. Pure recombinant YdiB exhibited a loWPAse activity that was abrogated by a
mutation of an invariant lysine in the Walker A ifiotand this mutant was unable to
complement a conditional knock out mutantyafiB. Interestingly, the oligomerisation of
YdiB affected its ATPase activity and cross-linkiegperiments using the YdiB orthologue

from E. coli, YjeE, supported the likelihood that this procesght also occuin vivo.
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RESULTS

A ydiB deletion strain grows slowly on a rich mediunContradictory results have been
reported regarding the essentiality of YdiBBnsubtilis(Hunt et al, 2006; Kobayashet al,
2003), and so here we have re-investigated thistpéi conditional knock out strain was
created using a method previously described (Bhmaetsal, 2001). Geng/diB was deleted
from its original wild-type location on the chronomse and a rescue copy was placed under
the control of a tightly regulated xylose-inducileomoter at theamyE locus (amyE::ydiB
Cm ydiB::spel Figure 1 shows a comparison of the growth oletin a rich medium for the
wild-type B. subtilisand the conditional knock out mutant. After a sheg period (~ 3 h), the
wild-type grew steadily to reach a plateau at ~hl&or the conditional knock out mutant
grown in the absence of inducer, a large increasled lag phase (~ 8 h) and a decrease in the
growth rate during the exponential phase were @bsgerAdditionally, the mutant reached a
lower final cell density compared to the wild-tygeddition of a low level of inducer (0.02%
xylose), did not affect the lag in the growth raftehe mutant but significantly increased the
final cell density although to a lower level thaidatype. A higher concentration of inducer
(2% xylose) strongly reduced the lag period (~ 4ind permitted a nearly normal growth rate
of the mutant. These results suggested that Ydi8 ‘diapensable’ iB. subtilisalthough we
could not rule out that a slight leak of the proemanight account for the slow growth of the
mutant observed in the absence of inducer. Thexgfoe attempted to make a disrupyedB
mutant by transformation of the wild-ty@® subtilis strain with genomic DNA from the
conditional mutant, followed by a spectinomycinestion. Our efforts resulted in the creation
of a disrupted/diB mutant strain (inset Figure 1), which grew vemywdly in a rich medium,

at a rate comparable to that of the conditionalamuin the absence of xylose. This showed
that the presence of YdiB was not essential tagtiogvth of B. subtilisin a rich medium, but

rather that the expression of YdiB was requirechfmd growth of the bacterium.
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Purification of recombinant YdiB TheydiB gene fronB. subtiliswas cloned into a pET15b
vector allowing the fusion of a poly-histidine tag the N-terminus of the protein, and
recombinant YdiBissy was over-expressed iB. coli and purified in soluble form. The
expression level of wild-type YdiRss) was high (Figure 2, lane 1), and the purificatizas
carried out in two successive steps of chromatdyragking advantage of the low pl of this
protein (5.42 for the His-tagged protein) and @& thetal chelating properties of the histidine
tag. A yield of 20 to 40 mg of protein per litre otilture was routinely obtained and
SDS/PAGE analysis suggested that the purified réoment protein was nearly homogenous

(Figure 2).

YdiB forms oligomers To further increase the purity of the protein, a@esexclusion
chromatography was employed. As shown in figufe 8diB was resolved as two major
peaks during this step. Pedk (fractions 25-28) eluted at the volume expected the
monomeric form of YdiB (~ 20 kDa), whereas peakfractions 18-22) corresponded most
likely to a mixture of dimers of YdiB and oligomeo$ higher molecular weights. That YdiB
was indeed the major protein found in all thesetioas, from peaka andb, was confirmed

by a coomassie-stained SDS-PAGE (FiguB® &nd by a western blotting using an anti-his
antibody (Figure B). Interestingly, samples from peakmigrated in the SDS-PAGE as a
mixture of YdiB monomers and SDS-resistant dimeFéis surprising result was confirmed
using the anti-his antibody and suggested that s¥ai8 dimers maintained quaternary
structure despite the harsh conditions of sammearation and electrophoresis (exposure to
3% SDS in the loading buffer and 0.1 % SDS in thening buffer). When either peakor b
was re-chromatographed on gel filtration, two majeaks were again observed suggesting
that, in solution, YdiB existed as an equilibriugtlween monomers and oligomers of higher

molecular weights (data not shown). Further supfmrthis conclusion came from analysis
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of the fractions obtained from the gel filtratiosing native PAGE (Figurel3. Under these
conditions, and as expected, fractions from peéR0-22) contained a mixture of oligomers
of YdiB of different sizes that migrated as a laddé species of increasing molecular
weights. Oligomers were also observed when frastioom peakb (25-26) were analyzed,
using native PAGE, which due to their elution tinfiesn the size exclusion chromatography
were expected to contain only the monomeric formYdiB. Again, this suggested an
equilibrium among monomers and oligomers, and thatinter-conversion of the different
molecular species of YdiB occured rapidly, on arshime scale. A control was performed
where the Histag was removed from YdiB by proteolytic cleavaggng thrombin (as
checked by SDS-PAGE due to a different size oftélgged and untagged YdiB) and this did
not modify the behaviour of the protein which stiligrated as a mixture of monomers and
dimers/oligomers on gel filtration (data not shoyst)owing that the presence of the gteg

did not influence the equilibrium.

The oligomerisation of YdiB is modulated by the tsabncentration. Purified YdiB was
analysed by size-exclusion chromatography overgelaalt concentration, ranging from 20
to 300 mM of NaCl (Figure 4). In the presence ofi28l NacCl, an elution profile similar to
that seen in figure 3 was obtained, except thafitsiepeak was clearly split into a doublet of
peaks. The presence of this doublet, reflectingdbeurrence of two main populations of
oligomers of YdiB, was sometimes observed dependmghe batch of purified YdiB used.
Increasing the concentration of salt progressivetiuced the amount of material recovered in
the doublet while it increased the quantity of YdimBcovered in the second peak.
Simultaneously, this second peak was slightly stiftowards a longer elution time. This
progressive shift in the elution time suggested #hdow salt concentrations, there was a fast

equilibrium between monomeric and dimeric formsYafiB. On the other hand, in the
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presence of a high concentration of salt, the mammniorm of YdiB appeared much more
stable and was therefore eluted from the colungh#yi later than at low salt concentrations.
To further characterise the oligomeric species &mnby YdiB, an analysis was

undertaken by analytical ultracentrifugation. Ddtam a typical sedimentation velocity
experiment is shown in Figure 5 where the analysis performed in the presence of 500 mM
NaCl. The experimental points (FiguréA)swere fitted by a theoretical curve and the
goodness of the fit was verified by both the ranijodistribution of the residual values and
the low values of the residuals (Figuf®)5This indicated that a reliable model was obtdine
for the sedimentation velocity experiments. Accogdto this model, most of the protein (~
54%) sedimented with a value of 0.85 S (Figu@®), orresponding to one species with a
mass of 20 kDa, in agreement with that predictedtie monomer. Two additional peaks
were obtained at 1.45 S (~ 22%) and 2.3 S (~ 168&6)esponding to the predicted masses of
the dimer (40 kDa) and tetramer (80 kDa), respebtjvand a very faint peak around 3.2 S
(presence of some oligomers of higher moleculaghtsi ~ 8%). The lack of additional peak
at sedimentation coefficient of up to 10 S indidatieat the protein did not form aggregates.
The proportion of each species under various Na@hcentrations was studied by
sedimentation velocity experiments. As expectethftbe results previously obtained by size-
exclusion chromatography, Figure 6 shows thataheistrength has a profound effect on the
oligomerisation properties of YdiB monitored by bigal ultracentrifugation. At a low salt
concentration (20 mM NacCl), the monomeric form @B’ was a minority since it amounted
to less than 10% of YdiB species, while there wasralar proportion of dimer and tetramer
(~ 40% each). Higher salt concentrations progre$gireversed this situation. When the salt
concentration reached about 150 mM NaCl, a statolegotion of each species was observed,
with 50 to 60% of YdiB being monomeric, and ~ 2586 a 15% of YdiB being dimeric and

tetrameric, respectively. It must be noted that #ffect was not salt-specific since it was also
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observed using other salts such as KCl| oS (data not shown). Overall, these results
show the importance of the ionic strength in motiogathe quaternary assembly of the

protein.

The oligomerisation of YdiB affects its ATPase aaty. Previous reports have shown that
orthologues of YdiB, namely YjeE from eithEr coli or H. influenzae exhibited a very low
ATPase activity (Allali-Hassaniet al, 2004; Teplyakovet al, 2002). Therefore, we
investigated whether YdiB frorB. subtilisalso displays an ATPase activity and, given its
propensity to oligomerise, we evaluated how thacpss might affect YdiB ATPase activity.
For this purpose, a high salt concentration wasduskiring the size-exclusion
chromatography to resolve at best the fractionsnohomers from dimers/oligomers, and
these two fractions were immediately assayed ferr tATPase activity using an enzymatic-
coupled assay system. In this assay, the hydrolgGi&\TP is directly coupled to the
disappearance of NADH monitored by the decreasptial density at 340 nm, and the ADP
produced is immediately converted back to ATP; #lisws to maintain a constant level of
ATP while preventing the product-inhibition by tW®P produced and thus to sustain an
initial rate of ATPase activity over several miraitéJsing a saturating concentration of ATP
(5 mM, see below), the rate of ATP hydrolysis wdmw three times higher for the
monomeric fractions as compared to the dimers/olgs fractions (11 and 3.5 nmol/min/mg
proteins, respectively). It is important to noteréhghat this magnitude very probably
underestimates the true difference in ATPase agtheétween the two fractions, because on
the time scale of this experiment, we could notvené some inter-conversion of the
dimers/oligomers into monomers after the size-esiolu chromatography step. Indeed, when
the ATPase activity of the dimers/oligomers was itovad at different times after the gel

filtration, a progressive increase of the activitgs observed (data not shown). We have been
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unable to stabilize the oligomeric state(s) of YdiBspite investigating a wide variety of
experimental conditions (various temperatures andiféerent salts or buffers), precluding a
thorough characterisation of the ATPase activityttog fraction. On the other hand, the
ATPase activity of the monomeric fraction was ratsiable over the time. Nevertheless, our
ultracentrifugation experiments (Figure 6) indichtkat even at a high salt concentration (500
mM NacCl), the monomer represented no more than 60%e whole population of YdiB.
Therefore, it is likely that after the recoverytbé monomeric fraction of YdiB from the gel
filtration, a fast equilibrium was reached where tfnue’ monomer amounted to ~ 60% of the
whole population of YdiB.

With the oligomeric fraction unstable over time, Weeused our attention on the
ATPase activity of the monomeric fraction. Firgs, rule out the possibility that this low
activity was due to contaminant(s), several costmre performed. Addition of 1 mM GTP
instead of ATP gave a very slow rate of hydrolysiggure A, dashed line), similar to that
obtained when no nucleotide was added (not showut)much lower than that measured in
the presence of ATP (Figuré/plain line). This indicated that the ATPase attimeasured
in the presence of YdiB was neither due to sometacoimants bearing a NADH
dehydrogenase activity nor caused by some GTPasgmenhaving a residual ATPase
activity. In addition, a YdiB variant was createtieve the conserved Walker A lysine residue
was mutated to an alanine (K41A), and the mononfeaition of the variant was purified as
for the wild-type with both a similar yield, degretpurity and oligomerisation state (data not
shown). This K41A variant exhibited an extremelwl|&TPase activity (Figure A, dotted
line) as compared to the wild-type enzyme, barelyva the background level, showing that
this substitution led to an inactive enzyme. Thenefthe ATPase activity measured with the
wild-type enzyme can be confidently attributed moir@rinsic property of YdiB. Furthermore,

the native ATPase activity of YdiB was required ftg cellular function since the K41A
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mutant failed to complement a conditional knock oydiB (data not shown), as previously
observed with a similar mutant of YjeE frden coli (Allali-Hassaniet al, 2004).

The ATPase activity was then analysed as a funafdhe concentration of YdiB. A
linear dependence was observed between the r&&&Rhydrolysis and the concentration of
the monomeric fraction of YdiB, suggesting that thege of YdiB concentrations used in this
assay did not influence the oligomerisation statédB (data not shown). Then, the ATPase
activity of YdiB was studied as a function of ATBncentration and the results are reported
in Figure B. The values of the kinetic parametdfs, and Vimax Were determined from the
fitted curve as being 62.1 + 4.6 uM and 10.5 = hinbl ATP hydrolysed/min/mg proteins

(keat~ 10 KY), respectively.

YjeE, the YdiB orthologue fromE. coli, also forms oligomersin vitro. In order to
investigate whether the oligomerisation of YdiB wasunique property of th8. subtilis
enzyme or, instead, if it was a common propertyreshavith other members of the same
family, YjeE fromE. coli was purified as previously described (Allali-Hasset al, 2004).
When about fug of purified YjeE and YdiB were loaded onto a matPAGE, both proteins
were resolved as a ladder of several bands comdgppto different states of oligomerisation
(Figure 8). It should be noted here that in thisdkof electrophoresis, one cannot directly
compare the profile of migration of the two progibecause the migration is not strictly
proportional to the size of the protein (or itgyoliners) as it depends also on the charge of the

protein (Speeet al, 1995).

YjeE likely forms oligomersn vivo. We then asked whether this class of proteins cem fo

oligomersin vivo. To investigate this, a formaldehyde cross-linkapgproach was used. This

small reactive molecule, capable of polymerizatioan be used in whole cells to reflect
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protein-protein interactions as they ocaurvivo (Peters and Richards, 1977). Furthermore,
the cross-linked products formed can be destroyed bubsequent heating of the samples.
Figure 9 shows the results obtained when cells esgimg YjeE treated with 1%
formaldehyde for various times, were analysed byYs $SIAGE and immuno-detected using
anti-YjeE antibodies. YjeE was present in all taenples, as expected, and migrated with an
apparent molecular mass of ~ 17 kDa (Fig. 9, ldnés 4) and this band was the only one
revealed in the control experiment (lane 1). Anitaidal band with an apparent molecular
mass of ~ 35 kDa, corresponding approximately ¢éoekpected size of a dimer of YjeE, was
detected immediately after formaldehyde addition &8 intensity increased after 1 h of
incubation (lane® and3, respectively). This band essentially disappeafezt a subsequent
step of boiling (lane 4) showing that it was indekde to a cross-link by formaldehyde. A
minor band corresponding putatively to a tetranagpérent molecular weight of ~ 60 kDa)
was also detected right after formaldehyde addifi@ne 2) but this band seemed to vanish in
the sample incubated during 1 h (lane 3). Surgyigihowever, in this 1 h incubation, a band
with a quite large molecular weight, not capabl@efetrating through the gel, was detected.
This species too disappeared after the subsequdirigbstep (compare lane 3 and 4). This
might possibly correspond to a high molecular weagsembly of YjeE which was revealed
only after 1 hour of incubation in the presencdarsfmaldehyde. If this were the case, it is
possible that just after formaldehyde addition, edetramers belonging to larger oligomeric
assemblies were immediately cross-linked (lane &) dfter the 1 h incubation period,
additional cross-links led to the disappearancehef tetramer and, concomitantly, to the
occurrence of larger molecular weight cross-linkpecies. The smear observed in lanes 2
and 3 also warrants some comments here. Theseesppoesumably corresponded to
oligomers (dimers or higher molecular weight spgcieross-linked more than once with

formaldehyde.
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DISCUSSION

Gene dispensability has been a recurrent queshomhe post-genomic era of
Bacteriology. TheydiB gene was initially defined as being essentiaBinsubtilisbased on
failed attempts at gene disruption (Kobayashal, 2003). More rigorous studies i coli
led to an essential designation for orthologuouseggeE (Allali-Hassani et al, 2004,
Freiberget al, 2001). Most recently, however, a viable knock wwitant ofB. subtilisydiB
was reported suggesting thatiB was notstricto sensusessential’ (Huntet al, 2006). Our
results agree with this latter study but clearlgwslthat aydiB knock out mutant is profoundly
impaired for growth compared to the wild-type straihus, the notion of ‘essentiality’ for a
gene deserves perhaps another boundary thanguaiility to allow some growth, or not, on
a defined medium, and this point has been thorgqudldcussed recently by Danchin and
colleagues (Fangt al, 2005). Accordingly, the conservation of a gen@agithe majority of
bacteria, even if proven nonessential for growthriech laboratory media, is grounds to
classify a gene as critical to cellular viabilitfhese type of genes, called ‘persistent
nonessential’, might play a crucial role when baatbave to cope with hostile conditions
especially in the wild where they thrive under bied conditions while they compete with
other microbes. Considering this definition, itclear thatydiB or its orthologues, which are
conserved in almost all bacteria, have criticalutito currently elusive functions in bacterial
physiology.

A key discovery reported here is the propensityydiB and YjeE to form higher
oligomersin vitro, and possiblyn vivo. In support of this conclusion, it is noteworthat
using a tandem affinity purification tag approaBlitland and co-workers found th&t coli
YjeE interacts with itself (Butlandt al, 2005). On the other hand, crystal structuresjeEY
from H. influenzae either the apo- or the ADP-Mg bound enzyme, wstiewn to be

monomeric in the crystal (Teplyaket al, 2002). It is worth noting that both structureseve
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however obtained in the presence of a high conatoitr of salts, shown here to discourage
the oligomerisation of the YdiB protein.

The salt concentrations that affected the oligosagion status of Ydiln vitro appear
to be in the range of the physiological concergratf salts found ifB. subtilis(Teixeira de
Mattos and Neijssel, 1997), consistent with a gmesmodulating effect on the ATPase
activity of YdiB in vivo. Because high ionic strength has a profoundly teg&ffect on the
oligomerisation of the protein, this suggests taathe molecular level, interactions between
different monomers mainly involve charged, or pol&sidues. This feature might explain
why the oligomers, notably the dimers, of YdiB weeetially resistant to SDS. Indeed, if the
interfaces between monomers were stabilized bytaank of polar interactions, including
negatively charged residues, this would possibdultein an unfavourable interaction with
SDS thereby leading to SDS-resistant oligomersh&uscenario has been proposed before
for the B-glycosidase from the hyperthermophilic bacteriBulfolobus solfataricugGentile
et al, 2002). Interestingly, the 3-D structure of Yjerh H. influenzagevealed the presence
of a patch of relatively conserved residues, inclgdsome negatively charged amino-acids,
outside of the ATP-binding site, and we proposd th& might constitute in one of the
monomer, part of the interface between two monorgtaggire 10).

The ability to dimerise or oligomerise appears & & common property of many
proteins (Parlet al, 2001). In the case of enzymes, this feature meigdly associated with
the ability to tightly control the catalytic actlyj and this may explains the apparent negative
effect of the oligomerisation reported here on Afd?ase activity of YdiB. Many ATPases
have been shown previously to function as oligonmesgle the cell, including for instance
the AAA proteins (for ‘ATPase Associated with marellular Activities’; (Lupas and Martin,
2002)), the ParA superfamily involved in bacteiMA segregation (Barillaet al, 2005) or

MinD which spatially regulates cell division & coli (Hu et al, 2003). When these ATPases
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couple ATP hydrolysis to a given cellular functidineir ATPase activity is usually low in the
absence of the cellular partner (e.g. membrane daomponents for members of the
secretion NTPase superfamily (Crowthedral, 2005)) or the physiological substrate (e.qg.
DNA for helicase; (Wonget al, 1996)). As shown here, YdiB has a low ATPasevagt(~

10 hY) consistent with the low activity reported prevsgufor YjeE form eitheiE. coli (12 K

! (Allali-Hassaniet al, 2004)) orH. influenzae(1.2 h' or 25 K according to the authors;
(Allali-Hassani et al, 2004; Teplyakovet al, 2002)). Until now, the cellular function of
YdiB/YjeE has remained elusive but it is likely thhe low ATPase activity of this new class
of protein will be stimulated by the presence efphysiological partner, once identified. In
this regard, it will be of interest to check hove thligomerisation status of YdiB will affect
the interaction with its partner. Based on the pbghetic distribution of the YdiB/YjeE
family in all bacteria excepWlycoplasmaandUreaplasmait has been suggested that it plays
a role in the cell-wall biosynthesis (Teplyakev al, 2002). In support of this hypothesis,
yjeE is present in some species in the same oper@am#& which encodes for an amidase
involved in recycling of peptidoglycan, and bothnge are transcribed together tn coli
(Tsui et al, 1994). Using different co-purification approachesidentify protein-protein
partners on a wide genomic scale, two recent studiported several but different putative
protein partners for YjeE i&. coli, making thus difficult to rationalize the possilflaction

of this protein inside the cell {Arifuzzaman, 20685; Butland, 2005 #25}. Clearly, further
experimental evidence will be required in ordedezxipher the cellular role of the bacterial

YdiB/YjeE family.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Construction of disrupted and conditional knock omutants ofydiB and growth curves.
The conditional knock out mutant was constructednisgrtion of a second copy gdliB at
theamyElocus using the plasmid pSWEET (Bhavsaal, 2001), and by replacingliB with

a spectinomycin resistance cassette. The additioogy is under the control of a xylose
inducible promoter. ThgdiB disrupted mutant strain was obtained by transftoneof the
wild-type B. subtilisstrain with the conditional knock out mutant gemoiDNA, followed by

a spectinomycin selection. The full depletion of iFdwas checked using anti-YdiB
antibodies obtaineftom Cocalico Biologicals (Reamstown, PA, USA).

The growth of different strains was monitored abbofes. The strains were grown
overnight on LB (Luria-Bertani) plates at 30 °C. &wcolony from each plate was used to
inoculate an overnight liquid culture. On the faliag day, the cells were diluted into 20D
of LB medium in a 96-well microtitre plate at aritial ODgoo nm Of about 0.001. Samples
were incubated at 30 °C with shaking at 250 rew/far 26 h and the Ofgy n\mwas measured
at different timesFor the conditional knock out strain, a growth geml in the presence and

in the absence of xylose was performed to assesadicer dependence in liquid media.

Construction of the overexpression plasmid pET1thiB . ydiB was amplified by PCR using
B. subtilis DNA with the following primers : 5'-
GGGGCTCAGACAATTGCTAATATTGTCATGTCTAC-3 and 5'-
GGGCATATGGTGAAGCAATTAAAATGGAGAAC-3 with the underlined segnces
corresponding to the restriction sites of Blpl aNkl, respectively, and the stop codon being
in bold, and were cloned subsequently into the Bipd Ndel sites of pET15b (Novagen). The
resulting plasmid (pET154diB) encodes for the YdiB protein fused atNigerminal end to a

Hiss tag followed by a thrombin cleavage site. A variahYdiB (K41A) was constructed
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with the Quick Chand®' site directed mutagenesis kit (Stratagene) usiegpET15b-YdiB
expression vector as a template. To screen fotip@silones, oligonucleotides were designed
to introduce the desired mutation and to simultasBointroduce a new Nael restriction site
(in bold character) without modifying the protein egsience: 5-
GGGCGATTTAGGTGCCGGCGCAACGACTTTTACGAAAGG-3' (the mutated bases are
underlined). A second primer was used with a complgary sequend® this first primer.
The correct sequences of wild-type and mutant gevere verified by DNA sequencing

(Genome express, France).

Production and purification of YdiB.E.coli strain BL21(DE3) (Novagen) was transformed
with the plasmid pET15kdiB. Cultures in 1 litre of LB medium with 10@g/ml ampicillin
were grown at 37 °C until the QBnmreached 0.6, induced by 1 mM isoprofyb-
thiogalactopyranoside, and further grown for 4 bliwere harvested by centrifugation, and
were resuspended in 20 ml of lysis buffer (50 mMp&EKOH, pH 7.5, 10 mM NaCl, 5 mM
B-mercaptoethanol) supplemented by 1 mM Phenyl Meth@ulfonyl Fluoride (PMSF), 5
UM leupeptine and BIM pepstatine A. The lysate was disrupted twice&0Q0 p.s.i. in a
French press apparatus, and cell debris were @@ll®t centrifugation at 9,000fgr 30 min

at 4 °C. The clarified lysate containing YdiB wastf purified by an anion-exchange step: 10
ml of DEAE cellulose slurry (Sigma), equilibrated liysis buffer, was added to the clear
lysate, and the solution was mixed gently at 4860 min. The resin was then washed three
times with a washing buffer containing 50 mM Hep&H, pH 7.5, 50 mM NaCl and 5 mM
B-mercaptoethanol, and beads were resuspended eluéion buffer containing 50 mM
Hepes/KOH pH 7.5, 5 mN3-mercaptoethanol and 500 mM NaCl, and incubatecthi8Oat 4
°C. After centrifugation, the supernatant was aidd andloaded onto a nickel chelate

chromatography (Qiagen) at 4 °C. The column (Ecomofrom Biorad) was allowed to drain
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(flow-through fraction), washed with 100 ml buffesntaining 50 mM Hepes/KOH pH 7.5, 5
mM B-mercaptoethanol, 300 mM NaCl and 20 mM imidazahel luted with a buffer
containing 50 mM Hepes/KOH pH 7.5, 5 mBAmercaptoethanol, 100 mM NaCl and 250
mM imidazole. The purified protein was precipitatd55% ammonium sulphate and stored
at 4 °C. Using this procedure, 20 to 40 mg of Ydi&s routinely recovered. The purity of the
recombinant protein was analysed by 14% polyacrglargel and the protein concentration
was determined by the Bradford protein assay (Cssimaalus, Pierce), using bovine serum
albumin as a standard.

Before use, the precipitated protein in ammoniuipteate was centrifuged 15 min at
15, 000 g and 4°C, and the pellet was resuspentedan appropriate buffer for the size

exclusion chromatography step (see below).

Size exclusion chromatography.Size exclusion chromatography experiments were
performed at 4 °C on a Superdex 75 column (AmersBayaciences), equilibrated with 50
mM Hepes/KOH, pH 7.5, containing different concattbns of NaCl as indicated. The
samples were centrifuged for 10 min at 18, 0@ ¢ °C prior to loading 50l aliquots onto
the column at a protein concentration between 1 &nchg/ml. Elution profiles were
monitored by recording the QB nmusing a flow rate of 0.5 ml/min and different fliaas
were analysed by SDS/PAGE and used for enzymasigyas For calibration, bovine serum
albumin (67 kDa), ovalbumin (43 kDa), and chymosimogen (25 kDa) were used as
molecular weight markers (gel filtration calibratiokit LMW from Amersham GE

Healthcare).

Proteolytic cleavage using thrombifthe pET15b plasmid allowed the fusion of adt&g

followed by a thrombin cleavage site at ti¢erminal end of the protein. When indicated, the
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Hiss-tag was removed by incubation of 3 mg of YdiB w2 units of thrombin at 4 °C for 2
hours. Nickel-agarose resin was then incubated thighmixture for 30 minutes. The solution
was spun and the supernatant containing the YdaBepr without any tag and the thrombin

was used for gel filtration experiments.

SDS-PAGE and Western Blot analysdsor the SDS-PAGE, the basic procedure was that of
Laemmli (Laemmli, 1970), using a 14% (w/v) acryldmiresolving gel, with a 4 % stacking
gel. Gels were stained with 0.2% Coomassie BrillBiie. Western-blot analyses were
performed with either rabbit polyclonal anti-Yjemtidodies (dilution 1/10000) or rabbit
polyclonal anti-YdiB antibodies (dilution 1/10000jaised by Cocalico Biologicals
(Reamstown, PA, U.S.A.). To detect his-tagged pmetehe SuperSignal West HisProbe Kit

(Pierce) was used, as described by the manufacturer

Native gel electrophoresisNondenaturing PAGE was performed using a disnaotis

buffer system. The resolving gel contained 370 mi8/HCI, pH 8.8, 14% acrylamide, 0.1%
TEMED, and 0.1% ammonium persulfate. The stackielgcgntained 70 mM Tris/HCI, pH
6.8, 4% acrylamide, 0.1% TEMED, and 0.1% ammoni@msplfate. Gels were run in 50 mM
Tris/HCI, pH 8.4 and 400 mM glycine at constantreat (20 mA/gel) for 3-4 h at 4 °C, and

then stained with 0.2% Coomassie Brillant Blue.

Ultracentrifugation analysis In order to remove ammonium sulphate and obtpprapriate
NaCl concentration, precipitated YdiB samples wayan and pellet were re-suspended in a
desired buffer and then equilibrated in the samé&ebwsing a PD-10 column (from
Amersham). Sedimentation velocity experiments weeeformed using a Beckman XL-I

analytical ultracentrifuge equipped with an AnTitailo Samples and appropriate buffers
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(400l and 430ul, respectively) were loaded into their respectihannels in double-sector
ultracentrifuge cells and run at 45 000 rev./mid 8C. Scans were recorded at £Qn The

Sedfit programm continuous distribution c(s) analygSedfit: http://www.analytical

ultracentrifugation .coin(Dam and Schuck, 2004; Schuck, 2000) allowed# the data by

generating the sedimentation distribution profiles.

Mass identification of each peak was done by sgluime sedimentation equation:
s.6mtn.Rh = M, = M(1-0.vp), where s is the sedimentation coefficient ofahalysed species,
with calculated solvent viscositynand density § and estimated protein mass M and
specific partial volume y Considering YdiB as a globular protein, the Ssokadius Rh could
be estimated by: Rh = 1.27 Rg {Damaschun, 1993 #6¢ gyration radius Rg was deduced

from the known structure of YjeE (PDB: 1f9).

ATPase assay

An enzymatic assay was used which couples the eegton of ATP from the ADP produced
to the conversion of phosphoenolpyruvate (PEP)ytavate by pyruvate kinase (PK) and the
conversion of pyruvate to lactate by lactate debgenase (LDH). Hence, one mole of ATP
hydrolysed is directly converted to one mole of NADxidized to NAD, and the ATPase
activity is monitored by the disappearance of NAfdHowed at OR4o nm A typical reaction
mixture (750pul) contained 50 mM Hepes/KOH, pH 7.5, 30 mM KClmM PEP, 40ug/ml
PK, 20pug/ml LDH, 0.4 mM NADH (Jaulet al, 1991), with various amounts of proteins and
the indicated salt and ATP plus MgCbncentrations. The ATPase activity was monitotted a
37 °C.Ky andVnax values were determined from iterative non liner éf the theoretical
Michaelis and Menten equation to the experimengdhdusing the GraFit 5.0.11 software

(from Erithacus software).
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Formaldehyde cross linkingn vivo. E.coli strain EB437 was used for this experiment. This
strain contains an additional copyYeE at thearaBAD locus which is under the control of
the tightly regulated #2p promoter (Allali-Hassanet al, 2004). Bacteria were grown on LB
liquid media supplemented by 0.001% arabinose th#ilOQyy nmreached ~ 1. Cross-linking
was performed as previously described (Prosstitd, 1988; Skarest al, 1993), on bacteria
resuspended in 100 mM sodium phosphate buffer gHaan Olgy nm~ 0.7. Formaldehyde
(Fisher Chemical; 37% w/w) was added at a finalceotration of 1%, and the samples were
incubated at room temperature. 1 ml volumes weee temoved at the time indicated, and
the samples were centrifuged immediately to p#fietwhole cells. Pellets were washed once
in the same buffer, and then resuspended in camtedt(4 x) Laemmli sample buffer (250
mM Tris/HCI pH 6.8, 12% SDS, 40% glycerol, 5 mBAmercaptoethanol and 0.01 mg/mli
bromophenol blue). The samples were either heatedD &C for 10 min to maintain the
formaldehyde cross-links or at 95 °C for 20 minbteak the chemical cross-links. Protein
samples were analysed by SDS/PAGE (14% acrylamida)sferred to PVDF membrane
(immobilon-P Transfer Membrane, Millipore) and theevealed by immunoblotting using

anti-YjeE antibodies.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Growth of wild-type and ydiB depleted cells in liquid media Wild-type ©) and

disrupted mutantd) strains were grown overnight on LB plates andduseinoculate LB

media. Growths were followed at 30 °C for 26 h. @ibonal knock out mutant was similarly

grown in the presence of 2% xylo®,(0.02% xylose€) or no xylose £). The inset shows a

western blot ofB. subtilislysates of wild-type (wt) and disrupted mutant)(kevealed by
anti-YdiB antibodies. A control using anti-TagD iaidies (Tag D is involved in the

biosynthesis of cell wall techoic acid Bf subtilis {Bhavsar, 2001 #43}) was also performed.

Figure 2. SDS-PAGE analysis of fractions obtained tadifferent stages of YdiBpise)
purification. Crude extract obtained after over-expression ofBY@ane 1); soluble and
insoluble fractions obtained after a low-speed migiation of the crude extract (9 00Cay

30 min, lane 2 and 3, respectively); anion exchastgematography flow through, (lane 4);
wash from the anion exchange chromatography (Ignel6tion from the anion exchange
chromatography (lane 6); nickel-agarose chromapgyrdlow through, (lane 7); wash from
the nickel-agarose chromatography (lane 8); elutiom the nickel-agarose chromatography,
(lane 9). The size (in kDa) and the position of @salar weight markers are indicated on the

left.

Figure 3. Oligomerisation of YdiB. A, Size-exclusion chromatography on a Superdex 75
column (Pharmacia) of purified YdiB. The column weilibrated in 50 mM Hepes/KOH,
pH 7.5 and 50 mM NacCl. 500 of protein was loaded onto the column and fratiof 0.5

mL were collected at a flow rate of 0.5 mL/min. éws indicate the void volume, Vo

(calibrated with dextran blue), and the elutionkpemolecular weight standards: ovalbumin
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(43 kDa), and chymotrypsinogen (25 kDa). Pealcorresponds to a mixture of high
oligomeric forms and probably dimers of YdiB (thelecular weight of the dimer is ~ 40
kDa); peakb corresponds to the expected elution time of theaaneer (~ 20 kDa)B, aliquots

of the indicated fractions were resolved on a 1496-FHAGE stained with Coomassie blue.
C, aliquots of the same fractions asBrwere analysed by western blotting with the argi-hi
antibody. In paneB andC, positions of molecular weight markers and thige gin kDa) are
indicated on the left and the electrophoretic mbed of the monomer (M) and dimer (D) of
YdiB are indicated on the righD, Aliquots of the same fractions asBnwere analysed by
native gel electrophoresis and, after migratioe, blands were stained by Coomassie Blue.
Please, note that this type of electrophoresisrated in the absence of Coomassie Blue, does

not allow the use of molecular weights markers €@ al, 1995).

Figure 4. Effect of increasing concentrations of Nal on the monomer/oligomer
equilibrium. After a prior incubation of YdiB for 5 min at 23 i@ 50 mM Hepes/KOH, pH
7.5 with increasing concentrations of NaCl (20 mM, Blaolid line; 50 mM, black dotted
line; 100 mM, grey solid line; and 300 mM, grey tedt line), the molecular species were
resolved by size-exclusion chromatography as iaré@, except that the column was pre-

equilibrated with the same buffer as that usedHerinjected sample.

Figure 5. Sedimentation velocity experiments and danentation distribution profile of
YdiB. The sedimentations of YdiB were analyzed with akdean-Coulter XL-A analytical
ultracentrifuge.A, a typical trace of optical density obtained at 28@ of YdiB during
sedimentation velocity experiments; the proteincemtration was 1.2 mg/mL in 50 mM
Hepes/KOH (pH 7.5) and 500 mM NaCl. Experimentahdabtained inA were fitted using

the Lamm equation by the SEDFIT program (http://wamalyticalultracentrifugation.com
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and the residuals are shown in paiel The fitted curved were used to calculate the

sedimentation coefficient distribution of the enzy(panelC).

Figure 6. Effect of ionic strength on the quaternay structure of YdiB. The
sedimentations of YdiB (1.2 mg/ml) were analysedamalytical ultracentrifugation as in
figure 5, using various concentrations of NaCl radidated and proportions of each species

were estimated by integration of their correspogdpeak. The species are as follows:

monomers ¢), dimers §), tetramersK), and oligomers of higher molecular weighe3. (

Figure 7. Characterisation of the ATPase activity bthe monomeric fraction of YdiB. A,
ATPase activity of 13qug of wild-type YdiB (plain line) or K41A variant @dted line) was
measured in the presence of 100 uM ATP and 100 (g@IMfollowing the disappearance of
NADH at 340 nm using an enzymatic-coupled assatesygsee Experimental Procedures).
The GTPase activity (1 mM GTP-Mg instead of ATP-Megs also monitored for the wild-
type YdiB (dashed line)B, ATPase activity as a function of the ATP concatnn; 145ug
(10 uM) of YdiB from the monomeric fraction were usedhel data were fitted to the
Michaelis-Menten equation using the GraFit softwal®wing the determination of the
kinetic parameter¥y = 62.1 £ 4.6 uM an¥pax= 10.5 £ 0.17 nmol ATP hydrolysed/min/mg
proteins (ks ~ 10 h). The inset shows the Lineveawer-Burk plot (1/f @/[ATP])) of the
data with the fitted curve. One set of data is shbere but similar results were obtained from

three independent experiments.

Figure 8. YjeE from E. coli forms oligomersin vitro. 5 pg of pure recombinant YdiB from

B. subtilis obtained before gel filtration or g of pure recombinant YjeE fror&. coli
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obtainedas previously described (Allali-Hassaet al, 2004) were loaded onto a native

PAGE as in Figure3 and, after migration, the bands were stained yn@ssie Blue.

Figure 9. YjeE forms oligomersin vivo. Detection of YjeE in strain EB 437 cross-linkied
vivo for the indicated time with 1% formaldehyde andeaded by Western blotting using
anti-YjeE antibodies. The 60 min sample, lane 4s Wwaated at 95 °C for 20 min to release
the cross-links prior to SDS-PAGE electrophorediane 1 shows strain EB 437 not
submitted to the formaldehyde pre-treatment. Rosstiof molecular weight markers and their
size in kDa are indicated on the left. Positiongrminomers (M), dimers (D) and possibly

tetramers (T) are indicated on the right.

Figure 10. Conservation of residues in the sequenead in the 3-D structure of YjeE A,

the panel was drawn using the Conseq sehtgp:(/conseq.bioinfo.tau.ag,ilthe sequence of

YjeE from H. influenzaewas used as a query a@@0 sequences of closest orthologues
(including notably YdiB) were used to generate #ignment and calculate a conservation

score for each residueB and C, panels were drawn using the Consurf server

(http://consurf.tau.ac.)/with the 3-D structure of YjeE from. influenzae(PDB code :
1HTW), and the results were visualised using thestGlance in Jmol server
(http://molvis.sdsc.edu/fgij/index.htm). The consst residues proposed here to belong to the
interface between two subunits are indicated inep&and are marked by a green star
underneath the sequence in pafePart of the ADP molecule is also showrBirandC (in

ball and sticks representation, coloured by atonm surrounded by a dotted-shell) as the
nucleotide-binding site forms a groove partiallyested by the view used here. The colour-

coded used was the same for the three panels.
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« Study of a novel bacterial enzyme, YdiB. » Jolza@n Karst Tracey L. Campbell, Anne-

Emmanuelle Foucher, Chand S. Mangat, Jean-Michét &aEric D. Brown. 56" Annual
Conference Canadian Society of Microbiologists, Laion, Canada(18-21 juin 2006).

« Etude d’'une nouvelle enzyme bactérienne. » Ja@h@nrKarst Tracey L. Campbell, Anne-

Emmanuelle Foucher, Chand S. Mangat, David Stroébalistine Ebel, Eric D. Brown &
Jean-Michel Jaultlournée de I'IBS, Grenoble, Francg20 avril 2007).

« Etude d’'une nouvelle enzyme bactérienne. » Ja@h@nrKarst Tracey L. Campbell, Anne-

Emmanuelle Foucher, Chand S. Mangat, David Stroébalistine Ebel, Eric D. Brown &
Jean-Michel Jaultlournée de lTEDCSV, Grenoble, Francg12 juin 2007).

« Characterization dB. subtilisYdiB, a new class of bacterial enzyme. » JohannKarst

Tracey L. Campbell, Anne-Emmanuelle Foucher, CHandlangat, David Stroebel, Christine
Ebel, Eric D. Brown & Jean-Michel Jaulith Conference on Functional Genomics of
Gram-Positive Microorganisms (14th International Conference on Bacilli), Pise, lalie
(24-28 juin 2007).
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