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Etude de la structure et du mécanisme d’action du complexe
unfoldase PAN, un activateur du protéasome 20S

RESUME

La dégradation intracellulaire des protéines est un processus fondamental qui a lieu dans tous
les organismes, depuis les bactéries jusqu’aux étres humains. Cette dégradation est nécessaire
pour réguler les concentrations intracellulaires d’enzymes qui contrdlent toutes les réactions
métaboliques, ainsi que le contenu général de toutes les autres protéines, en réponse aux
modifications physiologiques. Un état d’équilibre dynamique entre synthése et dégradation se
crée ainsi dans lequel la concentration intracellulaire d’une protéine peut étre modulée,
notamment par ’acteur principal de I’¢limination des protéines intracellulaires dans les trois
domaines de la vie, le protéasome.

Le travail présenté¢ dans cette thése porte sur le complexe d’activation du protéasome des
cellules d’archées (PAN). PAN est un complexe hexamérique énergie-dépendant découvert
chez les archées et impliqué dans le dépliement des protéines substrat pour faciliter leur
dégradation par le protéasome 20S. Il fait part de la famille des AAA+ (« ATPases Associated
with diverse cellular Activities ») unfoldases. A ce jour, les études du complexe PAN
assemblé n’ont pas réussi a révéler sa structure a cause des difficultés rencontrées au niveau
de la préparation et la stabilité des échantillons.

La premiere partie de mon travail de thése a permis de déterminer une structure du complexe
PAN hexamérique de Pyrococcus horikoshii par cryo-microscopie €lectronique et un modele
pseudo-atomique. De plus, I’étude des différents états conformationnels du complexe induits
par la liaison du nucléotide ont permis de gagner plusieurs informations sur le mécanisme des
unfoldases AAA+ et de proposer un mode d’action du complexe PAN et de son interaction
avec le protéasome 20S. La seconde partie de ma these a été dédiée a élucider des questions
portant sur la dynamique et les changements conformationnels des systémes AAA+
unfoldases en général et du complexe PAN en particulier pendant le dépliement des protéines
substrats. La méthode de variation de contraste en diffusion de neutrons aux petits angles
(SANS), couplée avec de la spectroscopie de fluorescence en ligne, a été appliquée a 1’étude
en temps réel du processus de dépliement d’une protéine, une variante de la GFP (« Green
Fluorescent Protein ») par le systtme PAN de Methanococcus jannaschii a 1’échelle de
quelques secondes. Cette approche innovatrice a permis de révéler, pour la premiére fois, des

mouvements de contraction de PAN pendant le dépliement du substrat induits par I’hydrolyse



de I’ATP et suivis par une relaxation de la molécule a la fin du processus. Le mécanisme de
dépliement par PAN semble étre un mouvement de pompage péristaltique qui entraine un
dépliement directionnel du substrat.

L’ensemble de mes résultats de thése contribue a mieux comprendre la structure et le
mécanisme d’action de la machine PAN dans les cellules et la dynamique fonctionnelle des
complexes AAA+ a I’origine de leurs fonctions biologiques. Finalement, ce travail montre
que I’approche SANS en temps réel, couplée a la fluorescence en ligne, développée pendant
ma these, pourra étre appliquée pour 1’étude des changements conformationnels (de 1’ordre de

quelques secondes) d’un grand nombre d’autres machineries cellulaires en solution.



ABSTRACT

Intracellular protein degradation is a fundamental process occurring in all organisms, from
bacteria to humans. The degradation of proteins is necessary for regulating the intracellular
levels of enzymes that control all metabolic reactions, as well as the general content of all
other proteins, in response to physiological changes. A state of dynamic equilibrium between
synthesis and degradation is thus created wherein the intracellular concentration of a protein
can be modulated, in particular by the proteasome which is a key player in the elimination of
intracellular proteins in the three domains of life.

The work presented in this thesis deals with the proteasome activating complex from archaeal
cells (PAN). PAN is an energy-dependent hexameric complex discovered in archaea and
involved in the unfolding of protein substrates to facilitate their degradation by the 20S
proteasome. It belongs to the AAA+ (« ATPases Associated with diverse cellular Activities »)
unfoldases protein family. All previous structural studies on the assembled PAN complex
have failed in revealing the structure of the whole complex because of the difficulties
encountered during sample preparation and stabilization.

In the first part of this work we determined a cryo-electron microscopy structure and a
pseudo-atomic model of the hexameric PAN complex from Pyrococcus horikoshii. In
addition, the study of the different conformational states of the PAN complex induced by
nucleotide binding helped in gaining precious information about the AAA+ unfoldases
mechanism and to propose a mode of action of the PAN complex and its interaction with the
20S proteasome. The second part of the study led to elucidate the question about the dynamic
and the conformational changes of the AAA+ unfoldases in general and the PAN complex in
particular during the unfolding of substrate proteins. The method of contrast variation in
Small Angle Neutron Scattering (SANS), coupled with online fluorescence spectroscopy, was
applied to study, in real-time, the unfolding process of a substrate protein, a variant of the
GFP (Green Fluorescent Protein) by the PAN complex from Methanococcus jannaschii with
a time scale of few seconds. This innovative approach allowed to reveal, for the first time,
contraction movements of PAN during substrate unfolding induced by ATP hydrolysis and
followed by a relaxation of the molecule at the end of the process. The unfolding mechanism
processed by PAN appears to be a peristaltic pumping motion that leads to a directional
unfolding of the substrate.

The whole work presented in this thesis contributes to understand the structure and the

mechanism of action of the PAN molecular machine inside cells and to have a clearer idea



about the dynamics of the AAA+ complexes at the origin of their biological functions.
Finally, this study shows that the real-time SANS approach, coupled with online fluorescence,
and developed during my thesis, can be applied to study conformational changes (of the order

of few seconds) of a large number of other cellular machineries in solution.
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1 INTRODUCTION
1.1 Avant-propos

Alors que la synthese des protéines a été et est toujours 1’objet d’incessantes enquétes,
leur dégradation, connue sous le nom de protéolyse, est comparativement moins étudiée. En
effet, les études de biologie cellulaire contemporaines se sont concentrées sur la synthése
protéique, en ont défini les différentes étapes, de la transcription a la traduction, et en ont
précisé le role respectif du génome et des ribosomes. Comparativement moins d’études ont
¢té consacrées a la protéolyse, c’est-a-dire la dégradation orchestrée de ces mémes protéines,
I’¢limination des déchets et la réutilisation éventuelle des restes.

Les structures protéiques des cellules sont en perpétuel renouvellement. En
permanence, il y a une dynamique de syntheése et de dégradation, I’aboutissement étant
I’entretien du fonctionnement cellulaire, c’est-a-dire la production de biomatériel spécifique, a
un moment donné de sa vie et de son évolution. Il est bien établi que cette dégradation
protéique est assurée par des systemes protéolytiques ATP-dépendants. Ces machineries
protéolytiques sont a la fois trés variées, spécifiques et puissantes. Elles détruisent rapidement
les structures des protéines cibles par un processus hautement régulé dont les mécanismes
commencent a €tre déchiffrés et les différentes étapes alternant les feux rouges ou verts,
autorisant ou non la protéolyse, représentent des cibles thérapeutiques potentielles. La
protéolyse s’adresse a des protéines anormales ou identifiées comme anormales par des
molécules types, dites « chaperonnes » qui servent de référence ou de « patron » et confirment
ou non la conformité de la molécule en question. Ainsi sont identifiées les erreurs de synthese,
les protéines tronquées, mal repliées sur elles-mémes, offrant en trois dimensions un visage
atomique différent des protéines « normales ». Dans les mémes conditions, ces derniéres sont
aussi tries et recyclées, gardant les peptides ou acides aminés normaux et éliminant les
déchets qui sont rejetés hors de la cellule. Cette activité protéolytique n’est possible qu’au
travers d’une dépense d’énergie fournie par I’ATP.

Le travail présenté rentre dans le cadre d’une thése en biologie/biophysique des grands
assemblages moléculaires avec comme but principal de porter une étude biochimique,
structurale et fonctionnelle sur le complexe d’activation du protéasome ATP-dépendant PAN
(Proteasome Activating Nucleotidase). PAN est un complexe hexamérique ATP-dépendant
régulateur du protéasome 20S chez les cellules d’archées et homologue des six sous-unités

ATPasiques de la base (Rpt 1-6) du systéme 19S activateur du protéasome eucaryote. L’étude



du systtme PAN offre alors plusieurs avantages pour mieux comprendre les mécanismes
fonctionnels de son homologue eucaryote plus complexe.

Cette thése a été soutenue par un financement « ANR Archelyse » du groupe ELMA a
I’IBS, dédi¢ pour I’étude de la protéolyse intracellulaire chez les archées, et par une bourse de
thése de I'Institut Laue Langevin (ILL). Le travail a été réalisé en deux étapes : 1) une étude
structurale et biochimique déja engagée au sein du groupe ELMA sur le complexe PAN de
Pyrococcus horikoshii (PhPAN), ce travail interdisciplinaire a combiné la biochimie, la
diffusion de rayons X aux petits angles (SAXS) et la cristallographie (réalisée par Matteo
Colombo, équipe ELMA) avec de la cryo-microscopie électronique en collaboration avec le
groupe microscopie ¢€lectronique de I’'IBS. En parall¢le, une étude in vivo avec différentes
souches d’archées a ¢été effectuée par Didier Flament a I’Ifremer de Brest. Dans le cadre de
cette partie du projet, j’ai effectué toutes les préparations et les caractérisations biochimiques
du systeme PAN, la mesure et le traitement des données SAXS ainsi que la génération des
modeles pseudo-atomiques du complexe PAN en se servant des cartes de densité¢ Cryo-EM,
des données cristallographiques et des données SAXS en solution. Ce travail a abouti a un
premier article soumis et qui sera présenté dans le premier chapitre des résultats de cette
thése. 2) La deuxieme partie du travail correspond a une étude biophysique par diffusion de
neutrons aux petits angles (SANS) en temps réel du complexe PAN de Methanocaldococcus
jannaschii (MjPAN). Le travail structural réalisé dans la premicre partie de la thése a fourni
des hypothéses sur le fonctionnement des AAA+ unfoldases et a permis de bien maitriser la
biochimie du systéme biologique PAN. Dans cette deuxiéme partie, a part du travail
biochimique sur MjPAN pour bien maitriser le systéme et la production des échantillons de
bonne qualité, j’ai deutéré mes protéines au sein du laboratoire de deutération de I’ILL (D-
lab) et j’ai mesuré toutes mes données SANS sur la ligne D22 a ’ILL. Les résultats obtenus
sont trés prometteurs, surtout au niveau de la compréhension du mécanisme fonctionnel du
systtme PAN et des systemes AAA+ unfoldases en général. En outre, ce travail a également
aidé au développement instrumental sur la ligne D22 de I’ILL avec la combinaison de la
spectroscopie de fluorescence in situ ainsi que le raccourcissement du temps d’exposition
jusqu’a 30 secondes, utilisé pour la mesure de nos données en temps réel pendant I’activité
enzymatique du complexe PAN. Les résultats obtenus seront bientét soumis dans un
deuxieme article déja rédigé et qui sera présenté dans le deuxieme chapitre des résultats.
Dans le chapitre introduction de la thése je présente d’abord une étude bibliographique sur la
dégradation des protéines en général et I’importance du systéme ubiquitine-protéasome ainsi

que le systéme protéasome des archées et des eucaryotes et I’intérét des archées
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hyperthermophiles pour 1’étude des systémes protéolytiques. En deuxieme partie je présente
les systémes AAA+ protéolytiques régulatrices du protéasome et je finis par introduire le
systeme PAN des archées comme une version simplifiée du complexe 19S eucaryote avant de
décrire les deux objectifs principaux de ce projet de these. Les résultats seront présentés sous
forme de deux chapitres en format articles, précédés par des chapitres détaillant les aspects
biochimiques de la préparation des échantillons et des techniques biophysiques utilisées, en

insistant sur les techniques neutroniques.

1.2 Roles de la dégradation des protéines et importance du systeme

Ubiquitine-Protéasome
La dégradation intracellulaire des protéines est un processus fondamental qui a lieu dans tous
les organismes, depuis les bactéries jusqu’aux €tres humains. L’idée que tous les composants
de la maticre vivante, en particulier les protéines, sont dans un état perpétuel de
renouvellement, n’est apparue qu’avec Schoenheimer (Schoenheimer & Clarke, 1942). Selon
la théorie de Schimke (Schimke, 1970), la dégradation continuelle des protéines est nécessaire
pour réguler les concentrations intracellulaires des enzymes qui contrdlent toutes les réactions
métaboliques, ainsi que le contenu général de toutes les autres protéines, en réponse aux
modifications physiologiques. La protéolyse intracellulaire est au cceur de la fonction des
cellules et est vitale pour la capacité des cellules a s’adapter aux changements
environnementaux. Bien que la plupart des protéines cellulaires soient habituellement stables,
il y a certaines protéines spécifiques qui ont un taux de dégradation ¢€levé, y compris celles
impliquées dans des régulations métaboliques, dans la transcription, la division cellulaire, la
différentiation et la réparation de 'ADN (Maupin-Furlow 2000). Lorsque ces taux de
dégradation sont couplés avec un controle de la transcription, les cellules sont capables de
répondre efficacement aux changements en modifiant rapidement la concentration d’enzymes
a des moments et a des endroits précis dans la cellule. Non seulement les protéines ‘normales’
sont spécifiquement ciblées pour I’hydrolyse, mais aussi les protéines anormales mal repliées
par les chaperonnes sont également éliminées (Fig. 1) (Goldberg, 1972). Les protéines
anormales comprennent celles récemment synthétisées et qui ne se replient pas correctement
ainsi que les protéines qui s’accumulent dans la cellule aprés exposition a un choc thermique
ou des dommages oxydatifs. Elles comprennent aussi les protéines produites avec des erreurs
pendant la transcription ou la traduction, par des mutations génétiques ou des dommages de

I’ARN (Goldberg, 2003). Les sous-unités des complexes protéiques sont eux aussi souvent



des cibles de dégradation dans le cas des perturbations dans leur stcechiométrie (Table 1). Les
systemes protéolytiques jouent également un réle important dans I’augmentation globale de
I’hydrolyse de la plupart des protéines pendant le besoin des cellules a reconstituer leur stock
en acides aminés. Au cours de la vie d’une cellule, quasiment toutes ses protéines sont
plusieurs fois renouvelées par dégradation et resynthése, le processus de dégradation est
hautement sélectif et étroitement régulé (Glickman & Ciechanover, 2002), et les protéines
sont détruites a des vitesses de « turnover » trés différents d’une a 1’autre, avec des demi-vies
allant de quelques minutes jusqu'a plusieurs jours (Goldberg, 2003). Dans le foie de rat, par
exemple, certaines protéines ont une demi-vie de ’ordre de dix minutes et d’autres ont une

demi-vie d’un mois (Schimke, 1968).

Type d’anomalie Causes

o Mutations non-sens, incorporation de la puromycine,
Protéines incompletes o ‘ ‘
terminaisons prématurées, clivages protéolytiques

' Mutations, incorporation d’analogues d’acides aminés, erreurs
Protéines faux-sens ) i
biosynthétiques

Sous-unités libres de ‘ .
) ) Sous-unités synthétisées en exces
complexes multimériques

Dommages post ) . o )
‘ Radicaux d’oxygene, dénaturation intracellulaire
synthétiques

o . Fusions de génes, changement de cadre de lecture, localisations
Ingénierie génétique

incorrectes
Mauvais repliements des Stress environnemental, dysfonctionnement des systémes
protéines chaperon

Table 1 : Les protéines anormales sont dégradées rapidement dans les cellules (Goldberg, 2003).

Des modifications structurales des protéines conduisent a une dégradation plus rapide. La
capacité des cellules a dégrader sélectivement les protéines mal-repliées a ét¢ démontrée pour
la premiere fois il y a plus de 40 ans (Goldberg, 1972) avec la découverte que les divers
traitements qui perturbent le repliement correct des protéines causent leur hydrolyse rapide.
Ces résultats ont conduit au constat que la structure des protéines ne détermine pas seulement

leurs propriétés catalytiques mais aussi leurs stabilité intracellulaire (Goldberg, 1974).
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Figure 1: Représentation schématique du systéme Ubiquitine/Protéasome (UPS) et du systéme
autophagie-lysosome impliqué dans le contrdle qualité des protéines intracellulaires (Su & Wang, 2010).

Une des caractéristiques des protéines dénaturées est qu’elles s’agrégent et quittent la solution
(en raison de la tendance des domaines hydrophobes a s’associer entre eux). De méme,
lorsque la production des protéines mal repliées dépasse la capacité de dégradation de la
cellule, ces polypeptides forment souvent des agrégats intracellulaires avant leur dégradation
rapide (Sherman & Goldberg, 2001) (Klemes et al, 1981) (Prouty, 1972). La formation de ces
corps d’inclusions se produit lorsque les systemes protéolytiques de la cellule ainsi que les
chaperonnes moléculaires, qui normalement empéchent 1’agrégation (par exemple Hsp 70/40)
(Frydman, 2001) (Hartl & Hayer-Hartl, 2002) ou resolubilisent (Hsp 104) (Glover &
Lindquist, 1998) les microagrégats, ne peuvent pas faire face au taux de production des
molécules dépliées. Des corps d’inclusions similaires se retrouvent dans divers maladies

neurodégénératives, dans lesquelles ces inclusions sont ubiquitinés et physiquement associés
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aux protéasomes (Sherman & Goldberg, 2001), suggérant fortement un échec dans la
machinerie dégradative de la cellule (Sherman & Goldberg, 2001). Lorsque les cellules
mammiferes sont traitées avec des inhibiteurs du protéasome, ces inclusions apparaissent
rapidement, ce qui indique que plusieurs substrats du protéasome dans les cellules normales
sont des protéines mal repliées (Sherman & Goldberg, 2001). Si la production de telles
protéines anormales s’arréte et la dégradation est normalement procédée, toutes les cellules,
des bactéries (Prouty, 1972) jusqu’aux neurones (Yamamoto et al, 2000) peuvent éliminer les
inclusions protéiques. Les mécanismes des cellules mammiféres pour la solubilisation et la
digestion de ces protéines ne sont pas connus, et une meilleure compréhension de ce
processus pourrait avoir des applications thérapeutiques pour diverses maladies liées aux
protéines mal repliées.

La dégradation spécifique des protéines intracellulaires est assurée par des machines
protéolytiques qui séquestrent des sites actifs pour le clivage des liaisons peptidiques dans une
chambre protégée. Ces enzymes sont connues en tant que protéases AAA+, en raison de la
présence d’un complexe AAA+ unfoldase qui reconnait les substrats spécifiques et utilise
I’énergie chimique de I’hydrolyse de I’ATP pour déplier mécaniquement la protéine cible et
assure sa translocation dans la chambre de dégradation (Olivares et al, 2016). Les protéases
AAA+ existent chez les bactéries (ClpXP, CIpAP, HslUV), chez les archées (PAN, Cdc48)
ainsi que chez les eucaryotes (les Rpt 1-6 du protéasome 26S). Chez les eucaryotes, 1'un des
acteurs majeurs de la protéolyse intracellulaire est un systéme multi-enzymatique sophistiqué,
le systéme Ubiquitine/Protéasome (Finley et al, 2012), qui fonctionne en deux grandes étapes
(Fig. 1). Le substrat est d’abord « marqué » par conjugaison covalente de chaines d’ubiquitine
(Ub), une petite protéine ubiquitaire trés conservée de 76 acides aminés, grace a une cascade
enzymatique spécialisée. Ces chaines permettent ensuite la reconnaissance et la dégradation
des molécules polyubiquitinylées par un complexe protéolytique de 2 000 kDa, le protéasome
26S. La spécificité et I’efficacité du systéme Ub/Protéasome découlent de ce fonctionnement
en deux temps. En effet, la multiplicit¢ des enzymes d’ubiquitination permet une grande
précision dans la reconnaissance des substrats. A 1’inverse, le dénominateur commun
représenté par la chaine de poly-Ub simplifie le probléme de la reconnaissance de la multitude
des protéines dégradées par le protéasome 268S.

La dégradation par le protéasome 26S des protéines ubiquitinylées peut intervenir dans le
cytoplasme et le noyau et est dépendante de I’ATP (Coux et al, 1996) (Voges et al, 1999). Le

protéasome 26S, dont le role prépondérant dans la biologie des eucaryotes supérieurs a été



clairement établi, est formé par 1’association de deux sous-complexes: un cceur protéolytique,

le protéasome 20S, et un complexe régulateur appelé complexe 19S (Fig. 7).

1.3 Intérét des archées hyperthermophiles pour I’étude du systéme
protéolytique
1.3.1 Liens des archées avec les eucaryotes

Il existe de nombreuses fonctionnalités qui sont spécifiques pour les eucaryotes et peuvent
étre retracées jusqu'au dernier ancétre eucaryote commun (LECA, « last eukaryotic common
ancestor ») (Fig. 2), comme le noyau, le systétme endomembranaire (Bapteste et al, 2005), la
mitochondrie (Embley & Martin, 2006), les introns du spliceosome (William Roy & Gilbert,
2006), les chromosomes linéaires avec des télomeres synthétisés par des télomérases
(Nakamura & Cech), le sexe méiotique (Ramesh et al, 2005), la synthése du stérol (Desmond
& Gribaldo, 2009), structure de la cytokinése (Eme et al, 2009), et la capacité¢ de la
phagocytose (Jékely, 2003). Cependant, le «timing », les mécanismes et [’ordre des
événements qui ont conduits a ces caractéristiques cellulaires et génétiques clés ne sont pas
clairs. Par conséquent, connaitre 1’origine de la lignée ancestrale menant au LECA est une
question clé.

Depuis leur découverte il y a 30 ans, les archées ont été montrées pour avoir un lien dans
I’évolution avec les eucaryotes (Fig. 2) (Gribaldo et al, 2010). En particulier, de nombreux
composants d’archée des systémes impliqués dans la transmission et I’expression de
I’information génétique (traduction, réplication et transcription, également appelés « systémes
d’informations ») montrent une similarit¢ de séquence élevée avec leurs homologues
eucaryotes qu’avec leurs homologues bactériens, et dans plusieurs cas sont absents chez les
bactéries. Par exemple, plus de 30 protéines ribosomiques sont spécifiquement partagées entre
les archées et les eucaryotes mais ne sont pas présentes chez les bactéries (Lecompte et al,
2002), et de nombreux facteurs de traduction chez les archées montrent une similitude avec
leurs homologues eucaryotes (Londei, 2005). Les ARN polymérases des archées sont tres
liées a leurs homologues eucaryotes, en termes de composition en sous-unités et de structures
(Werner, 2008), et utilisent des promoteurs treés similaires et des facteurs de transcription
basals pour I’initiation (Bell et al, 2001). Enfin, les quatre activités principales impliquées
dans la réplication de ’ADN- DI’initiation a 1’origine, I’amorcage des fragments d’Okazaki, la

synthése des nouveaux brins et la séparations des brins de I’ADN- sont effectuées par des



ensembles d’enzymes qui sont partagées entre les archées et les eucaryotes mais ne sont pas
homologues avec les systemes bactériens (Leipe et al, 1999).

Un certain nombre de découvertes chez les archées ont confirmé le lien dans I’évolution de
leurs systemes d’informations avec ceux des eucaryotes, telles que la présence de petits ARN
nucléolaires qui modifient I’ARN ribosomal (Omer et al, 2000), un exosome (pour la
maturation et la dégradation de I’ARN) avec une grande similitude avec son homologue
eucaryote (Hartung & Hopfner, 2009) et des histones semblables aux eucaryotes (Cubotiova
et al, 2005). Plusieurs ‘systémes opérationnels’ (systemes impliqués dans les fonctions de
« housekeeping ») semblent également étre partagés entre archées et eucaryotes, y compris les
ATPases vacuolaires (Gogarten et al, 1989), le systeme protéolytique (Ubiquitine-
Protéasome chez les eucaryotes et SAMP-PAN-Protéasome chez les archées), les voies de
sécrétions (Gribaldo & Brochier-Armanet, 2006) ainsi qu’un systéme de division cellulaire
chez les archées récemment identifi¢ et qui présente une homologie au complexe de
« sorting » endosomal chez les eucaryotes (Lindas et al, 2008).

En outre, les archées et les eucaryotes peuvent avoir un lien évolutif dans leurs systémes
métaboliques (Armengaud et al, 2003; Maupin-Furlow, 2011). Cependant, les archées ont
¢galement de nombreuses caractéristiques spécifiques. Notamment, les membranes sont
constituées par des lipides liés avec des liaisons éther, la liaison glycérol-phosphate a une
stéréochimie opposée (glycérol-1-phosphate) par rapport a celles qu’on trouve chez les
bactéries et les eucaryotes (glycérol-3-phosphate) et est également synthétisée par une enzyme
non li¢e (Pereto et al, 2004). Les archées ont également des métabolismes uniques tels que la
méthanogénése (Bapteste et al, 2005), des enzymes uniques telles que les topoisomérases
spécifiques de I’ADN (Forterre et al, 2007) et les ADN polymérases (Ishino et al, 1998) ainsi

que des structures uniques de la surface cellulaire (Ng et al, 2008).
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Figure 2 : L’arbre universel du vivant : version adaptée de I’arbre de Woese et al, 1990 et mise a jour par
Forterre, 2015.
Bacteria, Archaea et Eucarya constituent les trois domaines du vivant actuellement reconnus. Arkarya est une

proposition pour regrouper le domaine Archaea avec Eucarya pour un arbre a deux domaines. Les termes
LUCA, LBCA, LARCA, LACA et LECA désignent le dernier ancétre commun de chaque embranchement
(Last Universal / Bacterial / Arkarya / Archaeal / Eucaryotic Common Ancestor) (Forterre, 2015).

1.3.2 Intérét des systémes issus des archées hyperthermophiles

pour I’étude des grands assemblages de la protéolyse
Le laboratoire ELMA (« Extremophiles and Large Molecular Assemblies ») a I’Institut de
Biologie Structurale (IBS) de Grenoble utilise principalement des archées pour étudier la
fonction de la protéolyse. Ce choix est guidé par plusieurs facteurs. Tout d’abord, les archées
présentent un petit génome et ont une position particuliere dans I’évolution qui permet plus
facilement d’identifier les systémes et les mécanismes universels qui étaient déja présents
pour faire fonctionner les cellules primitives. De plus, leur proximité évolutive, associée au
fait que le systéme PAN-Protéasome des archées est clairement une version moins complexe
que le protéasome 26S des eucaryotes, devrait permettre de mieux comprendre des aspects
fondamentaux de la biologie de la protéolyse (Maupin-Furlow, 2013). En ce qui concerne la

microbiologie des archées, le nombre de génomes actuellement séquencés et disponibles est



significatif, et des outils génétiques ont été¢ récemment développés (Leigh et al, 2011). Reste
le probléme des cultures anaérobies et le dégagement de HoS rendant la manipulation des
Thermococcales délicate. Le choix de ces organismes marins est cependant motivé par le fait
que, a travers 1’é¢tude de leur fonction protéolytique, on peut aussi aborder des questions sur
I’adaptation spécifique de ces organismes. En effet, ils sont constamment exposés a des
variations importantes de leur environnement (variations des flux hydrothermaux par
exemple) qui les exposent a des stress physico-chimiques et nutritionnels fréquents. Ceci les
oblige a une grande plasticité métabolique. Dans ces circonstances, la fonction de protéolyse
doit étre fortement sollicitée, soit pour assurer le "contrdle qualité" des protéines via leur
¢limination ciblée, soit pour détruire des enzymes devenues inutiles, soit pour fournir de
I’énergie a la cellule via la dégradation des protéines (autophagie), soit pour utiliser la matiére
organique (peptides) de I’environnement comme source d’énergie.

L’utilisation des protéines des archées hyperthermophiles présente également de grand
avantage pour la biologie structurale des grands assemblages. Tout d’abord leurs propriétés
thermophiles (Fig. 3) permettent de mettre en ceuvre des protocoles de purifications a
température ambiante et, dans le cas d’expression de protéines recombinantes, de réaliser une
premicre étape de purification des extraits protéiques d’Escherichia coli par un choc
thermique permettant d’éliminer les contaminants mésophiles. Ceci permet de s’affranchir de
la tentation d’utiliser des stratégies de chromatographie d’affinité utilisant des étiquettes (His-
tags etc.). La thermostabilit¢ et la thermoactivation des complexes hyperthermophiles
facilitent aussi la préparation d’échantillons monodisperses et stables dans le temps pour les
¢tudes structurales par microscopie électroniques ou les études en solution par diffusion de
neutrons aux petits angles (SANS), effectuées durant ce projet de theése. Notamment, la
possibilité de contrdler et de ralentir 1’activité par une stratégie de thermoactivation a permis
une approche SANS en temps réel (ordre de secondes), voir chapitre 2.3. Il est clair que ces

¢tudes auraient été presque impossibles a réaliser avec des systémes mésophiles.
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En ce qui concerne la machinerie protéolytique, les archées codent pour des protéasomes tres
similaires a ceux des eucaryotes par leur structure et leurs fonctions de base (Maupin-Furlow
et al, 2006). Les études du protéasome des archées couplées avec ceux des eucaryotes ont
beaucoup facilité la compréhension des mécanismes moléculaires gouvernant la dégradation
controlée des protéines par ces nanomachines compartimentées. Les archées fournissent des
modeles plus simples pour faciliter notre compréhension des systemes eucaryotes plus
complexes et beaucoup de connaissances sur les mécanismes moléculaires eucaryotes ont été
acquises par des études biochimiques et génétiques des systemes d’archées. Ceci est
exemplifi¢ par la premiére structure du protéasome 20S de 1’archaea Thermoplasma
acidophilum (Fig. 8) (Lowe et al, 1995).

Bien que beaucoup d’informations soient connues sur la protéolyse médiée par le protéasome,
de nombreuses questions restent a résoudre. Pour certaines de ces questions les systémes

d’archées donnent des modeles simples qui pourraient améliorer notre compréhension sur la
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fonction du protéasome eucaryote (Maupin-Furlow et al, 2006). En particulier, la composition
des sous-unités de la particule régulatrice AAA+ ATPases chez les archées qui s’associe avec
la particule catalytique 20S est plus simple comparée au systeme 19S eucaryote (Fig. 12 et
27) et fournit donc beaucoup de perspectives dans la compréhension de la relation structure-
fonction du protéasome eucaryote.

Dans le cadre de ce projet, I’utilisation du complexe d’activation du protéasome PAN des
cellules d’archées hyperthermophiles Pyrococcus horikoshii et Methanocaldococcus
Jjannaschii comportaient plusieurs avantages pratiques: en effet, des études biophysiques
sophistiquées sur le systéme par microscopie ¢électronique et par SANS en temps réel, avec de
la deutération et de la variation de contraste ont été mises en place et réalisées, couplées avec
des études par spectroscopie de fluorescence sur le substrat modele utilisé (GFPssrA). Toutes
ces expériences nécessitent une grande quantit¢ de solution protéique homogene et
monodisperse ainsi qu’une stabilit¢ du systéme et un controle de son activité par

thermoactivation qu’on ne trouve pas souvent chez les complexes eucaryotes.

1.3.3 Présentation des archées d'origine des protéines étudiées dans
la these

Mon travail de thése porte sur le systtme d’activation du protéasome PAN, issu des archées
hyperthermophiles Pyrococcus horikoshii (pour 1’é¢tude structurale en Cryo-EM,
cristallographie et SAXS), Pyrococcus abyssi (pour 1’étude in vivo de la forme courte de
PAN) et Methanocaldococcus jannaschii (pour 1’étude biophysique par SANS en temps réel).
Pour apprécier I’intérét général en biologie des machines moléculaires des archées
hyperthermophiles il est nécessaire de présenter les trois souches qui sont a I’origine de notre

systeme PAN et I’origine de leurs caracteres hyperthermophiles.

Pyrococcus horikoshii

L’archée hyperthermophile Pyrococcus horikoshii (Fig. 4) est une Euryarchaea de 1’ordre des
thermococcales. Ce groupe comprend des organismes qui se développent tous dans des
sources hydrothermales marines, en surface ou dans les abysses. Les sources hydrothermales
océaniques résultent de remontées d’eau infiltrée dans les fissures du plancher océaniques et
chauffée du fait d’une activité volcanique. L’activité tectonique est a 1’origine de la formation
de cheminées appelées « fumeurs noirs » dans lesquels le fluide hydrothermal chargé en

minéraux jaillit & une température de 400 °C dans une eau a 2 °C. La forte pression
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hydrostatique empéche I’eau de bouillir a ces profondeurs. Les effluents acides sont riches en
métaux Fe(Il) et Mn(II), et contiennent de fortes concentrations en HoS, Hz et CO; (Zierenberg
et al, 2000). Ce sont ces composés chimiques réduits qui fournissent les accepteurs et
donneurs d’¢électrons utilisés par les Thermococcales pour réaliser une production primaire
par chimiosynthése. Au contact de 1’eau de mer, les minéraux dissous précipitent et forment
des édifices creux qui peuvent atteindre plusieurs meétres. Les Thermococcales abyssales
(Pyrococcus horikoshii, Pyrococcus abyssi, Pyrococcus yayanosi, Thermococcus. barophilus,
,etc.) proviennent de I’intérieur de ces cheminées. La souche de P. horikoshii provient de
sources hydrothermales situées a 1395 m de profondeurs au fond de la faille d’Okinawa dans
I’Océan pacifique (Gonzalez et al, 1998). Elle est capable de se développer a des températures
comprises entre 80 et 102 °C, avec un optimum a 98 °C. Le pH optimal est 7 et les
concentrations de NaCl entre 1 et 5% avec un optimum a 2,4% NaCl (Gonzalez et al, 1998).

P. horikoshii peut fermenter les peptides et les sucres en dioxyde de carbone, hydrogene et
acides gras. Si une source de polysulfite est présente, les Thermococcales dégagent de
I’hydrogene sulfure. Pour le catabolisme du glucose, les Thermococcales utilisent un chemin
modifié de la voie d’Embden Meyerhoff (Imanaka et al, 2006). Les Thermococcales comme
les halophiles sont capables d’utiliser le catabolisme des peptides et des acides aminés comme
seule source de carbone et d’énergie. Ceci est permis par les amino-transférases qui
convertissent les acides aminés en leur 2-oxoacides correspondants par une réaction de
transamination avec un autre 2-oxoacide (Namboori & Graham, 2008). Certains acides
aminés comme le glutamate, 1’aspartate et I’alanine n’ont pas besoin d’étre modifiés pour étre

transaminés et alimenter le métabolisme.

Pyrococcus horikoshii

Figure 4: Image par microscopie électronique de
transmission d’une section mince de P. horikoshii (Gonzalez
et al, 1998)
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Pyrococcus abyssi

L’archée hyperthermophile Pyrococcus abyssi a été identifiée au niveau des sources chaudes.
Elle a été isolée dans une cheminée hydrothermale, prélevée a 2000 meétres de profondeur
dans le Bassin Nord Fidji (Océan Pacifique) (Erauso et al, 1993). C’est une archée marine,
chimioorganotrophe stricte. Elle est capable de se développer a des températures comprises
entre 67 et 102 °C, avec un optimum a 96 °C, pour un pH neutre. Les cellules de P. abyssi
sont des coques de 0,8 a 2 um (Fig. 5). La structure de la paroi est similaire a celle de
Methanococcus jannaschii avec une membrane cytoplasmique, entourée d’une double « S-
layer » (Erauso et al, 1993). Dans son environnement, P. abyssi est soumise a une énorme
pression hydrostatique (entre 200 et 300 fois la pression atmosphérique). Cependant, et de
mani¢re surprenante, elle est parfaitement capable de se développer a la pression
atmosphérique. Ce sont donc des micro-organismes barophiles facultatifs. Mais les fortes
pressions accéleérent leur croissance.

Figure 5: Image par
microscopie  électronique a

balayage de P. abyssi (Orange,
2008)

P. abyssi

Methanococcus jannaschii

L’archée méthanogene hyperthermophile Methanocaldococcus jannaschii a été isolée sur un
prélévement de cheminée hydrothermale, au niveau de la dorsale Est-Pacifique, a proximité
de la pointe de la Basse Californie (Mexique), a une profondeur de 2500 metres (Jones et al,
1983). C’est une archée méthanogene, autotrophe, hyperthermophile, comme on en trouve un
certain nombre dans le domaine des archées. Elle se présente sous la forme de coques
irrégulieres, avec des plissures dans sa paroi évoquant la forme d’un grain de raisin sec, de
taille 1égérement inférieure au micron (Fig. 6). Elle peut se développer entre 45 et 86 °C, avec
un optimum a 80 °C. Sa paroi est constituée d’une membrane cytoplasmique, et d’une couche
de surface «S-layer » d’environ 20 nm d’épaisseur (Jones et al, 1983) (Konig, 2001). Elle

posseéde deux faisceaux de flagelles polaires. Depuis son identification (Jones et al, 1983), M.
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Jjannaschii était classée dans le genre des Methanococcus. Cependant, afin de mieux séparer
les souches thermophiles et mésophiles de ce genre, une partie des espéces a été répartie dans
un nouveau genre, Methanocaldococcus (noter 1’ajout du ‘caldo’, pour chaleur), avec
Methanocaldococcus jannaschii comme souche type (Graham et al, 2001).

Le génome du M. jannaschii a été le premier parmi les génomes des archaebactéries dont on a
obtenu le séquencage complet (Bult et al, 1996) ce qui révéla des relations évolutives
complexes entre les archées, les eucaryotes et les bactéries: seulement moins de la moitié des
geénes trouves dans son génome pouvait, en fait, étre reliée a ceux des autres organismes. Des
¢tudes ont montré que le métabolisme du M. jannaschii et sa croissance a haute température
sont favorisés par la pression jusqu’a 750 bar et que les limites pour la croissance sont
atteintes a 90 °C soit a basse ou a haute pression (Jones et al, 1983). Ces résultats suggerent
que M. jannaschii est effectivement un organisme barophile et pas seulement barotolérant.
Cette conclusion semble étre aussi confirmée par des études des réactions enzymatiques qui
ont montré que 1’application d’une pression de 500 bar peut augmenter jusqu’a cinq fois le
temps moyen de vie de I’hydrogénase de M. jannaschii a 90 °C (Hei & Clark, 1994) et
jusqu’a trois fois celui de la protéase a 125 °C (Michels & Clark, 1997). Néanmoins, des
¢tudes récentes ont montré que la pression inhibait la fonction du 20S protéasome du M.
jannaschii (Frankenberg et al, 2003), suggérant ainsi que dans certains cas la moindre activité
d’une protéine a la pression native pourrait étre un mécanisme de régulation conférant des
avantages a la cellule entiére. Par conséquent, un comportement bien plus complexe de la

cellule par rapport aux hautes pressions et aux hautes températures devra étre envisagé.

T

philicenvi and thy

Figure 6: Image  par
microscopie électronique a
balayage représentative de M.
jannaschii  (Slonczewski &
Foster, 2013)
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1.4 Présentation des systémes protéasomes archéens et eucaryotes

1.4.1 Description générale (eucaryotes/archées)
La machinerie protéolytique de la voie de dégradation des protéines médiée par [’ubiquitine
chez les eucaryotes est le protéasome 26S (Frankland-Searby, 2012). C’est un grand
complexe protéique dynamique qui est hautement conservé chez les eucaryotes, a la fois au
niveau structural et fonctionnel. Il se compose de plus de 30 sous-unités protéiques différentes
et a un poids moléculaire de plus de 2 MDa. La Figure 7 montre ses composants principaux
divisés en plusieurs groupes fonctionnels. La partie centrale (rouge) a la forme d’un tonneau
et constitue la particule catalytique (CP) ou la protéase 20S qui est formée par un empilement
de quatre anneaux heptamériques : deux anneaux [ intérieurs identiques, formés chacun par
sept sous-unités P différents (B1-7) et deux anneaux o extérieurs identiques formés chacun par
sept sous-unités a différents (al-7). Chaque coté de la particule catalytique 20S est couverte
d’une particule régulatrice (RP) 19S qui régule la fonction protéolytique de la protéase (20S).
La particule régulatrice est également divisée en deux sous-complexes, la base et le couvercle
(«lid »). La base a six sous-unités ATPases différentes, Rptl-6, et quelques sous-unités non-
ATPases, tels que Rpnl, Rpn2 et Rpnl3. Le couvercle contient plus de dix autres sous-unités
Rpn («regulatory particle non-ATPase »). L’association entre la base et le couvercle est
principalement médiée par la sous-unit¢ Rpn10 (Glickman et al, 1998). Parce que le lien entre
la base et le couvercle est relativement faible, sous certaines conditions biochimiques, le

couvercle peut étre séparé de la base pour former un « lidless » protéasome.
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Figure 7 : Carte Cryo-EM du protéasome 26S de Schizosaccharomyces pombe.

(A) carte de densité Cryo-EM du protéasome 26S de S. pombe 4 8,4 A de résolution, montrée en deux vues liées
par une rotation de 90° autour d’un axe de symétrie P7 de la particule catalytique (CP) (CP : rouge ; hexamere
AAA-ATPase : bleu ; sous-unités Rpn : doré). (B) la surface de la carte Cryo-EM est colorée en fonction de la
résolution local en A, comme spécifié dans la barre de couleur. (Lasker et al, 2012).

Bien que la structure atomique de la particule catalytique 20S, comme un complexe protéique
complet, soit trés bien caractérisée (Groll et al, 1997; Lowe et al, 1995), des structures hautes
résolution de la particule régulatrice 19S sont principalement limitées aux sous-unités
individuelles, ou méme aux domaines isolés. Méme avec le progreés considérable réalisé dans
la technologie de toutes les méthodes de détermination des structures, il n’a toujours pas été
possible de cristalliser I’ensemble du protéasome 26S. En revanche, des progres significatifs
ont ¢été réalisés vers la détermination de la structure atomique des différents composants isolés
de ce complexe. A un niveau de résolution plus basse, la cryo-microscopie électronique
(Cryo-EM) a été utilisée pour obtenir des enveloppes 3D du protéasome 26S (Lander et al,
2012) (Lasker et al, 2012) (Fig. 7).

La base de la particule 19S régule la fonction du 20S en stimulant ses activités de protéase,
reconnaissant les substrats, les dépliant d’une mani¢re ATP-dépendante et permettant la
translocation des substrats dépliés dans la particule catalytique. Le couvercle exerce des
fonctions plus complexes et plus diversifiés au cours du processus de dégradation des
protéines, impliquant des récepteurs de I'ubiquitine et des enzymes de déubiquitination. La
dégradation des protéines ubiquitinylées nécessite le couvercle, mais les fonctions précises de

nombreuses sous-unités du couvercle sont moins claires que ceux des sous-unités de la base
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ou de la particule catalytique 20S. La plupart des composants du couvercle sont ¢galement
impliqués dans des activités non-protéolytiques. Récemment, plusieurs sous-unités du 19S ont
été identifiées, la plupart d’entre elles sont associées avec le couvercle (Besche et al, 2009).
En correspondant aux fonctions de chaque sous-complexe, la particule catalytique 20S est
structurellement le complexe le plus stable, tandis que le couvercle est le plus dynamique et le
moins stable. Ainsi on peut comprendre qu’il y ait plus d’informations structurales sur la
particule catalytique 20S que sur le couvercle de la particule régulatrice 19S.

Les archées contiennent un protéasome fonctionnel et un systéme de conjugaison protéique
(ubiquitin-like) qui est li¢é au systéme Protéasome-Ubiquitine (UPS) des eucaryotes, ce
systeme est appelé ‘sampylation’ (SAMP : Small Archaeal Modifier Protein). Comme les
eucaryotes, les archées utilisent le protéasome comme un systéme majeur de la protéolyse
énergie-dépendante (Maupin-Furlow et al, 2006). Toutes les especes d’archées avec des
génomes séquencés codent pour une particule catalytique 20S composée de sous-unités o et 3
ainsi que pour un régulateur AAA+ (PAN et/ou Cdc48) supposé de s’associer a la particule
catalytique pour aider a la dégradation des protéines (Maupin-Furlow et al, 2006) (Bar-Nun &
Glickman, 2012). Les archées contiennent également la protéase Lon de type B liée a la
membrane (Besche & Zwickl, 2004). Cependant, contrairement aux bactéries, les archées
manquent les homologues de la protéase FtsH et dans la plupart des cas manquent également
les protéases HslUV, Clp et Lon de type A (Besche & Zwickl, 2004). Globalement, la
répartition des protéases énergie-dépendantes chez les archées ressemble plus aux eucaryotes
qu’aux bactéries ou qu’aux organelles « bacterial-like » des eucaryotes (mitochondries,
chloroplastes). Alors que les particules catalytiques 20S des archées n’ont jamais été purifiées
en complexe avec les particules régulatrices de leurs organismes natifs, les particules
catalytiques des archées peuvent s’associer avec des régulateurs ATPases in vitro (Fig. 25).
Des études de cette association ont été lancées apres la libération de la premicre séquence
d’un génome d’archée (M. jannaschii), qui a montré qu’il code pour un homologue des sous-
unités de Rpt 1-6 du protéasome 26S eucaryote (Bult et al, 1996). L’homologue, appelé PAN
(pour Proteasome Activating Nucleotidase), a été synthétisé et purifi¢ dans E. coli et il est
indispensable pour la dégradation des protéines substrats (par exemple la caséine) par la
particule catalytique y compris celle de 7. acidophilum (Zwickl et al, 1999) et M. jannaschii
(Wilson et al, 2000). M. jannaschii (Mj) MjPAN forme un relativement simple complexe
ATPase homohexamérique, et par conséquent a servi comme un modele idéal pour
comprendre comment les protéines Rpts fonctionnent dans la régulation du protéasome

eucaryote (da Fonseca et al, 2012).
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Tandis que toutes les archées codent pour la partie catalytique du protéasome, il y en a
plusieurs qui ne codent pas pour des homologues Rpt/PAN. Que ce soit ou non des ATPases
au-dela de PAN peuvent réguler ces particules catalytiques reste a déterminer. Des membres
de la sous-famille des protéines AAA+ Cdc48/VCP/p97 sont universellement distribués parmi
les archées et chez les eucaryotes, ces protéines de type Cdc48 sont associées au systéme
Ubiquitine-Protéasome dans la dégradation des protéine associées au réticulum
endoplasmique (ERAD) (Stolz et al, 2011). Le complexe Cdc48 ATPase des archées a été
purifi¢ et a montré une activité unfoldase ATP-dépendante pour stimuler la dégradation des
protéines en utilisant des mutants de la particules catalytiques avec une porte d’entrée ouverte
(Gerega et al, 2005). Plus récemment, la Cdc48 a montré une capacité d’associer avec la
particule catalytique et de stimuler la dégradation des peptides et des protéines (Barthelme &
Sauer, 20