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La cristallographie est la science qui s’intéresse à l’étude des cristaux et à leur 

structure chimique. Les cristaux, solides périodiques dont le motif de base est répété dans les 

trois dimensions, fascinent les hommes depuis des siècles. Bien souvent, on pense que ces 

objets sont le fruit de la nature, comme c’est le cas pour de nombreux minéraux, les cristaux 

de sel de mer (chlorure de sodium) ou encore le diamant (cristal de carbone dont les atomes 

ont une organisation particulière). Les plus spectaculaires sont probablement les cristaux 

géants de gypse des grottes mexicaines de Naica (Figure 1). Cependant, les cristaux peuvent 

aussi être générés en laboratoire, et de nombreuses molécules chimiques et biologiques sont 

cristallisables. 

 

Figure 1 Cristaux de gypse (CaSO4) géants de la mine de Naica 

 Région de Chihuahua, Mexique (‘The Cave of Giant Crystal’, par Paul Williams, image libre 

sous licence CC BY-NC 2.0). 

L’intérêt des scientifiques pour les cristaux remonte à l’Antiquité, période au cours de 

laquelle les philosophes grecs portent en admiration la beauté de leurs formes géométriques. 

Les solides cristallins suscitent également l’intérêt des mathématiciens et des architectes au fil 

du temps, puis des minéralogistes à partir de la Renaissance. Plus tard, les avancées en 

physique avec notamment la découverte des rayons X par Wilhelm Röntgen (1895) ainsi que 
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la diffraction des rayons X par un cristal par Max von Laue (1912) posent les bases d’une 

discipline qui permet d’étudier la forme tridimensionnelle des molécules.  

Les premières contributions de la cristallographie à la compréhension des mécanismes 

moléculaires biologiques ont été la détermination de la structure de l’ADN, support de 

l’information génétique, en 1959 (Watson et Crick) et la détermination de la structure de 

protéines globulaires : la myoglobine et l’hémoglobine par John Kendrew et Max Perutz 

(1962). Citons également le travail de Dorothy Hodgkin qui a déterminé la structure de 

l’insuline en 1969. Dès lors, la cristallographie macromoléculaire a connu un essor 

considérable qui a permis de comprendre le fonctionnement de nombreuses protéines et 

enzymes, avec d’énormes retombées dans les domaines pharmaceutiques et médicaux.  

Les glutathion transférases (GST) sont des enzymes constituant une superfamille 

déclinée en plusieurs classes et qui sont retrouvées chez la plupart des organismes vivants. 

Ces enzymes participent à la détoxification des composés néfastes endogènes ou issus de 

l’environnement en catalysant le transfert du glutathion (GSH) sur les molécules à éliminer. 

Depuis leur découverte au début des années 60, de nombreux travaux ont élucidé le rôle de 

ces protéines dans le métabolisme des mammifères principalement. Néanmoins, ces enzymes 

sont ubiquitaires et les travaux de séquençage génomique débutés depuis les années 2000 

révèlent que les GST sont présentes en très grand nombre chez certains organismes fongiques. 

Parmi ceux-ci sont retrouvés des champignons décomposeurs de bois présentant un intérêt 

écologique et biotechnologique de par leurs systèmes enzymatiques leur permettant de 

dégrader la matière organique. Une classe de GST en particulier est exprimée en de 

nombreuses isoformes chez les champignons basidiomycètes tel que l’agent de la pourriture 

blanche Trametes versicolor : la classe des GST Oméga. Une autre classe présente chez les 

champignons et largement méconnue est la classe Xi. Le rôle précis de ces deux classes de 

GST n’est encore pas clairement défini. L’objet de ce manuscrit est de présenter une étude 

cristallographique détaillée des GST Oméga et Xi d’organismes fongiques. 

Après un état de l’art actuel sur les GST fongiques et les méthodes permettant de 

déterminer la structure de complexes protéines-ligands par cristallographie, ce manuscrit 

présente l’étude cristallographique de GST des classes Oméga et Xi chez le basidiomycète 

Trametes versicolor, organisme modèle pour l’étude de la dégradation du bois, ainsi qu’une 

structure de GST Xi chez l’organisme modèle eucaryote Saccharomyces cerevisiae. Ce travail 

a également impliqué la détermination structurale de complexes GST-ligands afin d’éclaircir 
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les bases d’une éventuelle spécificité vis-à-vis de certaines molécules. Les résultats obtenus 

ont donné lieu à quatre publications acceptées et parues dont les textes sont joints à ce 

manuscrit. 
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I Les glutathion transférases, une famille 

d’enzymes ubiquitaires et variées chez les 

champignons 

Les glutathion transférases, appelées historiquement glutathion-S-transférases et 

abrégées ‘GST’, forment une large famille d’enzymes présentes chez la plupart des 

organismes. La première GST a été mise en évidence par la découverte d’une activité de 

transfert de glutathion dans le foie de rat (Booth et al, 1961). Dès lors de nombreuses GST ont 

été caractérisées biochimiquement mais aussi structuralement avec l’avancée des techniques 

de détermination structurale en cristallographie des protéines. Au moment de la rédaction de 

ce manuscrit, 582 structures de GST étaient disponibles dans la base de données de structures 

de protéines (Protein Data Bank). La majorité des GST cytosoliques est constituée de 

protéines dimériques. Il leur correspond finalement des rôles beaucoup plus variés que la 

seule fonction de transfert du glutathion dont elles tirent leur nom.  

La famille des GST est très hétéroclite. Actuellement, près d’une vingtaine de classes 

de GST est décrite dans la littérature. Ces classes ont été nommées en majorité à partir d’une 

lettre grecque (Mannervik et Danielson, 1988). Quelques fois certaines classes sont 

spécifiques à un règne biologique (ex : les GST Beta sont retrouvées chez les bactéries 

uniquement) alors que d’autres classes sont conservées chez plusieurs clades biologiques (ex : 

les GST Xi sont retrouvées chez les bactéries, les plantes et les champignons). L’acronyme 

d’une glutathion transférase d’une classe donnée commence par les initiales de l’organisme, 

est suivi des trois lettres GST et d’une lettre pour la classe. Le numéro de l’isoforme dans 

l’organisme termine souvent l’acronyme (par exemple, l’acronyme de l’isoforme 1 de la GST 

Xi de Trametes versicolor est TvGSTX1). A l’origine, ces classes ont été définies à partir des 

propriétés physico-chimiques et immunologiques des GST correspondantes. La séquence 

primaire est le critère le plus utilisé aujourd’hui. Ainsi, lorsque l’identité de séquence de deux 

GST est supérieure à 60 %, elles appartiennent à la même classe (Sheehan et al, 2001). Si leur 

identité de séquence est inférieure à 30 %, elles appartiennent à des classes différentes. Ce 

mode de classification, initialement basé sur les GST de mammifères, présente aujourd’hui 

des limites face aux nombreuses classes de GST existantes (Figure 2), et la présence de 

certaines classes dans des organismes évolutivement très différents (Mashiyama et al, 2014). 
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Figure 2 Vue globale des différentes classes de GST cytosoliques existantes et de leurs relations sur 

la base des séquences (adapté et traduit de Mashiyama et al, 2014) 

 Les 2 190 nœuds des différents clusters correspondent à 13 493 séquences putatives de GST. 

Chaque nœud regroupe des séquences partageant plus de 50% d’identité. La longueur de 

connexion entre deux nœuds représente leur degré de similarité. Si cette similarité est 

inférieure à un E de 10-13 (voir définition de ce score en partie IX.1 du chapitre Matériel et 

Méthodes), la connexion n’est pas représentée. Différents clusters sont retrouvés, notamment le 

cluster principal regroupant la majorité des classes, le cluster AMPS (regroupant les classes 

Alpha, Mu, Pi et Sigma), le cluster des GST Xi et d’autres clusters appelés R1 à R4. La 

classification est basée sur la définition des classes selon la banque de donnée SwissProt 

(https://www.uniprot.org/) ou selon la littérature pour les classes Nu et Xi. Les nœuds sont 

colorés si et seulement si 50% au moins des séquences présentes ont été assignées aux classes 

correspondantes selon la SwissProt. Les symboles (triangle, carré ou losange) avec des lignes 

épaisses correspondent aux séquences dont les informations de structure sont disponibles. 

 

 



Chapitre A  Etat de l’art 

- 25 - 

Dans un premier temps l’état des connaissances principales acquises dans le domaine 

des GST est réalisé, sans toutefois être exhaustif compte tenu de la grande quantité 

d’informations acquises sur cette famille d’enzymes depuis les années 60. Un accent 

particulier est donné sur la structure des GST ainsi que leurs propriétés de fixation et de 

catalyse. Dans une deuxième partie, j’ai choisi de focaliser mon discours sur les GST 

fongiques en les décrivant du point de vue de leurs fonctions et de leurs structures. 

I.1 Description de la famille des glutathion transférases 

I.1.a. Le rôle des GST dans la détoxication des composés xénobiotiques 

i) Les étapes de la détoxication 

De par leur activité de transfert de glutathion et leur large spécificité de substrat, le 

rôle initialement attribué aux GST est la détoxication des xénobiotiques (Sheehan et al, 2001). 

Les organismes biologiques sont exposés au cours de leur vie à tout un panel de molécules 

exogènes pouvant être toxiques voire oncogènes. La capacité à pouvoir neutraliser ces 

composés est donc une adaptation biologique fondamentale à la survie. Pour cela, les 

organismes vivants utilisent une stratégie de biotransformation (Figure 3) afin de modifier la 

molécule pour réduire sa toxicité et améliorer sa solubilité dans un premier temps (phases I et 

II), afin de l’exporter hors de la cellule dans un second temps (phase III). 

 

La phase I implique une modification chimique (le plus souvent une oxydation) de la 

molécule cible qui a pour but d’exposer un groupement fonctionnel. Cette phase est assurée 

essentiellement par une famille de protéines microsomales : le système cytochrome P450. La 

phase II fait intervenir des enzymes dont le rôle est de faciliter la solubilisation en milieu 

aqueux du xénobiotique. Pour cela, les réactions mises en jeu impliquent l’association à un 

substrat comme la glycine, l’acide UDP-glucuronique ou, dans la majorité des cas, le 

glutathion. Ainsi les principales enzymes de phase II sont les glutathion transférases qui 

peuvent catalyser des réactions de substitutions nucléophiles, d’additions ou encore 

d’ouvertures de cycle époxyde par le transfert d’une molécule de glutathion (GSH) sur le 

xénobiotique. Durant la phase III, le conjugué GS-X formé peut être pris en charge par des 

systèmes membranaires d’export tels le MRP (pour ‘multidrug-resistance-associated 

protein’), qui ont pour but d’exporter le conjugué hors de la cellule (Hayes et al, 2005). 
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Figure 3 Etapes clés du métabolisme de la détoxication (adapté de Morel et al, 2013) 

 Le métabolisme de la détoxication peut être décomposé en trois étapes. La première étape vise 

à faire apparaître un groupement fonctionnel sur le composé. Ce dernier est ensuite pris en 

charge par des enzymes de conjugaison afin d’améliorer sa solubilité et de diminuer sa toxicité. 

Enfin, le composé est soit excrété de la cellule, soit stocké dans la vacuole. 

 

ii) Le rôle des GST dans la phase II 

La réaction enzymatique de conjugaison au glutathion fait intervenir soit un résidu 

sérinyl- (Ser-GST), soit un résidu tyrosinyl- (Tyr-GST) de la GST qui est responsable de 

l’activation de la cystéine du glutathion par la diminution du pKa de sa fonction thiol (Oakley 

et al, 2011 ; voir l’ouvrage « Enzymatic Basis of Detoxication » de Jakoby et Habig). Le 

glutathion ainsi activé peut réaliser une attaque nucléophile sur un substrat portant un 

groupement électrophile et il se forme un conjugué glutathionylé portant une liaison C-S, N-S 

ou S-S suivant la nature du substrat (Figure 4, Hayes et al, 2005). Les GST étant pour la 

plupart d’entre elles homodimériques, les réactions peuvent avoir lieu simultanément dans les 

deux monomères. 
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Plusieurs substrats synthétiques dits « de laboratoire » ont été utilisés pour caractériser 

cette activité de conjugaison des GST. Le substrat le plus utilisé est le 1-chloro 2,4-

dinitrobenzène (CDNB, Figure 4). Lors de la réaction catalytique, le soufre nucléophile 

attaque le carbone électrophile portant le groupement chloro- par un mécanisme de 

substitution nucléophile aromatique. Le produit de réaction est le conjugué glutathionyl-

dinitrobenzène dans lequel le soufre est en liaison covalente S-C avec le groupement 

dinitrobenzène. La majorité des Ser-GST et Tyr-GST présentent une activité enzymatique 

avec ce produit, détectable par spectrophotométrie UV/visible. 

Une autre famille de substrats largement utilisés est la famille des isothiocyanates. Ces 

molécules volatiles sont retrouvées chez certains végétaux de la famille des Brassicacées 

(exemples : chou, raifort). Le glutathion peut réagir spontanément sur ces composés et former 

des conjugués de type dithiocarbamate. Il a été montré que certaines GST sont capables de 

catalyser cette réaction dans le sens de la conjugaison mais également dans le sens inverse 

(Kolm et al, 1995). 

 

Figure 4 Réactions de conjugaison catalysées par les GST 

 A. Conjugaison enzymatique du glutathion au CDNB. B. Conjugaison enzymatique et 

réversible du glutathion au PEITC. 

I.1.b. Les autres rôles biologiques connus des GST 

En marge de leur rôle dans la détoxication, les GST présentent également d’autres 

fonctions biologiques, parfois selon la classe à laquelle elles appartiennent. Ainsi, par 
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l’utilisation du glutathion en tant que cofacteur, elles peuvent remplir des fonctions dans la 

protection contre un stress oxydant, le catabolisme de la tyrosine, la biosynthèse des stéroides 

ou encore la régénération du déhydroascorbate. 

i) Rôle de protection dans le cadre d’un stress oxydant 

Un stress oxydant survient lorsqu’une accumulation d’espèces réactives de l’oxygène 

(anion superoxyde O2
.-, peroxyde d’hydrogène H2O2 ou radical hydroxyle HO-) intervient à 

l’intérieur des cellules des organismes aérobies. Ces espèces peuvent causer des dommages 

aux molécules biologiques (lipides, protéines et acides nucléiques) et sont dans la majorité des 

cas neutralisées par des systèmes de défense enzymatiques (superoxyde dismutase, catalase 

ou glutathion peroxidase) ou non enzymatique (alpha-tocophérol, acide ascorbique, 

glutathion). En particulier, la peroxydation des lipides membranaires est problématique car 

elle provoque une série de réactions en chaîne qui peuvent avoir un effet dramatique sur les 

membranes. Certaines GST ont la capacité à conjuguer le glutathion à certains intermédiaires 

peroxydés formés et ainsi interrompre les dommages causés (Hayes et al, 2005). L’activité de 

telles GST peut notamment être évaluée par le test de réduction du cumène hydroperoxyde. 

ii) Rôle dans la dégradation des acides aminés aromatiques 

Une classe particulière de GST, la classe Zeta (GSTZ) est retrouvée chez les animaux 

(Tong et al, 1998 ; Fernandez-Canon et al, 2002), les plantes (Dixon et al, 2000) et certains 

champignons (Fernandez-Canon et al, 1998 ; Edwards et al, 2011) et impliquée dans le 

catabolisme des acides aminés aromatiques. En effet, ces GST aussi appelées 

maleylacétoacétate isomérases (MAAI) catalysent la réaction d’isomérisation du 4-maleyl-

acétoacétate (MAA) en 4-fumaryl-acétoacétate (FAA) dans l’avant-dernière étape de la voie 

de dégradation de la tyrosine (Polekhina et al, 2001). La réaction fait intervenir un 

intermédiaire glutathionylé qui permet l’isomérisation de la liaison cis du MAA en trans pour 

produire le FAA. Il est important de rappeler que des défauts dans la voie de dégradation des 

acides aminés aromatiques sont à l’origine de maladies telles que la phenylcétonurie ou la 

tyrosinémie héréditaire de type I pouvant conduire à un hépatocarcinome (Fernandez-Canon 

et al, 1998).  

iii) Rôle dans le métabolisme des hormones stéroides 

Chez l’homme, la GST Alpha A3-3 est impliquée dans l’isomérisation de liaisons 

doubles sur des hormones stéroïdes dans les voies de biosynthèse de ces composés (Johansson 
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et Mannervik, 2001). En effet, cette GST est capable d’isomériser la liaison Δ5 en liaison Δ4 

sur les 3-cétostéroides afin de produire in fine les hormones stéroides testostérone ou 

progestérone. De manière intéressante, seule l’isoforme A3-3 présente cette activité de 

manière significative, contrairement aux autres isoformes A1-1, A2-2 et A4-4. Cette 

différence d’activité serait expliquée par des différences retrouvées au niveau du site de 

liaison du substrat hydrophobe (site H) des GST (Johansson et Mannervik, 2001).  

iv) Rôle dans les processus d’inflammation 

Des GST microsomales, rassemblées dans la famille des MAPEG (pour Membrane-

Associated Proteins in Eicosanoids and Glutathione metabolism) et évolutivement différentes 

des GST cytosoliques sont décrites dans tous les règnes du vivant sauf les Archées 

(Morgenstern et al, 2011). Chez l’homme, 6 membres de cette famille sont décrits, présentant 

différents rôles biologiques. 3 membres sont impliqués dans la production de médiateurs 

chimiques intervenant dans les processus d’inflammation : la protéine activant la 5-

lipoxygénase, les leukotriène C4-synthase et prostaglandine E2 synthase 1 microsomale 

(mPGES1). Deux autres membres (MGST2 et -3) présentent des activités glutathion 

peroxydases. MGST1 présente des activités de conjugaison du GSH sur les xénobiotiques 

similaires aux GST cytosoliques, quoique plus faibles cependant. Elle a la particularité 

d’avoir une préférence d’activité envers les substrats très hydrophobes tels que les 

hydrocarbures halogénés (Dekant et al, 1990) ou les phospholipides hydroperoxydés 

(Mosialou et al, 1993), renvoyant à une fonction de biotransformation d’espèces réactives 

lipophiles présentes aux membranes. 

v) Rôle des GST végétales dans le transport des flavonoïdes 

Il a été démontré que chez certaines plantes, des GST sont impliquées dans le 

métabolisme des produits naturels endogènes. En effet, des études chez le pétunia montrent 

qu’une GST appartenant à la classe Phi et appelée AN9 est requise pour l’export des 

anthocyanines de leur site de synthèse au cytoplasme jusqu’à la vacuole qui est leur site de 

stockage permanent (Mueller et al, 2000). Le même rôle est assuré par la GST Tau Bz2 chez 

le maïs. Des résultats similaires ont été obtenus à partir d’une étude sur l’homologue de AN9 

chez la vigne (Gomez et al, 2011). Ce transport se fait sans réaction catalytique avec le 

glutathion et les affinités de liaison entre GST et ligand sont de l’ordre du micromolaire. 

Dixon et Edwards (2010) ont suggéré un rôle similaire pour les GST Lambda en montrant que 

l’isoforme de blé TaGSTL1 a la capacité de fixer certains flavonols.  
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vi) Rôle dans l’homéostasie de l’oxyde nitrique (NO) 

Les GST interviennent dans le stockage de l’oxyde nitrique (NO), toxique à forte 

concentration. En effet, les molécules de NO peuvent s’accumuler dans la cellule en cas de 

stress oxydant et il est fondamental de contrôler leur concentration cellulaire. En 2001, Lo 

Bello et collaborateurs ont montré que la GST Pi humaine est impliquée dans l’homéostasie 

de l’oxyde nitrique. Celui-ci peut réagir non enzymatiquement avec le glutathion et le fer 

intracellulaire pour former un complexe appelée DNDGIC (pour ‘dinitrosyl diglutathionyl 

iron complex’). La GST Pi est capable de lier ce composé en se « substituant » à un des 

groupements glutathion (le produit est appelé DNGIC pour ‘dinitrosyl glutathionyl iron 

complex’). La Tyr7 vient stabiliser l’atome de fer à la place du glutathion (Figure 5). Plus 

tard, il a été démontré que la capacité à lier le DNGIC est une propriété conservée chez les 

Tyr-GST essentiellement, et dans une moindre mesure chez les Ser-GST (Bocedi et al, 2013). 

De manière intéressante, une coopérativité négative intervient de façon à maintenir l’activité 

de conjugaison au GSH à l’un des monomères lorsque l’autre monomère lie le DNGIC 

(Bocedi et al, 2016). Lorsqu’une molécule de DNGIC est fixée au premier monomère de GST 

Pi, l’affinité pour ce ligand diminue au deuxième monomère, de manière à conserver l’activité 

GSH-transférase nécessaire à la détoxication. Cette propriété permettrait à la GST Pi d’assurer 

son double rôle de manière optimale dans la cellule. 

 

 

Figure 5 « Dinitrosyl-diglutathionyl iron complex » (DNDGIC, gauche) et « dinitrosyl-glutathionyl 

iron complex » (DNGIC, droite) fixé au site actif de la GST Pi humaine (code PDB 1ZGN) 

 La chaîne latérale de Tyr7 participe à la sphère de coordination de l’atome de fer et se substitue 

à l’un des glutathion lors de la fixation à la protéine. 
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vii) Les GST impliquées dans la dégradation de la lignine chez les bactéries du 

genre Sphingobium  

Récemment, le rôle de GST dans le métabolisme des composés issus de la dégradation 

du bois a été suggéré chez certaines bactéries du sol du genre Sphingobium. En effet, en 2003 

il a été montré que les GST dénommées LigE, LigF et LigG seraient impliquées dans la 

dégradation de la lignine chez les bactéries de genre Sphingobium. LigE et LigF catalysent 

une réaction beta-aryl étherase sur un substrat modèle de la lignine par conjugaison avec le 

glutathion (Figure 6). Le conjugué au glutathion est réduit ensuite par LigG (Masai et al, 

2003). LigG est une GST à cystéine apparentée à la classe des GST Oméga (Meux et al, 

2012), classe qui sera détaillée dans la partie I.2.b. Récemment, il a été montré un rôle 

similaire chez la bactérie Novosphingobium aromaticivorans pour une GST appelée 

NaGSTNu (Kontur et al, 2018), appartenant à la classe Nu (apparentée à la classe Ure2p chez 

les champignons, également détaillée dans la partie I.2.b).  

 

Figure 6 Implication des GST de l’opéron Lig dans le clivage de la liaison β-aryl ether du modèle 

monomérique de lignine (guaiacylglycérol-β-guaiacyl ether, GGE) chez les bactéries du 

genre Sphingobium (d’après Kontur et al, 2018) 

viii) Les GST à cystéine et les rôles associés 

Les GST présentent le plus souvent un résidu catalytique sérine ou tyrosine nécessaire 

à l’activation du glutathion. Néanmoins, certaines classes présentent un résidu cystéine 

comme résidu catalytique et de ce fait ont une chimie totalement différente. Ces GST à 

cystéine (Cys-GST) catalysent des réactions de type thiol-transférase avec l’hydroxy-



Chapitre A  Etat de l’art 

- 32 - 

éthyldisulfide (HED) suivant un mécanisme similaire aux glutarédoxines (Board et al, 2000 ; 

Lallement et al, 2014). Les Cys-GST catalysent également la régénération du 

déhydroascorbate en ascorbate avec un rôle avéré dans la protection contre le stress oxydant 

pour la classe des déhydroascorbate réductases (DHAR) notamment. L’isoforme GSTO1 

humaine est également responsable de la régulation par déglutathionylation de certaines 

protéines et serait impliquée dans la réaction inflammatoire (Board et Menon, 2016). De 

manière générale, ces GST sont capables de réduire les substrats glutathionylés qu’il s’agisse 

de protéines ou de petites molécules (exemple : la glutathionyl-ménadione, GS-Men ou la 

glutathionyl-phénylacétophénone, GS-PAP) (Figure 7). A l’issue de la réduction, la cystéine 

catalytique est en pont disulfure avec le glutathion et doit être régénérée par l’apport d’une 

deuxième molécule de glutathion et formation de glutathion oxydé (GSSG). Ces Cys-GST 

seront décrites plus en détail dans la partie « GST à cystéine » page 47 de ce manuscrit.  

 

 

Figure 7 Mécanisme catalytique des GST à cystéine 

 A. Réduction du glutathionyl-phenylacetophenone GS-PAP catalysée par les GST Oméga. B. 

Autres substrats réduits par les GST à cystéine (adapté de Lallement et al, 2014). 
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I.1.c. Structure des principaux types de GST  

Trois grandes familles de GST sont actuellement décrites et différenciées sur la base 

de leur localisation dans la cellule : les GST cytosoliques, les GST mitochondriales et les GST 

microsomales (Oakley, 2011). La famille des GST cytosoliques présente certainement le plus 

de diversité, tant par les fonctions assurées que par les structures tridimensionnelles adoptées 

par ces protéines. Les GST mitochondriales sont essentiellement représentées par la classe 

Kappa, ayant un repliement similaire aux GST cytosoliques avec une variation dans la 

succession des structures secondaires. Les GST MAPEG se distinguent des deux autres 

familles par un repliement et une structure quaternaire propres. 

i) Les GST cytosoliques 

 Structure globale 

Les GST cytosoliques forment des homo-dimères d’environ 220 résidus d’acides 

aminés par monomère, avec des variations de longueur de séquence suivant les classes. Le 

repliement classique des GST cytosoliques comporte deux domaines (Figure 8). Le domaine 

N-terminal, fortement conservé, est constitué d’un repliement de type « thiorédoxine » car 

retrouvé chez d’autres protéines (familles des thiorédoxines et protéines disulfures isomérases 

notamment). Ce domaine (β1 α1 β2 α2 β3 β4 α3) est formé par un feuillet β mixte de 4 brins 

entouré de 3 hélices α. Le domaine C-terminal est rattaché au domaine N-terminal par une 

région linker d’une dizaine de résidus. Ce domaine C-terminal, tout alpha, contient au moins 

4 hélices (α4 α5 α6 et α7) et présente plus de variabilité suivant les classes, avec notamment 

des hélices supplémentaires de localisation variable (Sheehan et al, 2001).  

Les GST forment des homo-dimères présentant une symétrie 2. Dans la plupart des 

cas, le domaine N-terminal d’une sous-unité interagit avec le domaine C-terminal de l’autre 

sous-unité et vice-versa. Chez certaines classes de GST, cet arrangement est permis par une 

interaction impliquant un résidu hydrophobe phenylalanine de la boucle α2-β3 s’insérant entre 

les hélices α4 et α5 de l’autre monomère et appelé ‘lock-and-key’ (Sheehan et al, 2001) (par 

exemple dans la GST Mu de code PDB 6GST, Xiao et al, 1996). La nature des interactions 

inter-monomériques varie d’une classe à l’autre, en accord avec la variabilité du domaine C-

terminal. Ainsi, la surface enfouie à l’interface peut varier de 2000 Å2 à 3400 Å2 selon les 

classes. A noter qu’un autre type de dimère a été observé chez les GST Xi (voir figure p.49). 



Chapitre A  Etat de l’art 

- 34 - 

 

Figure 8 Structure du dimère classique de GST : exemple de la GST Mu de rat (code PDB 6GST) 

 Haut : vue dans la direction de l’axe 2 du dimère. Bas : vue perpendiculaire à l’axe 2 du 

dimère. Le domaine N-terminal est coloré en jaune pâle et le domaine C-terminal est coloré en 

cyan. La région linker est colorée en rouge. Les éléments de structure secondaire sont annotés. 
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 Site de liaison au glutathion (site G) 

Le site de liaison du glutathion est situé au niveau du domaine thiorédoxine. Ce site 

est constitué de résidus stabilisant majoritairement le glutathion par des interactions polaires 

(Figure 9). Le site G contient, à l’extrémité C-terminale de la boucle α2-β3, une cis-proline 

qui est le seul résidu invariant dans la superfamille des GST (Meux et al, 2012). Le résidu 

précedent cette cis-proline, qui est souvent une valine, interagit via sa chaîne principale avec 

la chaîne principale de la cystéine du glutathion. Deux résidus contigus, présents en N-

terminal de l’hélice α3, le plus souvent un glutamate et une sérine, sont également conservés 

et participent à la stabilisation de la partie γ-glutamyle du glutathion. La région de l’hélice α2, 

plus variable, porte des résidus généralement basiques stabilisant la partie C-terminale du 

glutathion. La chaîne latérale de la cystéine du glutathion est systématiquement retrouvée à 

proximité de l’extrémité N-terminale de l’hélice α1. Ainsi le soufre de la cystéine du GSH est 

en interaction polaire avec le groupement hydroxyle du résidu catalytique de la GST (le plus 

souvent une sérine située en N-terminal de l’hélice α1 ou une tyrosine située dans le brin β1), 

mais il peut également former un pont disulfure avec la protéine dans le cas des Cys-GST.  

 

Figure 9 Site de liaison du glutathion (site G) dans la structure de la GST Pi humaine (code PDB 

1AQW) 

 Les résidus participant aux interactions polaires sont annotés et représentés en batonnets. Les 

interactions sont représentées en pointillés.  
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 Site de liaison hydrophobe (site H) 

Le site de liaison du substrat hydrophobe a été initialement mis en évidence à partir de 

la structure de la GST Pi humaine en complexe avec l’inhibiteur compétitif glutathionyl-

hexane (Reinemer et al, 1991, code PDB 1GSS). Situé à proximité du site G, ce site est le plus 

souvent formé de résidus provenant des deux domaines N-terminal et C-terminal. Dans le cas 

de la GST Pi humaine, le site H prend la forme d’une crevasse formée par des résidus 

aromatiques (Figure 10) pouvant accommoder des groupements hydrophobes encombrants 

(exemple : benzo(a)pyrene diolepoxyde dans la structure de la GST Pi humaine de code PDB 

3PGT, Ji et al, 1999). Alors que des variations dans la nature des résidus constituant le site H 

sont retrouvées selon les classes de GST, les interactions en jeu sont le plus souvent de nature 

hydrophobe. 

 

Figure 10 Site de liaison hydrophobe (site H) de la GST Pi humaine en complexe avec le 

glutathionyl-benzo(a)pyrène diolepoxyde (code PDB 3PGT) 

 Le site hydrophobe est une vallée composée de résidus aromatiques ou hydrophobes à 

proximité du site de liaison du glutathion. 

 Sites ligandines (sites L) 

D’autres sites de fixation sont décrits chez les GST. Ces sites sont appelés 

« ligandine » et se réfèrent à la fixation de molécules xénobiotiques sans mécanisme 

catalytique. Dans ce cas, le rôle supposé de la GST est de séquestrer de manière intracellulaire 

la molécule toxique ou de la transporter vers un autre site de détoxication (Hayes et al, 2005). 

Selon la classe de GST et la nature de la molécule, différents sites ligandines ont été identifiés 
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par cristallographie. La première structure de GST complexée à un ligand se fixant ailleurs 

qu’au site actif est la GST Mu de Schistosoma japonica en complexe avec l’anthelminthique 

praziquantel (McTigue et al, 1995). Cette molécule se fixe au niveau de l’interface du dimère 

de la GST, à proximité des hélices α3 et α4 de chaque monomère (code PDB 1GTB, Figure 

11). Un site ligandine de localisation similaire à la GST Mu a été identifié à partir de la 

structure de la GST Oméga humaine mutée (C32A) en complexe avec le substrat GS-

nitroacétophénone (Brock et al, 2013). Ce substrat ne se fixe pas au site actif de la GSTO 

mais à proximité de l’interface dimérique, le long des hélices 3 et 4 (code PDB 4IS0). 

Dans le cas de la GST Pi humaine, a été reporté un site ligandine de localisation 

similaire au site H. Celui-ci est capable de fixer de larges molécules polyaromatiques telles 

que la sulfasalazine ou le bleu cibacron (code PDB 13GS). Malgré la fixation de ces 

molécules à proximité du site G, aucune réaction de glutathionylation n’a été détectée, 

suggérant un rôle non catalytique (Oakley et al, 1999). 

 

Figure 11 Sites ligandines des GST 

 A. GST Oméga 1 humaine (mutant C32A) en complexe avec le GS-nitrophénacyle (code PDB 

4IS0), B. GST Mu de Schistosoma japonica en complexe avec le praziquantel (code PDB 

1GTB), C. GST Pi humaine en complexe avec le bleu cibacron (code PDB 13GS). 

Plus récemment, différents sites ligandines ont été mis en évidence pour la GST Phi 2 

d’Arabidopsis thaliana. Cette GST est capable de lier plusieurs métabolites végétaux dont des 
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flavonoïdes à deux sites de fixation différents appelés site L1 (en périphérie du dimère) et L2 

(à l’interface du dimère) (Ahmad et al, 2017). Ces résultats appuient l’hypothèse d’un rôle de 

transport de flavonoïdes dans la vacuole pour les GST végétales (Petrussa et al, 2013). 

ii) Les GST mitochondriales Kappa 

Tout comme les GST cytosoliques, les GST mitochondriales représentées par la classe 

Kappa forment des homodimères d’environ 220 résidus d’acides aminés. Alors que les GST 

cytosoliques sont constituées d’un domaine tout-hélice suivant le domaine thiorédoxine, les 

GST Kappa se caractérisent par l’insertion du domaine hélice au milieu de la séquence du 

domaine thiorédoxine (Figure 12). Leur structure globale les rapproche plus de la famille des 

disulfures isomérases (DsbA) que des GST cytosoliques (Ladner et al, 2004 ; Wang et al, 

2011). Néanmoins, leur fonction GSH-transférase, sur le substrat CDNB notamment, est 

similaire à celle des GST cytosoliques, avec un site de fixation du glutathion structuralement 

proche de celui retrouvé pour les GST cytosoliques. Ces GST sont présentes dans la matrice 

des mitochondries et leur rôle biologique serait lié à la biosynthèse de l’adiponectine et à 

l’aide au repliement d’autres protéines (rôle de chaperone) (Morel et Anina, 2011). 

 

Figure 12 Comparaison du motif structural adopté par les GST cytosoliques avec celui des GST 

mitochondriales de la classe Kappa (adapté de Board et al, 2013) 

 La différence principale entre les GST cytosoliques et les GST Kappa est la localisation du 

domaine hélice : en C-terminal chez les GST cytosoliques et inséré entre les brins β2 et β3 chez 

les GST Kappa. 
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iii) Les GST MAPEG 

Les GST MAPEG (pour ‘Membrane Associated Proteins in Eicosanoid and 

Glutathione Metabolism) sont des protéines ayant une activité glutathion transférase mais 

évolutivement distinctes des GST cytosoliques. Celles-ci sont retrouvées parmi le sous-

groupe I de la famille des MAPEG. La structure générale de ces protéines membranaires a été 

élucidée par cristallographie électronique (Holm et al, 2006) puis cristallographie aux rayons 

X (Molina et al, 2007). Ces GST forment des homotrimères (Figure 13). La sous-unité se 

caractérise par un fagot de 4 hélices s’insérant dans la bicouche lipidique. A partir de la 

structure de la leucotriène C4 synthase humaine en complexe avec le glutathion, le site actif 

de ces enzymes a été identifié. Celui-ci est retrouvé à l’interface entre deux sous-unités, dans 

le creux formé par les deux fagots d’hélices. De manière intéressante, le site de fixation du 

glutathion induit une conformation du tripeptide en « fer à cheval » (Molina et al, 2007), par 

opposition à la conformation étendue retrouvée chez les GST cytosoliques et mitochondriales. 

 

 

Figure 13 Trimère biologique de la GST membranaire leucotriène C4 synthase humaine (code PDB 

2UUH) 

 La structure du trimère est représentée en mode « rubans » et les différents monomères sont 

colorés en vert, rouge et bleu. 
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I.2 Les GST chez les organismes fongiques 

I.2.a. Les champignons dans le règne du vivant 

i) Classification 

Les organismes biologiques représentant le vivant sont regroupés en trois domaines 

distincts : les Archées, les Bactéries et les Eucaryotes. Un quatrième domaine situé hors de 

l’arbre du vivant est constitué par les virus, entités biologiques primitives. Les Eucaryotes 

représentent un domaine varié constitués de 4 règnes principaux regroupant des organismes 

très différents morphologiquement : les animaux, les plantes, les protistes et les champignons. 

Les champignons sont des organismes hétérotrophes (ayant besoin d’une source externe de 

carbone pour se nourrir) actuellement séparés en 6 phyla : Basidiomycota, Ascomycota, 

Glomeromycota, Chytridiomycota, Blastocladiomycota et Neocallimastigomycota (voir les 

ouvrages « The Fungi » de Watkinson et al et « Campbell Biology » de Reece et al). Cette 

classification est actuellement sujette à des études de taxonomie et est continuellement 

adaptée à la lumière des données génomiques. Cette étude est notamment rendue possible 

grâce au projet de séquençage de plusieurs espèces de champignons par le Joint Genome 

Institute (JGI), un centre de séquençage américain situé en Californie et sollicitant des 

scientifiques du monde entier, notamment ceux du site de l’INRA à Champenoux. Le projet 

du JGI appelé SAP pour Saprotrophic Agaricomycotina Project vise à séquencer le génome 

entier de plusieurs champignons saprotrophes afin de déterminer leurs relations évolutives 

mais également afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la dégradation du 

bois chez les décomposeurs (Eastwood et al, 2011 ; Floudas et al, 2012).  

ii) Les basidiomycètes 

Les quelques 30 000 organismes décrits dans le phylum Basidiomycota interviennent 

dans une multitude de processus écologiques (voir l’ouvrage de Watkinson et al, 2016). En 

effet, certains de ces champignons sont responsables de la dégradation et du recyclage de la 

matière morte constituée par le bois mort et les feuilles dans les forêts, alors que d’autres 

participent à des symbioses mycorrhiziennes avec des végétaux. D’autres peuvent également 

être pathogènes d’animaux ou de végétaux, ce qui est le cas notamment pour les agents en 

cause dans les rouilles ou les charbons (voir l’ouvrage de Watkinson et al, 2016). Les 

basidiomycètes se caractérisent par des traits génétiques communs et en particulier par la 

formation de spores appelés basidiospores à l’extérieur des cellules. Au sein des 
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Basidiomycètes est retrouvé un sous-phylum appelé Agaricomycotina, regroupant les 

champignons produisant des fructifications ainsi que certaines levures. Ce sous-phylum 

regroupe différents ordres : Agaricales (agarics), Boletales (bolets), Russulales, Polyporales, 

Phallales et Auriculariales. Parmi ces règnes sont retrouvés de nombreux décomposeurs de 

bois, notamment Phanerochaete chrysosporium et Trametes versicolor qui sont des modèles 

d’étude de la dégradation du bois et appartiennent à l’ordre des Polypores.  

iii) Les décomposeurs du bois 

La dégradation du bois par les champignons saprotrophes est un processus 

biochimique complexe dont le but est de fournir aux organismes la source carbonée 

nécessaire à leur métabolisme. Dans un premier temps, le champignon libère des enzymes de 

première phase (glyoxal oxydase, aryl-alcool oxydase) générant des espèces réactives de 

l’oxygène. Ces dernières sont utilisées par des enzymes de seconde phase (peroxydases et 

laccases) qui agissent sur les polymères présents dans le bois (lignine et cellulose) pour les 

dégrader en composés phénoliques et glycosidiques. Ces produits de dégradation sont ensuite 

internalisés par le champignon pour être pris en charge par d’autres systèmes enzymatiques 

intracellulaires (Schlosser et al, 1997 ; Hiscox et al, 2010). La dégradation du bois a pour 

conséquence la libération, au niveau de l’interface bois/champignon, de molécules 

extractibles. Ces molécules de faible poids moléculaire sont des constituants minoritaires vis-

à-vis des polymères principaux constituant le bois mais sont importantes car lui conférant 

certaines caractéristiques : couleur, odeur et dureté notamment. On y retrouve les familles de 

molécules suivantes : glycérides et acides gras, terpènes, composés phénoliques (incluant 

phénols simples, stilbènes, lignanes et flavonoïdes), tannins. 

iv) Le saprotrophe Trametes versicolor 

L’agent de la pourriture blanche Trametes versicolor est un basidiomycète retrouvé 

couramment sur le bois mort au niveau de l’aubier (en périphérie), également capable de 

survivre dans le sol si les substrats y sont disponibles (Figure 14). Son rôle écologique est 

primordial dans la dégradation et le recyclage des composés du bois, et son action comme 

parasite des arbres est considérée mineure. L’intérêt porté à ce champignon depuis plusieurs 

siècles est multiple. En effet, des préparations pharmaceutiques à base d’extraits de T. 

versicolor sont particulièrement utilisées en Asie en médecine traditionnelle. Plus récemment, 

des études ont démontré le potentiel anti-cancer des polysaccharopeptides, molécules 

identifiées chez certaines souches de T. versicolor et possédant des propriétés de modulation 
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de la réponse immunitaire (Cheng et Leung, 2008). D’autre part, ce champignon présente 

également un intérêt biotechnologique puisque les laccases de T. versicolor sont utilisées 

depuis plusieurs décennies comme alternative à l’oxydation chimique nécessaire dans le 

process de fabrication de la pâte à papier (Camarero et al, 2007). Dans le même domaine, des 

études plus récentes montrent le potentiel du champignon dans le prétraitement du bois 

comme matière première (van Beek et al, 2007) et certains travaux démontrent des 

applications possibles en bioremédiation (Baldrian, 2008).  

 

Figure 14 Fructification du dégradeur de lignine Trametes versicolor sur un tronc de bois 

(photographie personnelle) 

 

L’étude moléculaire des organismes fongiques est animée par de nombreux enjeux 

aussi divers que les problématiques médicales impliquant des parasites, l’amélioration ou la 

protection des cultures en agriculture ou encore la mise au point de procédés 

biotechnologiques pour les industries papetières ou pour la dépollution des sols. L’étude de la 

capacité des champignons à pouvoir dégrader un large panel de molécules chimiques issues 

de leur environnement implique la caractérisation des systèmes intracellulaires disponibles, et 

notamment les GST. 
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I.2.b. Structure et fonction des GST fongiques 

Actuellement, neuf classes de GST sont définies chez les champignons : Ure2p 

(Bousset et al, 2001a), Omega (Board et al, 2000), GTT (Choi et al, 1998), Xi (Meux et al, 

2011), FuA (Mathieu et al, 2012), EF1Bγ (Jeppesen et al, 2003), MAK16 (McGoldrick et al, 

2005), Zeta (Fernandez-Canon et Penalva, 1998) et Phi (McGoldrick et al, 2005). Les 

premières études chez la levure ont permis de mettre en évidence que certaines GST 

fongiques présentent des similarités avec les GST de mammifères (ex : les GST Oméga, 

Board et al, 2000) alors que d’autres sont évolutivement différentes et quelques fois 

spécifiques au règne fongique (ex : les Ure2p, Bousset et al, 2001a).  

Au cours des années 2000, les études se sont élargies aux champignons supérieurs, 

Ascomycètes ou Basidiomycètes, et ont montré que la plupart de ces classes sont conservées 

chez l’ensemble des organismes fongiques (McGoldrick et al, 2005 ; Morel et al, 2009). En 

plus d’être conservées, certaines classes sont « étendues » chez certains organismes, ce qui 

signifie la présence de plusieurs gènes codant pour des isoformes d’une même classe de GST. 

Cette « redondance » génomique soulève question et interroge sur un lien potentiel avec la 

diversité chimique rencontrée par les champignons dans leur environnement naturel (Deroy et 

al, 2015). Par ailleurs, des études parallèles ont montré l’existence de GST fongiques non 

classées, dont le rôle peut être retrouvé dans le métabolisme secondaire notamment.  

D’un point de vue structural, malgré la conservation du repliement typique des GST 

cytosoliques, des différences qui opposent les GST fongiques aux GST d’autres organismes 

ont été rapportées. Celles-ci peuvent être locales, telles des variations dans la nature du résidu 

catalytique au site actif (par exemple chez les classes Ure2p et GTT), ou conduire à des 

variations au niveau quaternaire (par exemple chez les GST FuA). 

i) Les Ure2p 

 L’isoforme ScUre2P chez la levure 

Initialement identifiée chez la levure Saccharomyces cerevisiae, ScUre2p est une 

protéine présentant deux domaines. Alors que le domaine N-terminal (1-80) présente un 

domaine ‘prion-like’ riche en résidus asparagine, le domaine C-terminal (81-354) présente le 

repliement typique des GST (Umland et al, 2001). Chez la levure, Ure2p est un régulateur du 

catabolisme de l’azote par son interaction avec la protéine Gln3p liant l’ADN. Son rôle est de 

réprimer les protéines impliquées dans l’utilisation de sources pauvres en azote lorsque les 
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conditions extérieures permettent l’acquisition d’azote à partir de sources riches. Ure2p peut 

être retrouvée de novo sous forme de prion, appelé URE3. Sous cette forme, la protéine est 

agrégée dans la cellule et perd sa fonction régulatrice. De manière intéressante, le domaine C-

terminal GST est suffisant pour assurer les fonctions de régulation.  

La structure de la protéine ScUre2p tronquée au niveau N-terminal et contenant le 

domaine GST (95-354) a été résolue par cristallographie (Bousset et al, 2001a ; Umland et al, 

2001). Le fragment protéique est dimérique et présente le repliement classique des GST. 

Plusieurs complexes entre ScUre2p et des dérivés du glutathion ont été déterminés (Bousset et 

al, 2001b). Le motif catalytique en début d’hélice α1 est APNG avec un résidu asparagine 

interagissant par liaison hydrogène avec le soufre du glutathion.  

 Les Ure2p chez les champignons saprotrophes 

Des GST de la classe Ure2p ont été identifiées chez d’autres champignons et 

notamment chez les décomposeurs avec quelques fois des extensions du nombre de gènes 

codant pour des Ure2p (Morel et al, 2009). Par exemple, le basidiomycète Phanerochaete 

chrysosporium possède 9 gènes codant pour des GST Ure2p (Morel et al, 2013) et l’analyse 

biochimique et structurale des PcUre2p a mis en évidence deux sous-classes A et B (Roret et 

al, 2015). Aucune de ces sous-classes ne possède l’extension N-terminale amyloidogène 

retrouvée dans ScUre2p. Alors que les Ure2pA sont spécifiques des Polypores et catalysent 

des réactions de transfert de glutathion, les Ure2pB sont retrouvées chez l’ensemble des 

champignons et catalysent des réactions de déglutathionylation de substrats glutathionylés. 

D’un point de vue structural, les deux sous-classes sont très proches. Des différences subtiles 

sont retrouvées au niveau des motifs catalytiques : alors que la sous-classe A présente un 

motif GPN, la sous-classe B présente un motif TPN. De manière intéressante, les Ure2p 

présentent une meilleure affinité pour le glutathion oxydé (GSSG) que pour le glutathion 

réduit, avec un site de liaison à l’interface entre les deux monomères (Figure 15, Roret et al, 

2015). 
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Figure 15 Structure cristallographique de la GST Ure2p1 de Phanerochaete chrysosporium en 

complexe avec le glutathion oxydé (code PDB 4F0B) 

 

ii) Les GTT1 et 2 

La classe GTT a été initialement définie à partir des deux isoformes de GST appelées 

GTT1 et GTT2 et retrouvées chez la levure Saccharomyces cerevisiae (Choi et al, 1998). Ces 

deux séquences ne présentent que peu de similarité avec les membres des autres classes de 

GST décrites. Chez la levure, GTT1 présente une activité glutathion transférase avec le 

CDNB et une activité peroxydase avec le cumène hydroperoxyde (Garcera et al, 2006). D’un 

point de vue physiologique, GTT1 serait associé au réticulum endoplasmique et impliquée 

dans la thermotolérance (Choi et al, 1998). Plus récemment, la classe GTT a été mise en 

évidence dans la plupart des champignons sur la base de résultats phylogénétiques (Morel et 

al, 2009).  

En 2009, la structure de GTT2 de S. cerevisiae a été résolue par cristallographie (Ma 

et al, 2009). Le repliement adopté par GTT2 est le repliement typique des GST cytosoliques. 

Une particularité structurale est l’absence de résidu catalytique classique au niveau du site de 

reconnaissance du glutathion. En effet, l’activation nucléophile est assurée par une molécule 

d’eau en contact avec le soufre du glutathion. Cette molécule d’eau est stabilisée par deux 

résidus du domaine tout-hélice, à savoir Ser129 et His133, dont le rôle est indispensable à la 

catalyse (Ma et al, 2009). 
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iii) Les GST FuA (ou GTE) 

En 2012, une nouvelle classe de GST appelée FuA pour ‘Fungal Specific class A’ a 

été décrite chez Phanerochaete chrysosporium (PcGSTFuA) (Mathieu et al, 2012). Cette 

classe a été initialement appelée etherase-like (GTE) car son plus proche homologue de GST 

caractérisée était la GST LigE de la bactérie Sphingobium sp. SYK6 capable de couper le lien 

β-ether d’un substrat modèle de la lignine dimérique (voir partie sur les GST impliquées dans 

la dégradation du bois, p.31). Les résultats biochimiques et structuraux suggèrent que cette 

enzyme possède trois sites de liaison : le site G, le site H et un troisième site S (proche du site 

G) qui lie les composés sulfatés. Les expériences de compétition montrent de plus que la GST 

FuA1 est capable d’interagir avec des composés issus du bois tels que la vanilline (Ki 

d’environ 160 µM), le coniferaldehyde ou encore le syringaldehyde avec des valeurs d’IC50 

de l’ordre du µM, suggérant un rôle ligandine lié au site G (Mathieu et al, 2013). 

Récemment, deux études indépendantes de GST FuA de champignons dégradeurs de 

bois montrent que ces enzymes ont la capacité de catalyser des réactions de type ethérase 

(chez Ceriporiopsis subvermispora, Osman et al, 2018, et Dichomitus squalens, Marinovic et 

al, 2018). En particulier pour cette dernière étude, il a été montré que DsGST1 clive 

sélectivement la liaison β-O-4 aryl ether d’un modèle de lignine dimérique aboutissant à un 

dérivé glutathion. Ces résultats montrent que la présence spécifique de GSTFuA chez les 

dégradeurs de bois pourrait être liée à leur mode de vie saprotrophe. 

D’un point de vue structural, PcGSTFuA1 présente un mode de dimérisation atypique 

caractérisé par une crevasse particulièrement ouverte au niveau de l’interface du dimère 

(Figure 16). Cet arrangement est induit par un motif beta hairpin β2’- β2’’ inséré dans la 

boucle α2-β3 et prévenant la formation du dimère classique. De plus, une hélice α4’ 

supplémentaire est retrouvée entre les hélices α4 et α5 (Mathieu et al, 2012). Les structures 

des isoformes PcGSTFuA2 et FuA3 ont été résolues en 2013 (Mathieu et al, 2013), et 

présentent des caractéristiques similaires. Des variations subtiles sont retrouvées au niveau 

des sites actifs et des interfaces dimériques, en accord avec les profils d’interaction spécifique 

de chaque protéine, capables de lier de petits aldéhydes mais aussi des flavonoïdes tels que la 

catéchine. 
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Figure 16 Structure cristallographique de la GST FuA1 de P. chrysosporium (code PDB 4F03) et 

réaction β-étherase catalysée par la GST FuA de Dichomitus squalens 

iv) Les GST à cystéine dans le règne fongique 

En 2006, Garcera et collaborateurs ont mis en évidence chez la levure S. cerevisiae 

trois gènes codant pour des GST dont le résidu catalytique est une cystéine. Ces Cys-GST ont 

immédiatement été assimilées à la classe des GST Oméga, présente chez les Animaux et 

l’homme notamment (Board et al, 2000), et nommées ScGTO1, ScGTO2 et ScGTO3. En 

2009, Morel et collaborateurs ont montré que la classe des GST Oméga, largement 

représentée chez les champignons, est déclinée en trois types (I, II et III) sur la base de leur 

séquence. La plupart de ces GST présentent une cystéine à la position habituelle du résidu 

catalytique (un résidu sérine est également retrouvé chez certaines GSTO de type III). Plus 

tard et sur la base d’études phylogénétiques, biochimiques et structurales, les GST Oméga de 

type I (parmi lesquelles les trois Gto de levure) se sont avérées appartenir à une classe 

distincte appelée Xi (Meux et al, 2011) alors que les GST Oméga des types II et III sont 



Chapitre A  Etat de l’art 

- 48 - 

phylogénétiquement plus proches des GSTO d’animaux et des GST Tau et Lambda de 

plantes. 

 Les GST Xi 

Bien qu’initialement identifiées chez les champignons, ces GST sont également 

présentes chez les plantes, les bactéries et les archées. Elles présentent un résidu catalytique 

cystéine leur permettant de catalyser des réactions de type thiol-transférase (à l’instar des 

glutarédoxines monothiol). Aucune activité GSH-transférase n’a pu être détectée à ce jour. De 

par leur fonction, les GST Xi sont également appelées GHR pour Glutathionyl-

(Hydro)quinone Réductase. En effet, ces GST catalysent la réduction spécifique de dérivés 

quinones glutathionylées (Lam et al, 2012). En 2011, la première structure cristallographique 

résolue de GST Xi (PcGSTX1 de Phanerochaete chrysosporium, Meux et al, 2011, Figure 

17) a mis en évidence des caractéristiques uniques. En effet, les GST Xi présentent des 

particularités structurales inédites :  

- un motif catalytique CPWA comprenant la cystéine catalytique située en début 

d’hélice α1. 

- des extensions N- et C- terminales en regard des autres familles de GST, ce qui en fait 

des protéines plus massives (environ 320 résidus contre 220 résidus pour les autres 

classes de GST). 

- une triade de tyrosine intervenant dans la catalyse (Green et al, 2012). 

- une insertion entre l’hélice α2 et le brin β2 gênant la formation du dimère canonique 

des GST (Meux et al, 2011). 

- un mode de dimérisation particulier par les domaines hélices des deux monomères. 

Alors que la fonction de ces protéines est bien définie, le rôle biologique des GST Xi 

chez les champignons reste incertain mais pourrait être lié au métabolisme des composés 

phénoliques (Belchik et Xun, 2011), dans la régulation rédox de protéines du métabolisme du 

soufre (Barreto et al, 2006) ou dans la biosynthèse de la paroi fongique (Lussier et al, 1997). 

A noter que la fonction biologique de la GST Xi PcpF chez la bactérie Sphingobium 

chlorophenolicum est retrouvée dans la dégradation GSH-dépendante du pentachlorophénol 

(Huang et al, 2008). 
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Figure 17 Structure cristallographique de la GST Xi de P. chrysosporium (code PDB 3PPU) et 

substrats de type « glutathionyl-hydroquinone » réduits par les GST Xi  

 

 Les GST Oméga  

Bien que la classe Oméga ait été identifiée en 2000 chez l’homme, la présence de 

« véritables » GSTO (non GST Xi) chez les champignons n’a été évoquée qu’en 2009 sur la 

base d’analyse de génomes (Morel et al, 2009). Ces GSTO des types II et III ont été 

identifiées chez les Basidiomycètes et certains Ascomycètes avec pour certains organismes 

des extensions de classes (ex : 7 isoformes chez Phanerochaete chrysosporium). Des GSTO 

des types II et III de P. chrysosporium ont été caractérisées biochimiquement en 2013 (Meux 

et al, 2013). Alors que PcGSTO3 et PcGSTO4 (type II) présentent une cystéine catalytique et 

une activité thiol-transférase, PcGSTO7 (type III) présente une sérine catalytique et une 

activité GSH-transférase. PcGSTO3 et 4 sont également capables de réduire des substrats 

glutathionylés tels que le GS-phenylacétophénone (Figure 7) ou la glutathionyl-tétralone. A 
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noter que Board et collaborateurs ont mis au point le substrat GS-nitroacétophénone qui est 

réduit spécifiquement par les GSTO (Board et Anders, 2007 ; Board et al, 2008). De manière 

intéressante, l’activité GSH-transférase de PcGSTO4 peut être restaurée en mutant le résidu 

catalytique C37 en S37. En revanche, l’activité thiol-transférase de PcGSTO7 ne peut être 

restaurée en mutant le résidu S15 en C, suggérant des différences en termes de catalyse entre 

les deux types. Une approche de screening a permis de déterminer que les GSTO de type II 

sont capables d’interagir avec des molécules de la classe des terpènes avec des affinités de 

l’ordre de 10 à 100 µM. Concernant les GSTO de type III, une étude a permis de déterminer 

que les isoformes TvGSTO1S à TvGSTO6S issues du champignon T. versicolor sont 

capables d’interagir avec des molécules issues d’extraits de bois, parmi lesquelles 

potentiellement les flavonoïdes (Deroy et al, 2015). Ces données biochimiques suggèrent que 

les GSTO de champignon pourraient avoir un rôle dans le transport ou le métabolisme des 

composés issus de la dégradation du bois, connue pour libérer des molécules potentiellement 

toxiques. 

En l’absence de données structurales obtenues sur la classe Oméga chez les 

champignons, les lignes suivantes décrivent succinctement la structure de la GST Oméga 

humaine déterminée en 2000 par Board et collaborateurs (Board et al, 2000). Cette structure a 

été déterminée par cristallographie à 2,0 Å de résolution (Figure 18). Le glutathion présent 

dans la structure est lié de façon covalente à la cystéine catalytique (C59). Le repliement 

typique des GST cytosoliques est retrouvé avec des particularités structurales. D’une part, la 

structure est caractérisée par la présence d’extensions en N-ter et C-ter (notamment une hélice 

α9 supplémentaire) se rejoignant et formant un nouveau motif structural. D’autre part, la 

présence de la cystéine catalytique en début d’hélice α1 est en cohérence avec l’activité thiol-

transférase de la GST. De plus, le dimère formé par l’assemblage des deux monomères 

présente une crevasse particulièrement large et accessible à des ligands chimiques (Brock et 

al, 2013) mais aussi potentiellement à des protéines (Menon et Board, 2013). A noter que la 

structure de l’isoforme GSTO2 humaine (Zhou et al, 2012), ainsi que les structures des 

GSTO1 et GSTO3 du ver à soie Bombyx mori (Chen et al, 2011 : Yamamoto et al, 2013) ont 

été résolues et présentent une structure similaire à la GSTO1 humaine. 
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Figure 18 Structure cristallographique de la GST Oméga 1 humaine (code PDB 1EEM) 

 

v) Les GST Zeta  

Les GST de la classe Zeta ont été identifiées à l’origine chez l’ascomycète Aspergillus 

nidulans de manière concomitante avec le gène homologue chez l’homme (Fernandez Canon 

et al, 1998). Ces GST semblent présenter la même fonction biologique dans les deux 

organismes : le catabolisme de la phénylalanine. Cependant les GST Zeta ne sont pas 

retrouvées systématiquement chez tous les champignons, suggérant l’existence d’autres 

systèmes de dégradation des acides aminés aromatiques. En 2011, une structure de GST Zeta 
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provenant du champignon pathogène Coccidioides immitis a été déterminée sous les deux 

formes apo et complexée au glutathion (Edwards et al, 2011). La structure de cette GST est 

proche de ses homologues chez l’homme (Polekhina et al, 2001), les plantes (Thom et al, 

2001) et les bactéries (Marsh et al, 2008), avec probablement une fonction similaire.  

vi) Les GST Phi 

En 2013, Morel et collaborateurs ont rapporté la présence de la classe Phi des GST 

chez certains champignons notamment les Basidiomycètes (Morel et al, 2013). Cette classe 

est habituellement retrouvée chez les plantes et peu d’études rapportent leur rôle chez les 

champignons. Une étude protéomique présente l’expression accrue de GST Phi chez P. 

chrysosporium en milieu supplémenté en vaniline, un intermédiaire issu de la dégradation de 

la lignine (Shimizu et al, 2005). Aucune étude biochimique ou structurale de GST Phi 

fongique n’est actuellement publiée. 

vii) Les protéines appartenant à la famille des GST et impliquées dans la 

traduction ou la biogenèse des ribosomes 

 Le facteur d’élongation eEF1Bγ 

En 2003, la structure du domaine N-terminal de la sous-unité γ du facteur d’élongation 

1B a été résolue chez la levure (Jeppesen et al, 2003). Ce domaine présente le repliement 

typique des GST mais la protéine ne présente pas d’activité GST connue. Le dimère de GST 

formé par eEF1Bγ est typique des GST cytosoliques et participerait à l’assemblage du facteur 

d’élongation 1 en interagissant avec les sous-unités 1A et 1Bα. Les GST EF1Bγ sont 

ubiquitaires chez les champignons (Morel et al, 2009) compte tenu de leur rôle important joué 

dans le processus de traduction. 

 La protéine MAK16p 

En 2006, Pellett et Tracy ont mis en évidence chez la levure S. cerevisiae une protéine 

nucléolaire impliquée dans la biogenèse du ribosome. Cette protéine est appelée MAK16p et 

présente une homologie de séquence avec les GST cytosoliques. Plus précisément, son rôle 

serait retrouvé dans la maturation des ARN ribosomiques 5.8S et 25S dans le noyau. Aucune 

structure expérimentale n’est à ce jour décrite dans la littérature, de même qu’aucune activité 

GST n’est décrite pour cette classe.  
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viii) Les GST fongiques non classées et liées au métabolisme secondaire 

En marge des études classiques se focalisant le plus souvent sur la caractérisation d’un 

gène de GST au niveau moléculaire puis structural, des études centrées sur des voies 

métaboliques ont mis en évidence des GST. Dans ce cas, l’approche employée inclut la 

caractérisation exhaustive de gènes impliqués dans la biosynthèse de métabolites souvent 

d’intérêt pharmacologique. Parmi ces gènes, certains codent pour des GST de classe non 

déterminée, principalement chez les Ascomycètes du genre Aspergillus. 

 Les GST liées à la synthèse des ETP (EpipolyThiodioxoPiperazine) 

En 2004, un cluster de plusieurs gènes impliqués dans la biosynthèse de la 

sirodesmine a été mis en évidence chez le pathogène de plante Leptosphaeria maculans 

(Gardiner et al, 2004). La sirodesmine est un composé de la famille des ETP qui sont des 

molécules produites par des pathogènes de plante et de mammifères. Parmi ces neuf gènes est 

retrouvé sirG, un gène présentant une homologie de séquence avec les GST. Il a été proposé 

que cette GST participe à la biosynthèse GSH-dépendante, compte tenu de la présence de 

soufre dans le produit final. Une étude analogue a été effectuée en 2011 sur le cluster de gènes 

impliqués dans la biosynthèse de la gliotoxine chez Aspergillus fumigatus (Davis et al, 2011). 

La protéine GliG est une glutathion transférase responsable de l’incorporation de soufre dans 

le produit final par le biais d’une double glutathionylation.  

 Les GST liées à la synthèse de polycétides 

Chez l’ascomycète A. fumigatus, a été reporté le rôle de la GST PsoE dans la 

biosynthèse des pseurotines, métabolites présentant des activités biologiques d’intérêt médical 

(Yamamoto et al, 2016). PsoE intervient en conjuguant le glutathion à l’intermédiaire 

presynerazol. Dans un second temps, PsoF libère le conjugué en réalisant une isomérisation 

d’une double-liaison. Une étude analogue rapporte le rôle similaire d’une GST impliquée 

dans la biosynthèse de l’hypothemicine chez Hypomyces subiculosus (Reeves et al, 2008). La 

structure cristallographique de la GST PsoE a été résolue en complexe avec l’intermédiaire 

glutathionyl-presynerazol. L’examen du site actif révèle que les principales interactions 

stabilisant la molécule sont retrouvées au niveau de la partie glutathion, suggérant une 

libération facile du produit formé. Par ailleurs, PsoE présente le repliement canonique des 

GST. 
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Le but de cette partie était de répertorier les GST retrouvées chez les champignons en 

les analysant du point de vue de leur structure et de leurs fonctions et rôles. De nombreuses 

classes sont décrites, recoupant quelques fois les GST décrites chez les mammifères, et 

parfois étant spécifiques au règne fongique. De manière similaire aux GST d’animaux ou de 

plantes, les GST fongiques présentent de nombreux autres rôles que le transfert de glutathion 

dans la détoxification. La fonction ligandine de ces protéines est notamment proposée dans 

différentes classes (Oméga et FuA) et suggère un rôle important. La présence redondante du 

repliement GST pour assurer des fonctions différentes, parfois sans activité GSH-transférase 

(ex : EF1Bγ) indique que ce motif structural est particulièrement adaptable. Enfin, la présence 

redondante de gènes codant pour des GST dans les clusters géniques de biosynthèse de 

métabolites suggère une conservation de la fonction GSH-transférase comme outil de 

modification de composé. 

II L’identification de ligands de macromolécules 

par cristallographie 

En cristallographie macromoléculaire, un ligand est une molécule en interaction avec 

la protéine (ou l’acide nucléique), visible et modélisable dans la densité électronique. Dans la 

PDB, plus de 75 % des structures cristallines déposées contiennent au moins un ligand 

(Müller, 2017). Ces molécules peuvent se fixer de manière fortuite, dans le cas des composés 

chimiques présents dans la solution de cristallisation par exemple. Dans d’autres cas, leur 

présence est délibérément provoquée par leur ajout à l’expérience de cristallogenèse avant ou 

après cristallisation.  

Les complexes protéine-ligands déterminés à haute résolution permettent d’accéder à 

des informations précises sur le fonctionnement des molécules en solution (Müller, 2017). 

Ces données sont notamment nécessaires aux laboratoires pharmaceutiques pour la mise au 

point d’un médicament (‘drug design’). La recherche de complexes implique de cribler des 

chimiothèques pour identifier quels ligands potentiels interagissent avec la protéine. Le plus 

souvent, le criblage cristallographique consiste à mesurer au préalable l’affinité de la protéine 

pour des ligands potentiels par des méthodes biophysiques, puis de déterminer les complexes 

par cristallographie. Une alternative plus récente suggère d’utiliser la cristallographie comme 

méthode initiale d’identification de ligand, sans prérequis concernant l’affinité des complexes 
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en solution. Ce chapitre décrit les techniques et approches existantes et détaille les techniques 

utiles à la détermination d’une structure de complexe protéine-ligand par cristallographie. 

II.1 Etapes préliminaires à l’étude structurale haut débit de 

complexes protéines-ligands 

II.1.a. Mise au point de la construction protéique adaptée à une étude 

protéine-ligand  

Un des prérequis indispensables à la détermination d’une structure de complexe 

protéine-ligand est la mise au point d’une « construction génique » permettant de produire la 

protéine en quantité suffisante pour la cristallogénèse. Cette étape est cruciale car elle 

détermine certaines caractéristiques essentielles de la protéine recombinante qui sera utilisée 

pour les essais de cristallisation. Parmi les paramètres expérimentaux sont notamment 

retrouvés le choix des plasmides et du système d’expression (bactérien, levure, cellules 

d’insectes ou de mammifères), la méthode de clonage, l’incorporation du/des domaine(s) 

d’intérêt de la protéine étudiée puis une stratégie efficace de purification. Cette mise au point 

doit d’une part permettre d’obtenir un échantillon protéique amenant à des cristaux, et d’autre 

part permettre un packing cristallin adapté à la fixation de ligands au niveau des sites de 

liaisons, sans problèmes d’encombrements. 

Une stratégie efficace évoquée par Müller (2017) et employée par la plupart des 

laboratoires de biologie structurale est de démarrer un projet d’étude structurale par le design 

de plusieurs constructions protéiques différentes afin d’optimiser les chances de succès. Cette 

méthode, couplée au criblage d’un nombre modéré de conditions de cristallisation serait plus 

fructueuse que l’emploi d’une seule construction protéique et de nombreux tests de 

cristallisation. A titre d’exemple, le groupe de génomique structurale d’Oxford rapporte la 

résolution fructueuse de structure par cristallographie d’environ 40 % des protéines 

eucaryotes purifiées, par l’emploi de 9 à 20 constructions géniques différentes par cible 

(Savitsky et al, 2010), soulignant l’importance de cette étape. 

II.1.b. Mesure de l’affinité protéine-ligand et méthodes expérimentales de 

criblage 

Lorsque la protéine d’intérêt a été exprimée et purifiée avec succès, le criblage 

expérimental de chimiothèques peut être entrepris. Le plus souvent, cette étape est effectuée 
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par l’utilisation de techniques biochimiques ou biophysiques adaptées au criblage 

systématique de molécules en solution. En effet, la connaissance préalable de l’affinité de la 

protéine pour un ligand augmente significativement les chances d’obtenir un complexe 

protéine-ligand au sein du cristal. D’après une grande compagnie pharmaceutique, même pour 

les systèmes d’étude de complexe par cristallographie bien établis, les chances d’obtenir une 

structure d’un complexe désiré ne sont que de 65 % (Chung, 2007), d’où l’importance de 

rassembler le maximum d’informations sur ces complexes avant d’entreprendre une étude 

cristallographique.  

i) Techniques biochimiques 

Lorsque la cible étudiée présente une activité enzymatique et que les ligands 

recherchés sont des inhibiteurs de cette activité, un test d’inhibition d’activité peut être utilisé 

comme crible. Cette méthode a notamment été utilisée pour déterminer des ligands potentiels 

de GST Oméga, par l’utilisation de l’activité estérase de ces enzymes et d’une sonde 

fluorescente (Meux et al, 2013). Sur la base des résultats du criblage, les inhibiteurs les plus 

prometteurs peuvent être retenus pour effectuer des mesures enzymatiques visant à déterminer 

leur constante d’inhibition (Ki) et renseignant par-là sur leur affinité pour le site actif de la 

protéine.  

ii) Techniques biophysiques 

En l’absence d’activité enzymatique, d’autres techniques biophysiques peuvent être 

employées pour mesurer ou estimer l’affinité protéine-ligand. Quelques-unes des techniques 

les plus couramment associées à une étude cristallographique (Chung, 2007) sont détaillées 

dans les lignes suivantes. 

 La titration calorimétrique isotherme (ITC) 

La méthode principale permettant de déterminer l’affinité d’une protéine pour un 

ligand est l’ITC (pour ‘Isothermal Titration Calorimetry’). Cette méthode repose sur 

l’injection répétée d’une solution de ligand dans une cuve isolée thermiquement et contenant 

la protéine. Les échanges de chaleur mesurés permettent de déterminer de nombreuses 

informations telles que la constante de dissociation, la stœchiométrie et les variations 

d’enthalpie et d’entropie de réaction. Néanmoins, cette méthode repose d’une part sur la 

détermination préalable de la concentration adéquate de protéine (qui est fonction de l’affinité 
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de liaison pour le ligand) et d’autre part s’avère consommatrice en échantillon, deux facteurs 

pouvant être limitants pour une étude haut-débit.  

 La résonance plasmonique de surface (SPR) 

La technique de résonance plasmonique de surface (SPR) repose sur un principe 

différent : la protéine est fixée sur une surface métallique et une variation de l’indice de 

réfraction de la surface est mesurée lors de la fixation du ligand. Dans le cadre d’un criblage 

de chimiothèques, bien que riche en informations, cette méthode présente le désavantage de 

nécessiter un équipement coûteux et un investissement en temps pour la mise au point du 

système expérimental. 

 La spectroscopie RMN 

Une technique particulièrement puissante pour étudier les systèmes biomoléculaires 

est la spectrométrie RMN (résonance magnétique nucléaire). Cette technique repose sur la 

mesure de la résonance entre noyaux magnétiquement actifs (de spin > ½) tels que ceux 

retrouvés dans les atomes 1H, 13C, 15N. En plus de son potentiel pour déterminer des structures 

de petites protéines en solution, la RMN peut être utilisée pour des études d’interactions. 

Deux ensembles de techniques existent : les techniques basées sur le ligand et les techniques 

basées sur la protéine.  

Dans le cas des expériences centrées sur le ligand, les différences de déplacements 

chimiques observés entre le ligand libre et le ligand en présence de la protéine renseigne sur 

son mode de liaison dans la protéine. Une difficulté réside dans la capacité à mesurer le signal 

du ligand parmi celui de la protéine. Pour surmonter ce problème, le ligand peut être marqué 

avec des noyaux actifs magnétiquement et non présent dans la protéine (ex : 31P ou 19F), ce 

qui peut être fastidieux en cas de criblage d’un grand nombre de molécules. 

Dans le cas des expériences centrées sur la protéine, celle-ci est le plus souvent 

enrichie en 15N, ce qui permet de mesurer des spectres ‘empreintes’ de la protéine appelés 

spectres HSQC. Ces spectres représentent les corrélations entre 15N et 1H des fonctions 

amides au niveau de la chaîne principale pour chaque résidu. Lors de la fixation d’un ligand, 

les perturbations des déplacements chimiques permettent de localiser dans la séquence quels 

résidus sont impliqués dans la liaison. De plus, des tests avec plusieurs concentrations en 

ligands permettent de dériver des affinités de liaison. Bien que le marquage de la protéine en 
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15N représente une première étape nécessaire, le système est adapté pour mesurer l’affinité 

potentielle de nombreux ligands, rendant cette technique particulièrement intéressante. 

 La diffusion dynamique de la lumière (DLS) 

Cette technique repose sur la mesure de l’intensité de la lumière diffusée par un 

échantillon en fonction du temps. Les fluctuations mesurées reflètent les mouvements 

Browniens des molécules en solution et permettent de déterminer les différentes populations 

de particules dans l’échantillon. Cette technique est couramment utilisée pour mesurer la 

monodispersité d’un échantillon avant d’initier des essais de cristallogenèse. De plus, dans le 

cas de ligands conduisant à un changement significatif de la taille globale de la biomolécule 

(ex : oligomérisation), cette technique rapide, réservée à certains systèmes particuliers, peut se 

révéler utile. 

 La variation de la stabilité thermique lors de la fixation d’un ligand ou ’Thermal Shift 

Assay’ (TSA) 

Cette technique repose sur la mesure de la température de demi-dénaturation ou 

température de fusion Tm d’une protéine en l’absence ou la présence d’un ligand potentiel 

(Cimmperman et al, 2008). L’addition d’une molécule qui se fixe à une protéine peut aussi 

bien avoir un effet stabilisateur (augmentation de Tm) qu’un effet détabilisateur (diminution 

de Tm). Toutefois, il est admis qu’un ligand qui se fixe spécifiquement à un site d’une 

protéine repliée augmente sa stabilité thermique, comme dans le cas d’un substrat dans le site 

actif d’une enzyme. En conséquence, un test a été mis au point pour estimer la capacité d’une 

molécule à modifier la température de fusion d’une protéine d’intérêt (Figure 19). La 

différence de température de demi-dénaturation entre la protéine seule et la protéine en 

présence d’un ligand potentiel est donnée par la valeur ΔTm. La technique repose sur 

l’utilisation d’une sonde moléculaire (ex : la sonde ANS pour 1-anilino-8-naphthalene 

sulfonate) dont la fluorescence est déclenchée lors de son interaction avec des zones 

hydrophobes de la protéine. Ainsi la fluorescence augmente lors de la dénaturation thermique 

de cette dernière. 

Même si le TSA permet de mesurer l’affinité pour un ligand, il est rarement utilisé 

dans ce cas. Cette méthode est plutôt une méthode préliminaire pour identifier des ligands 

capables de stabiliser la macromolécule d’intérêt. En cristallographie elle peut se révèler utile 

pour déterminer des conditions permettant d’augmenter la cristallisabilité de la protéine. Le 
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TSA permet aussi de hiérarchiser les ligands à tester par cocristallisation ou trempage lorsque 

qu’un grand nombre de molécules potentielles sont étudiées (Chung, 2007). En effet, les 

molécules présentant les plus grandes valeurs de ΔTm sont les plus stabilisatrices, et donc 

potentiellement les plus prometteuses à conduire à un complexe protéine-ligand. Inversement, 

les molécules présentant les ΔTm les plus petits interagissent plus faiblement et peuvent être 

plus difficiles à cocristalliser. Néanmoins, ces généralités ne doivent pas faire état de règle 

absolue. En effet, l’échec à co-cristalliser un ligand malgré un ΔTm élevé peut par exemple 

s’expliquer par la présence de molécules dans la solution de cristallisation pouvant interférer 

avec la liaison protéine-ligand. 

 

 

Figure 19 Amélioration de la stabilité thermique d’un complexe protéine-ligand par rapport à la 

protéine seule lors d’une expérience de ‘thermal shift’ 

 La valeur de Tm correspond au point d’inflexion de la transition entre les états natifs et 

dénaturés. 

 

Le TSA présente l’avantage majeur d’être adapté au criblage d’un grand nombre de 

molécules. En effet, les tests peuvent être réalisés en plaque de 384 puits. Elle ne nécessite 

pas d’équipement coûteux puisque le seul matériel nécessaire est un thermocycleur tel qu’un 

appareil à PCR. De plus, le TSA est capable de détecter aussi bien des interactions fortes que 

faibles (Kd jusqu’à 10 mM, Cimmperman et al, 2008). Le TSA est donc utile pour fournir des 

points de départ notamment dans le cadre de ‘drug design’ par les laboratoires 
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pharmaceutiques. Un désavantage de la méthode est la présence potentielle de faux positifs 

lors d’interaction non spécifique de molécules à la protéine.  

II.1.c. Stratégies d’obtention de cristaux de complexes et leur analyse 

Une étape importante pour une étude structurale protéine-ligand est l’introduction du 

ligand dans le système. En cas de difficulté à produire la protéine d’intérêt, Hassell et 

collaborateurs (2007) suggèrent d’introduire le ligand dès l’étape d’expression protéique, ce 

qui peut conduire à une augmentation drastique du niveau d’expression, reporté notamment 

pour les récepteurs nucléaires (Hassell et al, 2007). Alternativement, le ligand peut aussi être 

introduit lors de l’étape de purification, ce qui peut résoudre les problèmes d’homogénéité de 

l’échantillon et favoriser la cristallisation. En dehors de ces cas problématiques, le ligand est 

généralement introduit avant ou après l’étape de cristallogenèse. Deux méthodes sont 

communément employées pour obtenir un complexe protéine-ligand en vue d’une étude 

cristallographique. 

i) Technique de trempage des cristaux (soaking)  

La première méthode la plus rapide et facile à mettre en place est un trempage des 

cristaux de protéine apo dans une solution de ligand (soaking). Cette technique peut être 

employée par l’ajout d’une solution de ligand à l’intérieur de la goutte ayant conduit à 

cristalliser la protéine apo. Un désavantage est le risque de détruire les cristaux suite à la 

modification des conditions physico-chimiques du milieu de cristallisation. Hassell propose 

pour remédier à ce problème de baigner le cristal au préalable dans 25 % de glutaraldéhyde, 

un agent crosslinker qui permet d’effectuer des pontages entre molécules du cristal pour le 

stabiliser. Comme autre solution, un cristal prélevé peut être baigné successivement dans des 

solutions de composition identique à celle de la liqueur mère et croissantes en concentrations 

de ligands de manière à optimiser la concentration à laquelle les cristaux restent stables 

(Müller, 2017). Le deuxième paramètre à optimiser est le temps d’incubation, habituellement 

de quelques heures à quelques jours et dépendant de l’affinité protéine-ligand. Un autre aspect 

important à prendre en compte est la solubilité du ligand. Bien souvent les ligands de nature 

hydrophobes sont solubilisés dans des solvants organiques, non miscibles avec les solutions 

aqueuses et compromettant les chances de créer un complexe protéine-ligand. Une possibilité 

est de solubiliser ces ligands dans une solution d’un agent précipitant ayant servi à cristalliser 

la protéine (ex : une solution pure de PEG, Danley, 2006). 
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ii) Techniques de co-cristallisation 

La deuxième méthode employée pour obtenir des cristaux de complexes est appelée 

co-cristallisation. Dans ce cas, la protéine est incubée avec son ligand pendant un temps 

déterminé, puis l’expérience de cristallisation est effectuée. La différence majeure par rapport 

au trempage est la formation des complexes avant leur cristallisation. Il est à noter que bien 

souvent les conditions de cristallisation de la protéine complexée au ligand varient par rapport 

à celles de la protéine apo, si bien qu’une nouvelle recherche des conditions de cristallisation 

peut s’avérer nécessaire. Quand une co-cristallisation est envisagée dans un projet, il peut 

ainsi s’avérer judicieux d’inclure le ligand à l’expérience dès les premiers cribles de 

conditions de cristallisation. Une astuce utile pour accélérer la détermination des nouvelles 

conditions est l’utilisation d’un stock de micro-cristaux (‘seed stock’, Müller, 2017) préparé à 

partir de cristaux de la protéine apo (protocole détaillé en partie Matériel et Méthode, section 

III.2) et facilitant la cristallisation. Enfin, une nouvelle méthode récemment publiée (Gelin et 

al, 2015) suggère d’utiliser la co-cristallisation sèche : le ligand en solution est préalablement 

déposé au fond des puits des boites de cristallisation et son solvant est évaporé pour l’avoir 

sous forme solide. La cristallisation est ensuite mise au point de façon classique. Cette 

méthode est particulièrement avantageuse pour cribler plusieurs ligands potentiels, à 

condition que l’agent cristallisant reste le même pour tous les complexes. 

iii) Détection et modélisation d’un ligand dans la densité électronique 

La dernière étape d’une étude cristallographique de complexe protéine-ligand (Figure 

20) est la modélisation du ligand éventuel dans le site de liaison de la protéine. Après 

enregistrement et traitement des données de diffraction, les coordonnées atomiques du modèle 

de la protéine apo sont généralement utilisées directement pour calculer une carte de densité 

électronique « différence » Fo-Fc dans le cas de cristaux isomorphes, ou après une étape de 

remplacement moléculaire dans le cas de cristaux non isomorphes (Carvalho et al, 2009). Une 

inspection minutieuse de la carte différence Fo-Fc doit ensuite être effectuée pour identifier 

un éventuel pic positif de densité correspondant à la présence du ligand. Afin de rendre la 

carte différence la plus informative possible, ou autrement dit la moins biaisée possible, une 

reconstruction complète des régions altérées dans la protéine, ainsi que l’incorporation des 

molécules d’eau doivent être effectuées. Alors seulement, la construction du ligand dans la 

densité peut débuter. Pour cela, les coordonnées atomiques du ligand au format PDB doivent 

être obtenues (récupérées dans la Protein Data Bank) ou construites si le ligand n’est pas 
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encore présent dans la PDB. De plus, un fichier de restreintes cristallographiques (fichier cif) 

doit être fourni au logiciel d’affinement pour guider l’optimisation de la géométrie de la petite 

molécule. Enfin, un contrôle final doit permettre de vérifier que le ligand se trouve dans un 

environnement favorable (liaisons hydrogènes, interactions hydrophobes) et valide la 

structure du complexe prête à être interprétée. 

 

Figure 20 Etapes clés d’un projet de criblage de ligands par cristallographie (d’après Jhoti et al, 

2007) 
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II.2 La cristallographie comme méthode centrale de 

criblage 

II.2.a. Intérêt de la cristallographie comme méthode initiale de criblage 

Le FBDD (pour ‘Fragment-Based Drug Discovery’) peut se traduire par « la méthode 

basée sur des fragments pour la découverte de molécules à effet thérapeutique ». Cette 

stratégie consiste à étudier en premier lieu la capacité d’une protéine à lier des fragments (des 

molécules organiques dont la masse moléculaire est généralement inférieure à 300 Da), puis à 

se servir de l’information structurale obtenue pour générer de nouvelles molécules de 

meilleure affinité. A l’origine, la preuve de concept a été avancée par Shuker et collaborateurs 

(1996) qui ont mis au point un nouvel inhibiteur de la protéine de liaison FK506 (qui inhibe la 

calcineurine) en adoptant une approche novatrice par RMN. En combinant les données 

structurales obtenues à partir de deux fragments différents se liant à des sites séparés, cette 

équipe a mis au point un inhibiteur avec une constante de dissociation de l’ordre du 

nanomolaire. Aujourd’hui, un large panel de techniques est utilisé en FBDD dont notamment 

la RMN, la SPR et la cristallographie aux rayons X. 

En particulier, les avancées dans le domaine de la cristallographie ont grandement 

participé à l’essor du FBDD dans la recherche pharmaceutique comme en recherche 

académique. La cristallographie permet en effet de déterminer précisément le mode de 

fixation de la molécule en offrant une image en trois dimensions du complexe. Cette 

information est primordiale pour guider le développement de nouveaux fragments intégrant 

les informations obtenues des expériences précédentes. De plus, l’avantage de la 

cristallographie par rapport aux autres méthodes biophysiques est la détection de fragments 

d’affinité faible, parfois de l’ordre du millimolaire. En effet, cela permet de déterminer des 

molécules de départ, certes à améliorer, mais dont la détection n’aurait pas été possible par les 

autres méthodes (Erlanson et al, 2016), soulignant l’intérêt de la méthode dès l’étape de 

criblage. Certaines compagnies pharmaceutiques ont fondé leur réussite sur l’utilisation de la 

cristallographie dans le développement de nouveaux médicaments (ex : Astex 

Pharmaceuticals). Parmi les médicaments approuvés et développés grâce au FBDD, on peut 

citer le Vemurafenib (développé par Plexxikon) inhibant l’enzyme BRAF-V600E dans le 

cadre d’un mélanome, et le Venetoclax (développé par AbbVie et Genentech) inhibant BCL-2 

dans le cadre de leucémie lymphocytique chronique (Erlanson et al, 2016). 
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Dans une étude récente, Schiebel et collaborateurs ont comparé la cristallographie à 

six autres méthodes biophysiques (test biochimique avec sonde fluorescente, résonance 

magnétique nucléaire, test de déplacement de sonde, spectrométrie de masse native, 

thermophorèse micro-échelle et augmentation de stabilité thermique (TSA)) dans leur 

capacité à prédire des ligands potentiels de l’endothiapepsine (une protéase à acide aspartique, 

Schiebel et al, 2016b). De manière surprenante, leurs résultats indiquent que parmi les 71 

résultats positifs identifiés par cristallographie sur une banque initiale de 361 molécules, 44 % 

de ces « positifs » n’auraient été détectés par aucune autre méthode biophysique. La 

cristallographie devrait ainsi être utilisée dès les premières étapes de criblage, en parallèle des 

autres méthodes biophysiques. Celles-ci restent indispensables pour déterminer les affinités 

des ligands potentiels mais aussi car le criblage cristallographique génère beaucoup de faux 

négatifs (non détectés car les conditions liées au système - cristal, pH, solubilité des fragments 

- sont défavorables à la détection) (Schiebel et al, 2016b). Un frein majeur à cette utilisation 

primaire demeure le débit relativement lent des résultats issus des expériences de 

cristallographie (Erlanson et al, 2016). Actuellement, de nouvelles techniques émergent pour 

tenter de réduire ce goulot d’étranglement lié aux nombreuses collectes nécessaires d’une 

part, et au traitement inhérent du grand nombre de données. 

II.2.b. Méthodes pour adapter la cristallographie à des besoins « haut-

débit »  

i) Méthode in situ facilitant la collecte de cristaux  

Dans le but de réduire les manipulations et d’automatiser les collectes de données de 

diffraction, le Maire et collaborateurs ont présenté en 2011 une nouvelle stratégie appelée 

cristallographie « in situ » (le Maire et al, 2011). Cette méthode consiste à soumettre à un 

faisceau de rayons X un cristal resté dans sa liqueur mère, sans son prélèvement manuel 

(Figure 21). Pour cela, la boite de cristallisation utilisée doit présenter des spécificités : 

 format SBS (standard des microplaques 96 puits) compatible avec la plupart des 

robots de manipulation. 

 les puits présentent des dimensions compatibles avec l’enregistrement de données de 

diffraction issues d’un cristal de la boite. Idéalement, une collecte peut être planifiée 

sur une gamme de 80 degrés (-40 à +40 degrés, voir Figure 21). 

 le matériau utilisé (copolymère d’oléfine cyclique) est choisi pour limiter l’absorption 

des rayons X et ainsi réduire le signal lié à la présence de la boite. 
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En cristallographie in situ, les collectes sont effectuées à température ambiante, sans 

cryoprotection. Les cristaux ne sont ainsi pas perturbés par l’ajout de cryoprotectant ou par le 

changement de température. En revanche, les radicaux libres générés par les rayons X 

diffusent librement dans la solution mère et peuvent potentiellement altérer les cristaux de la 

goutte lors de la collecte. Un autre détail à prendre en compte est la gamme angulaire 

restreinte accessible par cette méthode (80 degrés). Alors que cette gamme est suffisante pour 

un cristal présentant une haute symétrie, plusieurs collectes de cristaux peuvent s’avérer 

nécessaires pour obtenir un jeu de données complet dans le cas de mailles tricliniques ou 

monocliniques. 

 

Figure 21 Dispositif expériemental « in situ » présent sur la ligne BM30 de l’ESRF de Grenoble 

(photographie personnelle) 

 

Cette méthode est notamment utile à l’étape de recherches des conditions de 

cristallisation d’une nouvelle protéine : les cristaux de protéine peuvent être rapidement 

distingués des cristaux de sel par exemple. Néanmoins, le principal avantage avancé par Gelin 

et collaborateurs est la compatibilité de cette méthode pour la recherche de ligands par 

cristallographie (Gelin et al, 2015). En effet, couplée avec les méthodes de soaking ou de co-

cristallisation, les cristaux peuvent être rapidement collectés et analysés en vue de la 

détermination structurale des complexes protéines-ligands potentiels. Les résultats issus de 

collectes « in situ » sont en effet comparables aux collectes classiques en cryoloop, bien que 
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les résolutions et les complétudes issues de l’expérience in situ soient d’une qualité inférieure. 

Les données collectées sont cependant suffisantes pour identifier un résultat positif potentiel.  

ii) Utilisation de cocktails de molécules pour diminuer le nombre de collectes 

lors d’une campagne de criblage 

Un usage courant en criblage de fragment par cristallographie est de tremper les 

cristaux de protéine dans des cocktails contenant plusieurs composés (cristallographie dite 

« cocktail »). Cette méthode a l’avantage principal de réduire le nombre de collectes 

nécessaires à une campagne de criblage de chimiothèques de plusieurs centaines de 

molécules. Généralement, les cocktails sont réalisés à partir de 3 à 10 molécules ayant des 

formes différentes, de manière à pouvoir distinguer un résultat positif potentiel dans la densité 

électronique (Chilingaryan et al, 2012). Les molécules sont également sélectionnées sur la 

base de leur solubilité (coefficient de partition cLogP <3), de leur masse (<300 Da) et le 

nombre de donneurs ou accepteurs de liaisons hydrogènes (<3), constituant « la règle de 

trois » (Congreve et al, 2003). Si une densité électronique correspondant à un ligand est 

identifiée, une collecte doit être réalisée avec un cristal trempé dans une solution pure du 

fragment identifié, ou à défaut plusieurs collectes pour chacune des molécules du cocktail si 

des fixations multiples sont suspectées. Cette étape est appelée « déconvolution ». Si un 

cristal est fragile, un plus petit nombre de fragments contenus dans les cocktails doit être 

utilisé, car le risque de perturber le cristal augmente avec le nombre de fragments. 

Patel et collaborateurs (Patel et al, 2014) résument les différentes stratégies employées 

par certaines compagnies pharmaceutiques pour développer des cocktails. La compagnie 

Abbott Laboratories a développé une approche appelée CrystaLEADS dans laquelle une 

centaine de molécules différentes sont incorporées dans une solution. Cette approche a permis 

de développer des inhibiteurs de la dihydroneoptérine aldolase de l’ordre du micromolaire 

(Sanders et al, 2004). Astex a développé un système propriétaire appelé Pyramid, dans lequel 

le nombre de fragments est limité à quatre et l’accent est mis sur la diversité chimique des 

molécules d’un même cocktail. Cette approche permet une déconvolution efficace et réduit la 

probabilité de ligands simultanés. En contraste, l’approche employée chez Johnson and 

Johnson’s est de réaliser des cocktails composés de molécules de formes similaires. Cette 

approche a l’avantage de renforcer le signal dans la densité électronique par la fixation 

simultanée de plusieurs ligands. 
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Récemment, Schiebel et collaborateurs discutent de l’utilisation des cocktails en 

comparaison des solutions pures de fragment, à la lumière de leurs résultats sur une campagne 

de criblage de 384 ligands (Schiebel et al, 2016b). Une diminution significative (environ 

50 %) du nombre de molécules identifiées est constatée en utilisant des cocktails de deux 

molécules. Les principaux arguments avancés sont la diminution de la concentration pouvant 

réduire l’occupation du ligand et des interactions/réactions possibles entre les fragments. 

II.2.c. La cristallographie d’affinité : identification de ligands potentiels 

parmi un mélange complexe tel qu’un extrait naturel 

En 2002, Chen et collaborateurs ont déterminé la structure RX d’une petite molécule 

autoinductrice AI-2 impliquée dans le quorum-sensing chez les bactéries, en complexe avec 

son récepteur la protéine LuxP (Chen et al, 2002). Le jeu de données à haute résolution (1,5 

Å) a permis d’identifier clairement la structure de la petite molécule dans la densité 

électronique (Figure 22). Ce résultat a montré notamment que AI-2 contient du bore, un 

élément inhabituel dans les systèmes biologiques. Ainsi, la cristallographie s’est révélé être la 

méthode cruciale pour révéler la nature du ligand physiologique de LuxP. 

 

Figure 22 Identification de la structure de l’autoinducteur AI-2 contenant un atome de bore (en 

rose) dans le site de liaison de la protéine LuxP (code PDB 1JX6) (carte 2Fo-Fc contourée 

à 1,5 σ) 

Dans cet esprit, Aguda et collaborateurs (2016) ont présenté une méthode élégante 

permettant d’identifier des ligands potentiels parmi un mélange complexe, typiquement un 

extrait naturel (Figure 23). Cette méthode consiste à co-cristalliser (ou réaliser un trempage 

après cristallisation) une protéine avec un extrait naturel contenant des inhibiteurs ou ligands 

potentiels. Le jeu de données collectées à une résolution suffisante (<2 Å) permet d’identifier 

le ligand potentiel à partir de sa densité électronique au site de liaison dans la protéine. Aguda 
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et collaborateurs ont appliqué cette méthode à l’identification de nouveaux inhibiteurs 

naturels de la cathepsine K (une protéase à cystéine d’intérêt dans le traitement de 

l’ostéoporose) à partir d’extraits d’actinomycètes (bactéries du genre Streptomyces isolées 

d’échantillons de sol et de lichens). Cette stratégie leur a permis d’identifier une nouvelle 

molécule, le lichostatinal, un inhibiteur peptidique covalamment fixé à la cystéine catalytique. 

Pour l’identification, deux jeux de données ont été utilisés. Le premier jeu a été collecté à 

partir d’un co-cristal protéine-extrait brut. La densité électronique au site actif était quelque 

peu diffuse, reflétant une occupation incomplète du ligand. L’extrait brut a donc été purifié 

partiellement par l’ajout de trois étapes chromatographiques (phase inverse, échangeuse 

d’anion et colonne Sephadex LH 20). Un deuxième jeu a ensuite été collecté à partir d’un co-

cristal protéine-extrait semi-purifié, et a révélé une densité électronique mieux définie. Après 

synthèse chimique de l’inhibiteur, des études cinétiques ont permis de déterminer la constante 

d’inhibition (Ki) du lichostatinal qui est de 11 nM. Les auteurs présentent la cristallographie 

d’affinité comme alternative intéressante à la méthode traditionnelle (chromatographie, 

résonance magnétique nucléaire, spectrométrie de masse) facilitant l’identification du ligand 

grâce à l’information structurale acquise (Aguda et al, 2016). 

En 2017, la cristallographie d’affinité a été utilisée par Stravodimos et collaborateurs 

pour identifier des inhibiteurs de la glycogène phosphorylase (une cible d’intérêt dans le 

traitement du diabète) à partir d’extraits de grenade (Punica granatum). Des études 

précédentes leur avaient déjà permis d’identifier la quercétine à partir d’extraits de vigne Vitis 

vinifera en utilisant une approche de cristallographie d’affinité (Kantsadi et al, 2014) avant 

que cette méthode ne soit décrite par Aguda et al. Dans leurs travaux de 2018, leur stratégie a 

été de tremper les cristaux de protéine dans des extraits de grenade afin de cribler les ligands 

potentiels. La composition moléculaire des extraits ayant déjà été définie, la collecte des 

données et l’affinement leur a permis de déterminer les molécules qui se fixent au site de 

liaison de la glycogène phosphorylase. Ces molécules sont l’acide chlorogénique et l’acide 

ellagique, qui ont des affinités de l’ordre du millimolaire. 

Ces exemples illustrent l’importance des données structurales dans le criblage de 

ligands. La cristallographie d’affinité permet d’explorer la diversité des molécules naturelles 

existantes d’une part et facilite d’autre part l’étape d’identification de ligands, rendant cette 

méthode particulièrement intéressante dans un projet de criblage de ligands.  
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Figure 23 Cristallographie d’affinité comme alternative à la méthode traditionnelle d’identification 

de ligands à partir d’extraits naturels (d’après Aguda et al, 2016) 

 

III Objectifs de ce travail de recherche 

Alors que les GST sont bien caractérisées chez les mammifères et notamment chez 

l’homme, les GST fongiques demeurent largement inexplorées. Le séquençage génomique du 

dégradeur de bois Trametes versicolor a révélé que ce champignon possède seize isoformes 

de GST prédites dans la classe Oméga (TvGSTO) et trois isoformes appartenant à la classe Xi 

(TvGSTX). Par ailleurs, des études précédentes suggéraient que certaines TvGSTO 

présentaient une sérine catalytique (TvGSTOS) à la place d’une cystéine habituellement 

observée (TvGSTOC). Ces études révélaient pour ces GST des propriétés d’interaction avec 

des extraits de bois. Une étude approfondie des GST de T. versicolor s’avérait donc 

particulièrement intéressante. Ma participation à l’étude structure-fonction systématique pour 

plusieurs TvGST, au laboratoire CRM2 sous la direction des Drs. Claude Didierjean et 

Frédérique Favier et en collaboration avec l’équipe du Pr. Eric Gelhaye du laboratoire 
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Interactions Arbre-Microorganismes (IAM, UMR UL-INRA 1136), s’est articulée autour de 

plusieurs axes. 

Le premier objectif de ce travail était de déterminer les structures de plusieurs 

isoformes de TvGSTO et TvGSTX de manière à obtenir des représentants structuraux pour 

chacune de ces deux classes, ceci dans le but de conduire une analyse structurale complète de 

cette famille d’enzymes. Pour cela, mes travaux ont consisté à déterminer leurs conditions de 

cristallisation, à effectuer les tests de diffraction puis les collectes (au laboratoire ou à l’ESRF 

de Grenoble) nécessaires à la résolution de leurs structures. Les structures de six TvGSTO 

(TvGSTO1C, TvGSTO2C, TvGSTO3C, TvGSTO2S, TvGSTO3S et TvGSTO6S) et deux 

TvGSTX (TvGSTX1 et TvGSTX3) ont été résolues et analysées. 

Notre deuxième objectif était de déterminer les substrats et ligands ciblés par les 

TvGSTO. Pour cela, nous avons adopté une stratégie de recherche de ligand impliquant en 

particulier le criblage cristallographique d’une librairie de molécules pures, identifiées à partir 

de tests biochimiques et biophysiques. Mes travaux ont consisté à déterminer les conditions 

optimales pour obtenir des complexes GST-ligands, pour les quatre TvGSTO présentant les 

meilleures propriétés d’interaction (TvGSTO2C, TvGSTO2S, TvGSTO3S et TvGSTO6S). 

Ainsi nous avons démontré que les TvGSTOS présentent des spécificités d’interaction avec 

les polyphénols (flavonoïdes et benzophénones). 

Le dernier objectif était d’identifier avec précision les molécules naturelles 

interagissant avec les TvGSTO à partir d’extraits de bois. Notre collaboration étroite avec les 

laboratoires IAM et LERMAB (Laboratoire de Recherche sur le Matériau Bois) et ma 

participation au développement d’une approche de cristallographie d’affinité ont permis 

d’identifier la dihydrowogonine comme ligand des GST. Ce flavonoïde est la première 

molécule partiellement isolée d’un extrait naturel de merisier qui se fixe au site actif de 

TvGSTO3S. A partir d’un extrait de bagasse, le stilbène oxyresvératrol a été identifié comme 

ligand de TvGSTO2S puis caractérisé structuralement. Ces résultats corroborent et précisent 

les précédents résultats qui suggéraient que les TvGSTOS ont des propriétés d’interaction 

avec les extractibles (Deroy et al, 2015).   

En parallèle de l’étude des TvGST, j’ai également contribué à la caractérisation 

structurale de la GST ECM4 de la levure Saccharomyces cerevisiae, appartenant à la classe 

Xi et homologue des TvGSTX. Cette GST avait déjà été caractérisée biochimiquement et son 
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étude structurale s’avérait nécessaire puisqu’aucune structure expérimentale d’ScECM4 

n’avait encore été déterminée chez cet organisme eucaryote modèle. 

Dans le chapitre B suivant, une explication détaillée des méthodes expérimentales 

employées est rapportée. Le chapitre C détaille et discute les résultats obtenus sur chacune des 

deux classes de GST étudiées : les TvGSTO dans un premier temps, et les TvGSTX et 

ScECM4 dans un second temps. Enfin, une discussion générale des résultats obtenus durant 

cette thèse ainsi que les perspectives associées à ce travail de recherche sont présentées en 

chapitre D. 
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I Introduction 

L’objectif de ce travail de thèse était de déterminer les structures tridimensionnelles 

des glutathion transférases (GST) des classes Oméga et Xi par cristallographie et d’identifier 

leurs ligands par la résolution de structures de complexes. Ce chapitre décrit pas à pas les 

méthodes employées pour obtenir les structures étudiées au cours du projet, avec un accent 

sur les techniques de cristallogenèse et de co-cristallisation/trempage. Dans leur majorité, ces 

méthodes sont classiques et très bien décrites dans la littérature (soit dans des livres, soit dans 

des revues). Néanmoins, il a fallu en adapter quelques unes pour obtenir certaines des 

structures de GST étudiées en complexe avec des ligands. J’ai fait le choix de lister 

l’ensemble des méthodes avec parfois une description succincte de celles-ci. Les protocoles 

détaillés correspondant à chacun des résultats obtenus ne figurent donc pas dans ce chapitre, 

mais pourront étre retrouvés dans les parties « Matériels et Méthodes » des publications 

correspondantes et jointes à ce manuscrit. 

La détermination d’une structure de macromolécule par diffraction des rayons X se 

fait en plusieurs étapes. Tout d’abord, la molécule biologique doit être obtenue en quantité 

suffisante (quelques milligrammes) et de manière pure et homogène. Dans le cas des GST, 

l’expression chez E. coli s’est produite de manière aisée en quantité suffisante. La protéine 

doit ensuite être cristallisée grâce à l’utilisation d’agents précipitants appropriés. Puis, un 

monocristal est exposé à un faisceau de rayons X pour acquérir son signal de diffraction. 

Enfin, l’analyse des intensités diffractées permet d’obtenir des cartes de densité électronique à 

condition que le problème de la phase soit résolu, puis de remonter à la structure de la 

molécule (méthode détaillée retrouvée dans l’ouvrage « Crystals, X-rays and Proteins », de 

Sherwood et Cooper). Chacune de ces étapes peut être source de difficultés, voire d’échecs. 

Aujourd’hui encore, la capacité à cristalliser une protéine ou l’obtention de phases initiales 

sont des étapes qui restent des goulots d’étranglement dans la détermination d’une structure 

cristallographique.  

Ce chapitre présente la démarche méthodologique complète qui a été employée pour 

produire des cristaux des glutathion transférases étudiées et déterminer leurs structures 

tridimensionnelles à partir de leurs figures de diffraction (Figure 24). Les aspects 

méthodologiques qui ont permis d’obtenir des complexes GST-ligand sont également 
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détaillés. Les méthodes bio-informatiques, incluant les analyses de séquence et la 

modélisation moléculaire sont présentées en fin de chapitre. 

 

 

Figure 24 Etapes successives du projet d’étude cristallographique des GST fongiques 

 

II Clonage, production et purification des GST 

La démarche employée par nos collaborateurs du laboratoire IAM pour exprimer et 

purifier des GST recombinantes est explicitée brièvement dans les lignes suivantes (méthode 

générale détaillée dans l’ouvrage « Heterologous Gene Expression in E.coli » de Xu et 

Evans). Les plasmides recombinants pET 26b portant les gènes GST d’intérêt entre les sites 

de restriction NdeI et NotI ont été obtenus sous forme de gènes synthétiques. Une étiquette 

hexa-histidine a été ajoutée en C-terminal des séquences pour une purification par affinité sur 

ions métalliques immobilisés (‘IMAC’, pour ‘immobilized metal affinity chromatography’). 

L’expression des protéines est effectuée à 37 °C en souches d’Escherichia coli Rosetta2 

(DE3) pLysS (Novagen) en milieu LB (Luria-Bertani) contenant 50 µg/mL de kanamycine et 
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34 µg/mL de chloramphenicol. Lorsque la culture cellulaire atteint une densité optique de 0,7, 

l’expression des protéines est induite par l’ajout de 0,1 mM d’IPTG (Isopropyl-β-D-1-

thiogalactopyranoside) et les cellules sont cultivées 4 heures supplémentaires. Les cellules 

sont ensuite récoltées par centrifugation et re-suspendues dans le tampon de lyse (30 mM 

Tris-HCl, pH 8,0, 200 mM NaCl), puis stockées à -20 °C. La lyse des cellules est effectuée 

par sonication (3 cycles d’une minute espacés d’une minute). L’extrait cellulaire est ensuite 

centrifugé à 35 000 g (25 minutes, 4 °C) afin d’enlever les débris cellulaires et les protéines 

agrégées. 10 mM d’imidazole sont ajoutés dans la fraction soluble puis celle-ci est déposée 

sur résine Ni-NTA (Ni2+-nitrilotriacétate)-agarose connectée à un système FPLC de 

purification ÄKTA (GE Healthcare). Après une étape de lavage avec le tampon de lyse 

supplémenté de 20 mM d’imidazole, les protéines sont éluées en utilisant un gradient 

d’imidazole de 20 à 500 mM. Les fractions d’intérêt sont réunies, dialysées, concentrées par 

ultrafiltration sous pression d’azote (membrane YM10, Amicon), et stockées dans un tampon 

Tris-HCl, pH 8,0, 200 mM NaCl à -20 °C. L’homogénéité des échantillons est vérifiée par gel 

SDS-PAGE (Figure 25). La liste des protéines qui ont été étudiées dans le cadre de ce projet 

est fournie dans le Tableau 1. 

 

 

Figure 25 Gel SDS-PAGE de séparation des protéines après purification de la TvGSTO1S 

 Mq : marqueur de taille, Ct : culture totale, FT : fraction non retenue sur la colonne, S : fraction 

soluble, I : fraction insoluble, L : éluat après lavage, E : protéine éluée. 
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Tableau 1 Glutathion transférases étudiées au cours de ce projet 

 Les numéros d’accession donnés correspondent à la base de données de séquences protéiques 

du JGI pour T. versicolor et à la base de données de séquences protéiques du NCBI pour S. 

cerevisiae. 

III Cristallogenèse des GST 

Cette étape est nécessaire pour la détermination d’une structure cristallographique 

d’une macromolécule biologique. Pour cela, l’échantillon de protéine est mis en contact avec 

l’agent précipitant (composé souvent d’un mélange de plusieurs molécules) qui va induire un 

état particulier dans lequel les macromolécules biologiques sont insolubles mais forment un 

réseau régulier : le cristal. La détermination des conditions physicochimiques favorables à la 

nucléation et à la croissance de cristaux se fait le plus souvent par la méthode de la matrice 

d’échantillonnage. Cette stratégie « essai-erreur » consiste à tester un grand nombre de 

conditions différant par leur composition (en solvant, pH, tampon, sels, additifs). Ces 

solutions sont réunies dans des kits commerciaux développés à partir de conditions ayant 

précédemment provoqué la cristallisation d’autres protéines. Les kits commerciaux qui ont été 

utilisés sont les screens I et II de Hampton (https://www.hamptonresearch.com/), les screens I 

à IV de Wizard (https://www.moleculardimensions.com/) et les screens JBS 1 à 10 de Jena 

BioSciences (https://www.jenabioscience.com/). A l’issue de cette première étape 

d’exploration de conditions variées, les résultats les plus encourageants sont retenus et 

optimisés par une démarche rationnelle variant les différents paramètres graduellement et 

isolément. 

 

Organisme Protéine étudiée N° d'accession Classe de GST

TvGSTO1S Tv75639

TvGSTO2S Tv56280

TvGSTO3S Tv48691

TvGSTO4S Tv65402

TvGSTO5S Tv54358

TvGSTO6S Tv23671

TvGSTO1C Tv157166

TvGSTO2C Tv67635

TvGSTO3C Tv60698

TvGSTX1 Tv66368

TvGSTX3 Tv73942

Saccharomyces cerevisiae ScECM4 NP_013002

Oméga à sérine

Oméga à cystéine

Trametes versicolor

Xi
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III.1 Techniques de cristallisation 

Après les étapes de production et de purification effectuées par nos collaborateurs, les 

GST sont débarassées du NaCl qu’elles contiennent par dialyse dans un tampon 30 mM Tris-

HCl, pH 8,0, 1 mM EDTA sur cellules Amicon 10 kDa (Millipore) par 5 cycles de 

centrifugation (3 minutes, 4000 g). A ce stade, l’échantillon est prêt pour la recherche des 

conditions de cristallisation. 

Deux méthodes ont été utilisées pour générer des cristaux : la méthode batch et la 

méthode de diffusion de vapeur. Dans chaque cas, les screens ont été réalisés à la main ou à 

l’aide d’un robot de pipetage Oryx8 (Douglas Instruments). L’utilisation d’un robot de 

pipetage permet l’utilisation d’un volume réduit de solution protéique (typiquement, gouttes 

de 100 nL au lieu d’1 µL en mode manuel) tout en gagnant en reproductibilité. En méthode 

batch, la solution protéique et la solution de cristallisation sont déposées au fond d’un puits, 

clos par l’ajout d’huile de paraffine (Figure 26). Les essais à la main sont réalisés en plaques 

microbatch 72 puits (Type Terasaki, Greiner) puis centrifugés 1 minute à 3000 g, 4 °C pour 

assurer le mélange des deux gouttes. 

 

Figure 26 Schéma montrant la cristallisation en méthode batch à l’huile 

La méthode de diffusion de vapeur a également été utilisée avec le robot, à l’étape de 

criblage des conditions de cristallisation, au cas où les protéines ne présentent aucune piste 

prometteuse à l’issue de la méthode batch. Les plaques utilisées sont des SwissCi 2-gouttes 96 

puits (Molecular Dimensions) en goutte assise. La diffusion de vapeur a également été utilisée 

manuellement en plaque Linbro 24 puits (Molecular Dimensions) en goutte suspendue pour 
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l’étape d’optimisation et de production de cristaux en plus gros volumes (Figure 27). 

Brièvement, le système est constitué d’un réservoir (partiellement rempli par un volume 

d’agent précipitant) recouvert hermétiquement par une lamelle graissée sous laquelle est 

déposé un mélange équivolumique de la protéine et de l’agent précipitant, ainsi moins 

concentré que dans le puits. Cette différence de concentration génère des échanges de vapeur 

entre réservoir et goutte de cristallisation, a contrario du batch où le système est clos. Pour les 

deux méthodes, les boites sont placées à 4 ou 20 °C et la cristallisation est ensuite surveillée 

par des observations régulières à la loupe binoculaire. 

 

Figure 27 Schéma montrant la cristallisation en méthode de diffusion de vapeur en « goutte 

suspendue » 

A partir des résultats des premières expériences, les conditions initiales sont 

optimisées en variant les ratios protéine/agent précipitant, leurs concentrations, la température 

(4 °C ou 20 °C), la présence d’additifs et éventuellement la méthode (diffusion de vapeur ou 

batch). Des « Grids » peuvent également être mis en place, c’est-à-dire une expérience 

permettant l’exploration des conditions en faisant varier graduellement deux paramètres 

(typiquement le pH et la concentration en agent précipitant). 
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III.2 Technique de micro-ensemencement 

L’ensemencement est une technique d’optimisation qui consiste à préparer un stock de 

germes microcristallins à partir de cristaux obtenus initialement, impropres à une mesure dans 

l’état (trop petits, polycristallins). Si des germes sont introduits dans une goutte de 

cristallisation, le niveau de sursaturation requis pour provoquer la nucléation et la croissance 

cristalline ultérieure est bien moindre, augmentant la probabilité de cristallisation (D’arcy et 

al, 2007 ; Bergfors, 2003). Ainsi, la stratégie peut être d’ajouter ces germes en tant qu’additif 

dès les premiers tests de cristallisation, ou de les utiliser lors de l’étape d’optimisation, en 

combinaison d’un Grid par exemple. Cette approche s’est révélée fructueuse pour la 

cristallisation de TvGSTO2S et TvGSTO6S. Ces protéines produisaient des cristaux de 

manière peu reproductibles. L’utilisation de germes a permis de provoquer leur cristallisation 

de manière quasi systématique, augmentant considérablement la reproductibilité 

expérimentale. Pour réaliser un stock de germes, le kit Seed Bead de Hampton est utilisé 

(Hampton Research). Les étapes sont : 

 Broyage des cristaux initiaux en germes à l’aide du concasseur 

 Récupération des germes à l’aide d’une pipette et resuspension dans la solution de 

cristallisation (20 µL environ, 5 cycles) 

 Homogénéisation 1 minute par vortex à vitesse minimale avec de la glace 

 Préparation de différentes dilutions (1/10, 1/100, 1/1000) 

 Ajout dans la goutte de cristallisation (environ 10 % du volume de la goutte) 

 Stockage des germes à -20 °C pour réutilisation ultérieure 

III.3 Interprétation du phénomène de cristallisation à l’aide 

du diagramme de phase 

Le diagramme de phase d’une protéine explique l’état des molécules lors d’une 

expérience de cristallogenèse (Figure 28). Dans le cas du batch, le mélange doit placer les 

macromolécules dans la zone de nucléation, où des germes microcristallins peuvent se former. 

Si les conditions sont réunies, les molécules de protéine s’assemblent de manière ordonnée en 

nucléons, faisant diminuer la concentration en protéine. Les cristaux grandissent ensuite au 

niveau de la zone de croissance jusqu’à leur taille maximale : le système est alors à 

l’équilibre. Dans le cas de la diffusion de vapeur, et quelle que soit la technique employée 

(goutte suspendue ou goutte assise), le système est plus complexe car constitué de deux 
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compartiments. Au début de l’expérience, la goutte contenant protéine et agent précipitant est 

plus faiblement concentrée en agent précipitant que le réservoir. Les échanges de vapeur entre 

les deux compartiments vont entrainer une concentration des macromolécules dans la goutte. 

En effet, l’eau s’évapore du compartiment le moins concentré (la goutte) vers le réservoir plus 

concentré afin d’équilibrer les concentrations en agent précipitant au cours du temps, et 

également augmenter la concentration en protéine de la goutte. Cette dynamique a pour 

objectif d’entrainer la formation de germes microcristallins dans la zone de nucléation si les 

conditions sont adaptées, puis de faire grandir les cristaux au niveau de la zone de croissance. 

L’utilisation du micro-ensemencement permet d’introduire des germes micro-cristallins dès le 

début de l’expérience, ce qui peut faciliter la détermination de nouvelles conditions de 

cristallisation, sous réserve que les concentrations ne conduisent pas à la fonte immédiate des 

germes (sous-saturation). 

 

 

Figure 28 Diagramme de phase de la cristallisation d’une protéine suivant la méthode utilisée 
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IV Préparation des cristaux de complexes GST-

ligand 

Un des objectifs de ce projet était d’identifier des ligands naturels de GST, à partir de 

banques de molécules (Tableau 2). Afin de confirmer les résultats biochimiques de nos 

collaborateurs, incluant tests par inhibition d’activité enzymatique et tests de décalage 

thermique (ou TSA pour ‘thermal shift assay’), l’ensemble des ligands potentiels ont été 

investigués par cristallographie de manière systématique dans le but de déterminer la structure 

du complexe produit. 

 

Tableau 2 Librairie de ligands testés cristallographiquement au cours de ce projet  

Plusieurs méthodes existent pour obtenir une structure protéine-ligand. Si elles sont 

relativement simples à mettre en place, leur réussite est en grande partie conditionnée par la 

connaissance préalable de l’affinité existant entre la protéine et le ligand, et la solubilité du 

Type de composé Ligand

GS-hexyl

GS-dinitrobenzène

GS-phenylacétophénone

GS-ménadione

GS-phenéthyl isothiocyanate

GS-benzyl isothiocyanate

Benzophenone

2,4-hydroxybenzophenone

2,3,4-hydroxybenzophenone

2,4,4'-hydroxybenzophenone

3,4-hydroxybenzophenone

4,4'-hydroxybenzophenone

2,2'-hydroxybenzophenone

2,2',4,4'-hydroxybenzophenone

Chrysine

Wogonine

Wogonoside

Naringénine

Naringine

Quercétine

Scutellaréine

Catéchine

Pinocembrine

Baicaléine

Stilbènes Oxyresvératrol

Dérivés du glutathion

Hydroxy-benzophénones

Flavonoïdes
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ligand en milieu aqueux. Au cours de ce projet, différentes méthodes ont été employées pour 

aboutir avec succès à l’obtention d’un complexe : le trempage a été testé systématiquement 

dans un premier temps pour sa simplicité de mise en œuvre, puis la co-cristallisation (liquide 

ou sèche) a été tentée pour les ligands plus difficiles à solubiliser en milieu aqueux. Enfin, une 

technique innovante de « trempage sec » a été utilisée, permettant une solubilisation partielle 

des ligands dans la solution mère de cristallisation et particulièrement adaptée à un projet de 

criblage. 

IV.1 Technique de trempage classique 

La technique de trempage consiste à incuber un cristal de protéine dans sa liqueur 

mère supplémentée d’une concentration maximale de ligand afin d’obtenir une occupation la 

plus élevée possible du site de fixation (au sens cristallographique), tout en ne perturbant pas 

le cristal incubé (Schiebel et al, 2016b). Pour cela, une concentration d’environ 10 mM s’est 

révélée adaptée pour la plupart des cas. En pratique, la stratégie a été de produire des cristaux 

en batch de manière classique, puis de faire diffuser précautionneusement le ligand dans la 

goutte contenant les cristaux (habituellement 0,2 µL soit 10 % de la goutte initiale à une 

concentration stock de 100 mM, soit environ 9 mM dans la goutte).  

 

Figure 29 Schéma montrant la mise en œuvre d’une expérience de trempage de cristaux dans une 

solution contenant un ligand coloré 

Cette stratégie présente l’avantage d’éviter la manipulation des cristaux hors de leur 

liqueur mère initiale, tout en étant pratique pour tester différents volumes de ligand jusqu’à 

trouver le volume maximal ne faisant pas fondre les cristaux. La technique de trempage 

implique la solubilisation du ligand dans la liqueur mère qui est une solution aqueuse dans la 

plupart des cas. Cette technique a été utilisée pour les ligands solubles dans l’eau, en 
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particulier le glutathion ou les molécules glutathionylées, solubilisés facilement à des 

concentrations de l’ordre du millimolaire en milieu aqueux. Dans le cas d’un ligand coloré 

présentant une longueur d’onde d’absorption dans le spectre visible, la concentration de ce 

ligand dans le cristal peut conduire à obtenir un cristal coloré (Figure 29). 

IV.2 Techniques de co-cristallisation 

En cas d’échec de la première technique, la seconde stratégie est la co-cristallisation. 

Cette technique consiste à cristalliser la protéine en présence de son ligand fixé préalablement 

par une incubation de quelques minutes à quelques heures (Figure 30). Cette méthode 

présente l’avantage de provoquer la rencontre entre molécules de protéine et ligand avant 

l’étape de cristallisation. En particulier, cette approche est appropriée pour les ligands 

hydrophobes dont la solubilisation en milieu aqueux est insuffisante à l’obtention de 

complexes où l’occupation cristallographique des sites de ces ligands est totale. En pratique, 

une incubation de 30 minutes est effectuée entre l’échantillon de protéine et le ligand 

(notamment flavonoïdes et hydroxy-benzophénones) à une concentration de 10 mM (stock 

100 mM dans du DMSO). En revanche, la condition de cristallisation n’est plus 

nécessairement celle de la protéine native puisque la composition de la goutte est légèrement 

modifiée par la présence du ligand et de son solvant. Une recherche des nouvelles conditions 

de cristallisation peut s’avérer nécessaire. Dans la mesure où cette démarche est coûteuse en 

protéine et en temps, et donc limitante dans le cadre d’une étude haut-débit où de nombreux 

ligands sont testés, d’autres pistes de travail nous ont semblé importantes à explorer.  

 

Figure 30 Schéma montrant la technique de co-cristallisation liquide 
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Alternativement, une co-cristallisation « sèche » peut être tentée : le ligand solubilisé 

dans du DMSO est déposé au fond du puits et après quelques jours d’évaporation la goutte de 

cristallisation est réalisée sur le ligand solide (Figure 31). Le ligand se solubilise ainsi 

partiellement dans la solution mère. Cette méthode est particulièrement appropriée dans le 

cadre d’une étude haut-débit puisque plusieurs tests de ligands peuvent être mis en place avec 

une même condition de cristallisation (Gelin et al, 2015). 

 

Figure 31 Schéma montrant les étapes successives pour effectuer une co-cristallisation « sèche » 

IV.3 Technique de « trempage à sec » 

La dernière technique utilisée a été mise au point pour l’obtention du complexe 

TvGSTO6S-naringénine. En effet, les cristaux ne supportaient pas la diffusion de ligands dans 

la goutte de cristallisation, et aucune stratégie de co-cristallisation (ni sèche, ni liquide) 

n’avait permis l’obtention de cristaux à partir des conditions de cristallisation initiales. Afin 

d’éviter une recherche de nouvelles conditions de cristallisation, une stratégie de « diffusion 

sèche » a été mise au point (Figure 32). Pour cela, 0,2 µL du ligand dans son solvant (ici la 

naringénine à 100 mM dans du DMSO) sont déposés sur une lamelle et évaporés (environ 1 

jour sous hotte). Un cristal ainsi que 1 µL de sa liqueur mère sont déposés sur le ligand séché. 

La lamelle est ensuite scellée au-dessus du réservoir contenant l’agent précipitant, de manière 

à éviter l’évaporation totale de la goutte. Le ligand est ainsi progressivement solubilisé dans la 
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liqueur mère et peut diffuser dans le cristal. Un jour après, le cristal peut être prélevé et 

congelé. Ce procédé a également été utilisé pour la méthode du microbatch, pour les cristaux 

de TvGSTO2C en complexe avec des polyphénols (naringénine et oxyresvératrol). Dans ce 

cas, la goutte est close par l’ajout d’huile de paraffine pour éviter son évaporation. 

 

Figure 32 Schéma montrant les étapes successives pour effectuer un trempage « à sec » 

V Congélation des cristaux, tests de diffraction et 

collecte des données de diffraction 

La prochaine étape après l’obtention de cristaux de protéines consiste à tester le 

pouvoir diffractant de ces cristaux soumis à un rayonnement X. Ce paramètre est fondamental 

pour obtenir des données exploitables permettant la construction d’un modèle. Cette étape 

permet également de vérifier que les cristaux obtenus sont bien des cristaux protéiques, et non 

des cristaux de sels qui présentent des clichés de diffraction caractéristiques. 

V.1 Cryoprotection 

Aujourd’hui, la plupart des mesures effectuées sur des cristaux macromoléculaires 

sont réalisées à une température de 100 K maintenue par un flux d’azote (Figure 33) : c’est la 
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technique de cryo-cristallographie (Pflugrath, 2004). Cela permet de limiter fortement la 

diffusion dans le cristal des radicaux libres induits par son irradiation et ainsi d’augmenter 

significativement sa durée de vie. En revanche, le refroidissement à des faibles températures 

provoque le plus souvent la formation de glace microcristalline autour et à l’intérieur du 

cristal. En effet, d’une part les cristaux de protéine ne sont jamais prélevés secs et sont 

entourés d’une couche de liqueur mère. D’autre part les cristaux contiennent en moyenne 

50 % de solvant, dû à la présence de larges canaux entre les macromolécules. Cette glace 

microcristalline peut détériorer le cristal (perte de son pouvoir diffractant) et nuire au signal 

de diffraction mesuré (anneaux de diffraction caractéristiques de l’eau microcristalline). Sa 

formation doit donc être empêchée. Pour cela, le cristal est refroidi instantanément en 

présence d’un agent cryoprotectant qui doit permettre la formation de glace amorphe tout en 

conservant le pouvoir diffractant du cristal. La nature de l’agent cryoprotectant dépend de la 

nature de la protéine et de la condition de cristallisation. Dans le cadre de ce projet, le glycérol 

dilué à 20 % V/V dans la liqueur mère s’est avéré efficace. Afin de limiter le choc osmotique 

lors du transfert des cristaux dans la solution cryoprotectante, celle-ci est systématiquement 

préparée en même temps que la cristallisation. Ainsi, quelques puits de la plaque de 

cristallisation sont enrichis de 20 % de glycérol. Dans quelques cas, des cristaux sont apparus 

dans ces puits. 

 

Figure 33 Cristal de ScECM4 monté sur une CryoLoop et soumis à un flux d’azote 

V.2 Tests de diffraction 

Les tests de diffraction ont été réalisés à l’aide du diffractomètre automatique 4 

cercles (oméga, phi, kappa et thêta) SuperNova (Agilent) équipé d’une microsource au cuivre 
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et d’un détecteur du type CCD (‘Charge Coupled Device’). Cet appareil fait partie du parc de 

diffractomètres de la plateforme de mesures de diffraction X gérée par le laboratoire CRM2 

(Figure 34). Tous les cristaux ont été systématiquement pêchés à l’aide d’une CryoLoop 

(Hampton Research ou Molecular Dimensions). Un cliché de diffraction préliminaire est 

réalisé avec la solution cryoprotectante uniquement pour vérifier que celle-ci est bien 

adaptée : aucun anneau de diffraction de glace microcristalline ne doit être présent sur le 

cliché. Le cristal monté doit être centré sur le faisceau X grâce à une tête goniométrique. Pour 

un test classique, le cristal est exposé pendant 20 secondes au flux de rayons X pendant une 

oscillation de 1° autour de l’axe oméga du diffractomètre qui est perpendiculaire à la direction 

du faisceau. Un deuxième cliché est ensuite réalisé selon les mêmes paramètres avec le cristal 

tourné de 90° par rapport à l’axe oméga pour s’assurer de l’isotropie du signal de diffraction. 

Si les clichés sont satisfaisants, deux options sont possibles. Si la résolution est suffisante (au 

moins égale à 4 Å), une recherche de la maille peut être tentée en prenant plusieurs clichés 

afin d’indexer le réseau réciproque du cristal pour caractériser ses paramètres de maille. A 

l’issue de cette expérience, une collecte des données de diffraction peut être planifiée au 

laboratoire. Sinon, le cristal est conservé dans l’azote liquide pour être testé ou mesuré 

ultérieurement sur une ligne synchrotron où le faisceau de rayons X est plus brillant.  

 

Figure 34 Diffractomètre Supernova équipé d’un détecteur CCD Atlas (gauche) et dispositif 

expérimental de la ligne BM30A à l’ESRF de Grenoble (droite) 

 Le diffractomètre provient de la société Agilent et est installé sur la plate-forme de mesures de 

diffraction X de l’Université de Lorraine (tiré de crm2.univ-lorraine.fr). 

V.3 Collecte des données de diffraction 

Classiquement au laboratoire, une stratégie de collecte est calculée par le logiciel 

CrysalisPro (CrysAlisPro, Oxford Diffraction/Agilent Technologies UK Ltd, Yarnton, 
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England) à partir des paramètres de maille obtenus par une expérience préliminaire (Figure 

35). La stratégie est optimisée de manière à collecter un maximum de pics de Bragg (taches 

de diffraction) en un minimum de temps suivant la résolution, la complétude et la redondance 

désirées. La symétrie du cristal et l’estimation du pouvoir diffractant du cristal sont pris en 

compte dans le calcul. Pour cela, le programme CrysalisPro détermine, pour différentes 

orientations du cristal une plage angulaire à couvrir. Sur la base des données collectées durant 

l’expérience préliminaire, le programme propose l’angle d’oscillation et le temps d’exposition 

pour chaque image. La distance cristal-détecteur est optimisée « manuellement » pour 

mesurer les données à la meilleure résolution tout en ayant des taches bien séparées. Le temps 

d’acquisition est également ajusté. La durée d’une collecte, variable suivant la symétrie du 

cristal, prend en général une dizaine d’heures au plus. 

 

Figure 35 Cliché de diffraction d’un cristal d’ScECM4 mesuré au laboratoire 

 

Les collectes ont été effectuées sur les lignes de lumière BM30A (Roth et al, 2002 ; 

Figure 34) et ID30B du synchrotron ESRF de Grenoble. Les collectes sont planifiées 

automatiquement selon les mêmes critères, à l’aide du logiciel MxCube pour la ligne ID30B 

(Gabadinho et al, 2010). La différence réside principalement en la rapidité des collectes 
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effectuées sur ligne synchrotron : de quelques heures à quelques secondes seulement pour les 

lignes les plus performantes. La brillance du faisceau permet en effet de réduire 

considérablement le temps d’exposition à quelques secondes par exemple sur la ligne de 

lumière ID30B (Mueller-Dickmann et al, 2015). Cette ligne de lumière placée à la sortie d’un 

onduleur est équipée d’un détecteur de rayons X Pilatus (Henrich et al, 2009) autorisant des 

collectes de données sans obturateur (en mode ‘shutter less’). 

Des collectes préliminaires de plusieurs cristaux de GST ont été réalisées dans la 

mesure du possible au laboratoire, notamment pour les cristaux de TvGSTO3S, TvGSTO1C, 

TvGSTO2C, TvGSTO3C et ScECM4 qui présentaient des tailles supérieures à 200 µm dans 

la plus petite dimension et de forts pouvoirs diffractants. Pour l’obtention des jeux de données 

à haute résolution ainsi que pour les autres GST (TvGSTO4S, TvGSTO6S, TvGSTX1 et 

TvGSTX3) des collectes sur les lignes synchrotron ont été effectuées (Tableau 3). 

Protéine ScECM4 TvGSTX1 TvGSTX3 TvGSTO1C TvGSTO2C 

 Supernova x   x x 

Source BM30A x x x x x 

 ID30B x     

Protéine TvGSTO3C TvGSTO2S TvGSTO3S TvGSTO4S TvGSTO6S 

 Supernova x  x   

Source BM30A  x x  x 

 ID30B x  x x x 

Tableau 3 Résumé des collectes effectuées et sources de rayons X utilisées 

VI Traitement des données 

A l’issue d’une collecte de données cristallographiques, une série de fichiers d’images 

correspondant aux clichés de diffraction est obtenue. La prochaine étape est alors de traiter 

ces images pour indexer et extraire les intensités des différents pics de Bragg mesurés 

(appelées également réflexions). 

Différents logiciels m’ont permis d’intégrer les données au cours de ce projet : 

CrysalisPro (Oxford Diffraction 2003, CrysAlis CCD and CrysAlis RED, Oxford Diffraction 

Ltd, Wrocław, Poland) pour les collectes au laboratoire, MOSFLM de la suite CCP4 (Winn et 

al, 2011) et XDS (Kabsch, 2010) pour les collectes au synchrotron. Les lignes suivantes 

explicitent la démarche employée par XDS qui est de loin le logiciel que j’ai le plus utilisé. 

XDS est constitué d’une suite de programmes fonctionnant sous Linux et MacOS. A partir 

des fichiers images, XDS est capable d’effectuer les tâches suivantes : 
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 XYCORR : Application de facteurs de correction à chaque pixel pour corriger les 

défauts du détecteur. 

 INIT : Estimation du niveau de bruit. 

 COLSPOT : Identification des pics les plus intenses. 

 IDXREF : Indexation des pics et premières estimations des paramètres de maille et du 

groupe ponctuel, de l’orientation du cristal et de la mosaïcité. 

 DEFPIX : Identification des régions « utiles » sur le détecteur et mise à l’écart des 

régions de mauvaise qualité. 

 XPLAN : Etablissement d’une stratégie de collecte à partir des informations. Cette 

étape est facultative mais s’est avérée particulièrement utile pour l’optimisation du 

temps de chaque collecte lors des mesures sur la ligne BM30A. 

 INTEGRATE : Estimation de l’intensité de chaque réflexion dans les régions définies 

par DEFPIX. 

 CORRECT : Application de facteurs de correction aux intensités des réflexions et à 

leurs déviations standards. 

A la fin du premier tour d’intégration des données, des indicateurs statistiques 

évaluent la qualité du jeu de données et estiment la résolution, permettant le cas échéant 

d’affiner l’intégration (Wlodawer et al, 2013). Ces indicateurs sont : 

 Le rapport moyen entre l’intensité et l’écart-type de la mesure (I/sig(I)).  

 Le facteur Rmerge qui évalue pour l’ensemble des réflexions, le désaccord entre 

l’intensité moyenne d’une réflexion h,k,l et les intensités de chaque mesure de la 

réflexion ou de ses équivalentes par symétrie. 

 Le facteur Rmeas qui est similaire au facteur Rmerge mais corrigé pour prendre en 

compte la redondance. 

 La complétude qui représente la quantité de pics de Bragg mesurés par rapport au 

maximum mesurable à une résolution donnée. 

 La redondance qui correspond au nombre moyen de mesures pour chaque réflexion 

indépendante.  

 Le facteur de corrélation de Pearson appelé CC1/2 qui mesure la corrélation entre deux 

ensembles de données de diffraction divisés aléatoirement. A partir de ce facteur 

Karplus & Diederichs (Karplus et Diederichs, 2012) ont défini un facteur CC* 

comparable au facteur de corrélation entre les facteurs de structure observés et 
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calculés. Ainsi, une dernière tranche de résolution avec un CC* supérieur ou égal à 

50 % contient de l’information utile à l’affinement du modèle. 

Les réflexions sont ensuite mises à l’échelle et réduites grâce au programme XSCALE 

(Kabsch, 2010), qui permet également de fusionner plusieurs jeux de données. XDSCONV 

permet de générer un fichier de format mtz contenant l’ensemble des réflexions associées à 

leur intensité et déviation standard. Le programme Pointless (Evans et Murshudov, 2013) a 

également été utilisé pour effectuer cette étape de mise à l’échelle et de réunion des données. 

VII Phasage par remplacement moléculaire 

VII.1  Introduction au problème de la phase 

A la fin du traitement des données, l’information liée à la structure est dissimulée dans 

la liste des intensités enregistrées. Pour décrire la structure de l’objet contenu dans la maille, 

on exploite la relation : 

𝜌(𝑥, 𝑦, 𝑧) = (
1

𝑉
) ∑ ∑ ∑ 𝐹ℎ𝑘𝑙 

𝑙
𝑒−2𝑖𝜋(ℎ𝑥+𝑘𝑦+𝑙𝑧)

𝑘ℎ
 

Avec : 

 ρ la densité électronique en tout point du cristal de coordonnées fractionnaires x, y et 

z. 

 V le volume de la maille du cristal. 

 h, k et l les coordonnées des nœuds du réseau réciproque. 

 𝐹ℎ𝑘𝑙  le facteur de structure décrivant l’onde diffractée par la maille dans une direction 

définie par les indices h, k et l. 

Néanmoins, seuls les modules |𝐹ℎ𝑘𝑙 | sont connus à partir des intensités mesurées, 

alors que l’information sur la phase de ces ondes est perdue. Or pour remonter à la densité 

électronique, il est nécessaire de retrouver ces phases.  

La méthode du remplacement isomorphe nécessite l’ajout d’atomes lourds, facilement 

localisables dans la maille en raison de leur facteur de diffusion élevé, pour en déduire ces 

phases. Une autre méthode repose sur l’utilisation de diffuseurs anomaux (incorporés dans la 

protéine sous forme de sélénométhionine par exemple) présentant une diffraction particulière 

(diffusion anomale) suivant la longueur d’onde utilisée.  
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En contraste de ces méthodes expérimentales dites méthodes de perturbation, la 

méthode du remplacement moléculaire consiste à utiliser la structure déjà déterminée d’une 

molécule proche de la molécule cible pour en dériver des phases initiales partiellement 

correctes. Le remplacement moléculaire a pour objectif de placer dans la maille du cristal à 

caractériser une molécule de structure similaire et connue qui sert de point de départ pour 

l’obtention des phases initiales. Celles-ci ne sont qu’approchées, mais suffisantes pour 

démarrer la reconstruction progressive du modèle. 

Dans la mesure où de nombreuses structures de GST étaient déjà déposées dans la 

Protein Data Bank au début du projet, le remplacement moléculaire se présentait comme la 

méthode de choix pour résoudre le problème de la phase. De manière générale, cette méthode 

sera à l’avenir très certainement privilégiée par rapport aux méthodes de novo utilisant des 

dérivés lourds ou anomaux en raison du nombre croissant de structures déposées dans la PDB 

(Scapin, 2013). De plus, le développement de ‘pipelines’ (suites de programmes fonctionnant 

en série) permet d’une part de travailler en utilisant plusieurs « points de départs » si 

différents modèles sont disponibles, et d’autre part de tester les fonctionnalités de 

plusieurs programmes de remplacement moléculaire, de modification de modèle voire 

d’affinement, augmentant les chances de succès de cette méthode (Keegan et Winn, 2008). 

VII.2  Coefficient de Matthews 

Parallèlement à la recherche d’une protéine de structure similaire, une caractérisation 

du contenu du cristal étudié doit être faite. La maille élémentaire est le motif de base qui, en 

se répétant indéfiniment par translation, constitue le cristal. Suivant la symétrie du réseau, la 

maille élémentaire est subdivisée en unités asymétriques qui représentent le plus petit volume 

du cristal ne contenant pas d’éléments liés par symétrie cristallographique. Différents objets 

reliés par symétrie non cristallographique peuvent néanmoins y être présents (exemple : un 

homodimère relié par une symétrie axiale). Le contenu de la maille, Za, représentant le 

nombre de chaînes, peut être estimé grâce au coefficient de Matthews (VM) exprimé par la 

formule suivante (Matthews, 1968 ; Kantardjieff et Rupp, 2003) : 

𝑉𝑀 =  
𝑉

𝑀. 𝑛. 𝑍𝑎
 

Avec :  

 V le volume de la maille élémentaire 
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 M la masse moléculaire de la protéine 

 n le nombre de positions équivalentes 

 Za le nombre de molécule dans l’unité asymétrique 

Sur la base de 116 cristaux de protéine, B. W. Matthews a remarqué que le coefficient 

VM variait de 2 à 4 Å3.Da-1 correspondant à un taux de solvant d’environ 27 à 65 % en 

prenant 0,74 cm3.g-1 comme volume spécifique de la protéine. Il est ainsi possible d’estimer le 

nombre de molécules à rechercher et placer dans l’unité asymétrique, connaissant la masse 

moléculaire de la protéine et la symétrie du cristal. La résolution peut être un paramètre à 

prendre en compte car une statistique sur près de 16 000 structures cristallographiques a 

permis de montrer que les cristaux diffractant à la plus haute résolution présentent les VM les 

plus petits (Kantardjieff et Rupp, 2003). 

VII.3  Principe du remplacement moléculaire 

Après qu’une structure de protéine similaire a été choisie (idéalement avec un 

pourcentage d’identité de séquence supérieur à 30 %), il peut être utile de préparer la structure 

modèle en « mutant » tous les résidus différant de la protéine d’intérêt par des résidus alanine. 

La procédure du remplacement moléculaire tente de créer un cristal virtuel de la protéine 

modèle similaire au cristal de la protéine étudiée (Scapin, 2013). Pour cela, les programmes 

de remplacement moléculaire utilisés (Molrep (Vagin et Teplyakov, 2010) et Phaser (McCoy, 

2007) par exemple) fonctionnent à partir des cartes de Patterson des molécules. Une carte de 

Patterson est une carte centrosymétrique représentant tous les vecteurs interatomiques intra- et 

intermoléculaires par des pics de positions et d’intensités variables. Elle est générée par 

transformée de Fourier à partir des modules au carré des facteurs de structure et peut donc être 

calculée directement après l’enregistrement des clichés de diffraction. 

Dans un premier temps, la fonction de rotation permet de déterminer l’opérateur 

(composé de trois angles) à appliquer au modèle pour l’orienter correctement dans la maille. 

En pratique, le logiciel superpose les cartes de Patterson du modèle et de la protéine cible 

sous différentes orientations afin de les faire coïncider au mieux, en tenant compte des 

vecteurs intramoléculaires uniquement (avec une sphère dont le diamètre est inférieur à celui 

de la protéine). 

Dans un second temps, un maximum de corrélation est recherché entre la carte de 

Patterson du cristal et celle du modèle par la fonction de translation. Celle-ci prend en compte 
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les vecteurs interatomiques intermoléculaires et détermine la translation (composée de trois 

vecteurs) à appliquer au modèle préorienté dans la maille du cristal.  

A l’issue d’un remplacement moléculaire et selon l’algorithme utilisé, différents 

scores sont calculés pour évaluer la fiabilité du résultat. Par ailleurs, une inspection visuelle 

vérifie la cohérence de l’empilement de la structure modèle dans la maille du cristal de la 

protéine d’intérêt. Si les molécules du modèle s’interpénètrent, la solution du remplacement 

moléculaire n’est pas physiquement réaliste et doit être rejetée. Dans une situation de 

remplacement moléculaire réussi, ce cristal virtuel du modèle permet de calculer des modules 

et phases qui, associés aux modules des facteurs de structure Fkhl du cristal étudié, permettent 

d’obtenir différentes cartes de densité électronique de la molécule étudiée. Une reconstruction 

du modèle est ensuite effectuée. 

VIII Construction, affinement et validation du 

modèle 

VIII.1 Construction avec COOT 

Après l’étape de remplacement moléculaire, il convient de reconstruire la structure de 

la protéine d’intérêt à l’aide des cartes de densité électronique. Cette reconstruction a été 

réalisée à l’aide du logiciel graphique Coot (‘Crystallographic Oriented Object Toolkit’, 

Emsley et Cowtan, 2004). Différentes fonctionnalités sont offertes par ce logiciel intuitif : 

affinement local des positions des atomes dans la densité, mutation de chaînes latérales, 

régularisation de la stéréochimie, etc. Le but est d’obtenir un modèle de stéréochimie correcte, 

en cohérence avec les données enregistrées (via les cartes de densité électronique). Le logiciel 

permet également d’ajouter les molécules d’eau liées à la protéine, les ions, ainsi que les 

éventuels ligands de la protéine. Deux types de cartes de densité électronique « différence » 

sont utilisées conjointement. La carte Fo-Fc est une carte dont le facteur de structure Fc 

« calculé » à partir du modèle est soustrait du facteur de structure Fo « observé » lors de 

l’expérience. Ainsi cette carte montre les erreurs du modèle sous la forme de pics positifs 

(verts, Figure 36) là où des électrons sont manquants et pics négatifs (rouges) dans les régions 

du modèle comportant un surplus d’électrons. Cette carte qui met l’accent sur l’erreur du 

modèle présente deux défauts. D’une part elle n’a pas l’apparence de la surface moléculaire et 

d’autre part elle est très bruitée et donc difficile à interpréter lorsque le modèle présente de 
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nombreuses erreurs. La deuxième carte différence 2Fo-Fc est beaucoup plus intuitive car elle 

peut être interprétée comme une carte représentant la localisation réelle des électrons (surface 

bleue, Figure 36). Ces cartes sont souvent difficiles à interpréter car elles sont biaisées par les 

erreurs sur les positions atomiques, les intensités mesurées et les phases. Il est possible de 

prendre en compte ces erreurs en calculant des cartes pondérées appelées également cartes 

sigmaA (voir l’ouvrage de Sherwood et Cooper). Ces cartes sont du type mFo-DFc ou 2mFo-

DFc où m représente la qualité des phases pour chaque réflexion (figure de mérite) et D peut 

être vu comme la fraction correcte du modèle. 

  

I II 

Figure 36 Région du site catalytique dans la structure de TvGSTO3C au début des étapes de 

reconstruction (I) et en fin d’affinement (II) 

 Carte 2Fo-Fc (contourée à 1,2 σ) en bleu et carte Fo-Fc (contourée à 3 σ) en rouge et vert. 

Dans le cas des GST, qui sont constituées de deux domaines successifs, le domaine N-

terminal est généralement bien conservé parmi les classes, alors que le domaine C-terminal 

est constitué de plusieurs hélices de longueur et position variables suivant les classes. Le 

travail au niveau du domaine N-terminal a donc surtout consisté en la mutation des chaînes 

latérales, alors qu’au niveau du domaine C-terminal un travail plus conséquent a parfois été 

nécessaire (suppression de régions/hélices du modèle du remplacement moléculaire et 

reconstruction complète). 

VIII.2 Affinement par maximum de vraisemblance avec 

PHENIX 
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Après plusieurs étapes de reconstruction, un affinement de la structure peut être 

entrepris. Cette étape vise à affiner les coordonnées atomiques du modèle ainsi que les 

facteurs d’agitation (facteurs B) de chaque atome en tenant compte à la fois des données 

initiales et de la stéréochimie du modèle sous la forme de contraintes (par rapport aux 

longueurs de liaisons, angles de liaison, planéité, angles de torsion, etc…). Le logiciel utilisé 

pour affiner les structures de GST a été phenix.refine de la suite PHENIX (Adams et al, 2010) 

qui fonctionne en utilisant la méthode du maximum de vraisemblance. Le concept du 

maximum de vraisemblance repose sur la probabilité de mesurer les facteurs de structure 

observés Fobs compte tenu du modèle à affiner. La recherche du maximum de cette probabilité 

est ensuite effectuée lors de l’affinement.  

Pour surveiller le bon déroulement de l’affinement, deux indicateurs sont utilisés : les 

facteurs R et Rfree. Le facteur R (aussi appelé Rcryst) est un facteur d’accord exprimé selon la 

relation :  

R = ∑ ||𝐹𝑜𝑏𝑠| − 𝑘. |𝐹𝑐𝑎𝑙𝑐||/ ∑ |𝐹𝑜𝑏𝑠|ℎ𝑘𝑙ℎ𝑘𝑙  

Ce facteur mesure ainsi le désaccord entre les modules des facteurs de structure 

dérivés du modèle et les modules des facteurs de structure mesurés expérimentalement. Ce 

facteur est en général voisin d’une valeur de 40 % en début d’affinement pour diminuer à 

20 % voire moins en fin de cycle de construction/affinement si la résolution est suffisante. 

Le deuxième facteur Rfree est exprimé par la même relation que le facteur R à partir 

d’une petite portion (habituellement 5 %) du jeu de données complet qui n’est pas utilisée lors 

de l’affinement. Cet indicateur, dit non-biaisé, sert de garde-fou pour ne pas sur-affiner les 

données. Ainsi la qualité du modèle s’améliore lorsque que les facteurs R et Rfree diminuent 

tous deux au cours de l’affinement. 

En pratique, plusieurs cycles d’affinement/reconstruction manuelle sont nécessaires 

pour aboutir à une structure correctement affinée. Lorsque les facteurs R et Rfree ne diminuent 

plus, que le modèle est correct d’un point de vue stéréochimique et que l’affinement ne 

permet plus d’améliorer les cartes de densité, on admet que la structure est finalisée. 

VIII.3 Validation du modèle avec MOLPROBITY et PDB-

Validation server 
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La dernière étape de la résolution d’une structure est la validation de celle-ci en termes 

de stéréochimie et d’accord entre les données expérimentales et le modèle. Le programme 

MOLPROBITY (Davis et al, 2004) est implémenté dans PHENIX et permet constamment de 

surveiller le bon déroulement du processus après chaque étape de construction/affinement. Ce 

module permet notamment de vérifier les points suivants : 

 diagramme de Ramachandran pour évaluer les angles de torsion 

 rotamères préférentiels 

 clashes entre atomes voisins 

 chiralité 

 planarité 

 corrélation entre le modèle et la densité électronique 

L’ensemble des paramètres est évalué à travers un score global qui doit être le plus 

bas possible (habituellement inférieur à 2) pour une structure correctement affinée, et qui 

reflète la résolution cristallographique à laquelle les valeurs de ces paramètres seraient 

attendues (Chen et al, 2010). 

A l’issue de cette première évaluation, le modèle peut ensuite être vérifié par le 

serveur en ligne PDB-Validation Server (https://validate-rcsb-2.wwpdb.org/) qui permet 

d’évaluer la structure et les données à travers le pipeline menant au dépôt de la structure dans 

la PDB. Le cas échéant, la structure peut être modifiée avant le dépôt définitif. Le serveur de 

validation vérifie globalement les mêmes paramètres que MOLPROBITY mais s’avère 

complémentaire car il compare la structure nouvellement produite aux autres structures déjà 

déposées dans la banque, permettant par exemple de juger la qualité du modèle vis-à-vis de 

structures de résolution similaire. 

IX Bio-informatique  

IX.1 Obtention des séquences de GST et alignements  

Les différentes séquences de GST utilisées pour réaliser les études phylogénétiques 

ont été obtenues sur le site web du Joint Genome Institute (https://jgi.doe.gov/), via le module 

de recherche Mycocosm répertoriant les séquences en acides aminés de protéines fongiques. 

Les séquences sont récupérées par l’algorithme de BLAST à partir d’une séquence de GST 

correspondant à la classe étudiée. Les séquences sont filtrées suivant la valeur E (représentant 

https://validate-rcsb-2.wwpdb.org/
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la probabilité que l’alignement produit soit le fait du hasard, généralement inférieure à 10-3), 

puis manuellement suivant leur longueur, et les séquences identiques présentes en plusieurs 

exemplaires sont réduites à un seul exemplaire. Les séquences sont ensuite alignées grâce au 

logiciel d’alignement multiple MUSCLE implémenté dans le logiciel MEGA (Tamura et al, 

2013). Alternativement, les logiciels d’alignement en ligne MAFFT (Katoh et Standley, 2013) 

et PROMALS3D (Pei et Grishin, 2014) ont également été utilisés. Ces deux programmes 

présentent en effet l’avantage de permettre l’utilisation d’informations structurales pour 

contraindre l’alignement multiple. 

IX.2 Phylogénie avec MEGA 

Pour effectuer une étude de phylogénie, l’alignement multiple est soumis au logiciel 

MEGA (Tamura et al, 2013), qui permet de produire un arbre phylogénétique en choisissant 

la méthode la plus appropriée et le nombre d’itérations à effectuer pour affiner le modèle 

d’évolution. Pour l’analyse des séquences de GST, un modèle d’évolution de type Neighbor-

Joining avec au moins 1000 amorces indépendantes a été utilisé. L’arbre phylogénétique 

généré est ensuite analysé et modifié dans le logiciel MEGA. 

IX.3 Alignements de structure 

Les alignements de structure ont été réalisés grâce au module d’alignement structural 

présent dans le logiciel Chimera (Pettersen et al, 2004). Ce module permet de superposer des 

structures proches et de produire l’alignement de séquence correspondant. Le module 

d’alignement structural présent dans le logiciel Pymol (Delano Scientific) a également été 

utilisé lors des analyses de structure. 

IX.4 Docking avec GOLD 

En cas d’échec à obtenir les structures de complexes GST-ligand bien que de fortes 

présomptions de fixation existent compte tenu d’autres expériences, des calculs de docking 

ont été menés avec le logiciel GOLD (Verdonk et al, 2003). Ce logiciel utilise un algorithme 

génétique inspiré de l’évolution pour générer une collection de positions possibles du ligand 

sur une protéine dont le site de fixation est connu, puis il sélectionne les plus probables sur la 

base d’un score évaluant leur justesse. Pour les calculs de docking du GS-PAP dans le site 

actif de TvGSTX3, des contraintes de distance ont été appliquées entre les résidus du site G 
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de la protéine et la partie glutathionyle du substrat GS-PAP. Des contraintes de distance ont 

également été appliquées sur la partie phenylacetophénone, afin de maintenir une 

stéréochimie plausible en regard des structures de petites molécules similaires présentes dans 

la Cambridge Structural Databank (https://www.ccdc.cam.ac.uk/). 
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I Etude des GST Oméga de Trametes versicolor 

Ce premier chapitre rapporte les résultats obtenus sur les GSTO du champignon 

saprotrophe Trametes versicolor (TvGSTO). Tout d’abord sont exposées l’analyse 

phylogénétique ainsi que les données enzymatiques acquises par nos collaborateurs du 

laboratoire IAM en partie I.1. Les parties I.2 et I.3 visent à replacer ensemble les résultats 

structuraux ainsi que les propriétés d’interaction des TvGSTO, ces résultats étant décrits en 

détail dans deux publications données en partie I.4. Une discussion sur l’aspect structural des 

résultats obtenus est proposée en dernière partie I.5. Les implications biologiques des résultats 

acquis sont discutées dans les publications associées et seront également repris dans la partie 

« Discussion générale et Perspectives » de ce manuscrit. 

I.1 Etude phylogénétique et biochimique des GSTO de T. 

versicolor 

Le champignon dégradeur de bois Trametes versicolor possède dans son génome 46 

gènes codant pour des GST putatives. Sur la base de leurs séquences en acides aminés, ces 

GST peuvent être définies parmi les classes FuA (6 isoformes), Phi (4 isoformes), GTT (4 

isoformes), MAK16 (une isoforme), EF1Bγ (2 isoformes), Ure2p (10 isoformes formant une 

extension), Xi (3 isoformes) et Oméga (16 isoformes formant une extension). Une extension 

du nombre d’isoformes des classes Oméga et Ure2p est aussi prédite chez le champignon de 

la pourriture blanche Phanerochaete chrysosporium. Un alignement des séquences de GSTO 

de ces deux organismes suivi d’une analyse phylogénétique met en évidence la présence de 

deux groupes distincts : les GSTO de type II et les GSTO de type III (Figure 37), 

correspondant à deux sous-classes précédemment identifiées (Morel et al, 2009). Les GSTO 

de type II (2 isoformes chez T. versicolor et 3 isoformes chez P. chrysosporium) présentent 

toutes une cystéine dans la région appelée « motif catalytique » (Figure 38). Les GSTO de 

type III (14 isoformes chez T. versicolor et 4 isoformes chez P. chrysosporium) présentent 

soit une cystéine, soit une sérine dans leur motif catalytique. Chez T. versicolor, une majorité 

de ces GSTO de type III présentent une sérine dans le motif (12 isoformes). 
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Figure 37 Phylogénie des GST de la classe Oméga chez les dégradeurs de bois P. chrysosporium et T. 

versicolor 

 L’arbre phylogénétique a été réalisé avec le logiciel MEGA par la méthode ‘Neighbor-

Joining’, avec 1000 amorces indépendantes. 

Neuf isoformes de GSTO (représentatives des seize isoformes au total) provenant de 

T. versicolor (TvGSTO), parmi lesquelles une isoforme de type II et huit isoformes de type 

III, ont été choisies pour effectuer une étude biochimique et structurale. Un alignement des 

séquences protéiques des TvGSTO étudiées est montré en Figure 38. TvGSTO1S, 

TvGSTO2S, TvGSTO3S, TvGSTO4S, TvGSTO5S et TvGSTO6S sont des GSTO de type III 

présentant une sérine dans leur motif catalytique alors que TvGSTO1C et TvGSTO2C sont 

des GSTO de type III présentant une cystéine. TvGSTO3C quant à elle appartient au type II et 

présente donc une cystéine. Cette isoforme possède une extrémité N-terminale allongée de 22 

résidus par rapport aux TvGSTO de type III. Les isoformes de TvGSTO sélectionnées ont été 

clonées, purifiées et caractérisées biochimiquement. Globalement, les six TvGSTO à sérine 

catalysent des réactions GSH-transférase et peroxydase, alors que les GSTO à cystéine 

catalysent des réactions thiol-transférase et GSH-lyase (Tableau 4). Ces données 

biochimiques permettent de supposer que selon le cas, la sérine ou la cystéine du motif joue 

un rôle catalytique. Une étude structurale de ces neuf isoformes a été entreprise de manière 

systématique. 
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Figure 38 Alignement des séquences de GSTO de Trametes versicolor étudiées dans le cadre de ce 

projet 

 Les séquences de six GSTO à sérine et trois GSTO à cystéine ont été alignées avec le 

programme Promalsd3D (Pei et Grishin, 2014) en utilisant comme contrainte les structures de 

TvGSTO3S et TvGSTO3C résolues dans le cadre de ce projet. La numérotation correspond à 

la séquence de TvGSTO1S. Le motif catalytique contenant le résidu catalytique (S ou C) est 

encadré en rouge. 

 

 

 

Tableau 4 Bilan des réactions enzymatiques catalysées par les TvGSTO (communication 

personnelle, T. Perrot, IAM) 

 Les valeurs données correspondent aux efficacités catalytiques kcat/Km données en M-1.s-1. 

« ND » signifie qu’aucune activité n’a été détectée. Les formules développées des substrats 

utilisés sont données en annexe. 

 

Peroxydase Thiol-transférase GSH-lyase

Résidu 

catalytique
Isoforme CDNB Phenethyl ITC Benzyl ITC

Cumène 

hydroperoxyde
HED GS-PAP

GSTO1S (2.97 ± 0.13) E+03 (7,98 ± 0,23) E+04 (2,37 ± 0,05) E+05 (2,47 ± 0,07) E+03 ND ND

GSTO2S 276,30 ± 9,25 (4,05 ± 0,09) E+05 (2,13 ± 0,04) E+06 887,40 ± 39,44 ND ND

GSTO3S (2,97 ± 0,11) E+04 (2,53 ± 0,42) E+05 (2,72 ± 0,06) E+05 ND ND ND

GSTO4S 145,90 ± 11,42 (1,80 ± 0,04) E+04 (1,17 ± 0,03) E+05 111,20 ± 10,02 ND ND

GSTO5S 407,50 ± 14,31 (9,67 ± 0,22) E+03 (9,02 ± 0,24) E+03 331,20 ± 9,83 ND ND

GSTO6S (5,43 ± 0,18) E+03 (4,65 ± 0,15) E+05 (8,69 ± 0,49) E+05 (6,59 ± 0,20) E+03 179,50 ± 6,59 ND

GSTO1C ND ND ND ND 381,90 ± 43,76 (2,29 ± 0,13) E+04

GSTO2C ND ND ND ND (4,42 ± 0,17) E+03 (3,74 ± 0,07) E+04

GSTO3C ND ND ND ND (1,21 ± 0,04) E+04 (4,19 ± 0,13) E+04

Sérine

Cystéine

GSH-transférase

Type d'activité
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I.2 Etude structurale de neuf isoformes de TvGSTO 

La recherche des conditions de cristallisation pour l’ensemble des neuf TvGSTO 

étudiées a été entreprise. A l’issue de cette étude systématique, des cristaux ont été obtenus 

pour toutes les isoformes à l’exception de l’isoforme TvGSTO5S. Pour les huit isoformes 

cristallisées, six structures ont pu été résolues : TvGSTO1C, TvGSTO2C, TvGSTO3C, 

TvGSTO2S, TvGSTO3S et TvGSTO6S. Dans chaque cas, des cristaux conduisant à des 

données de diffraction de résolution suffisante à une étude structurale de complexe enzyme-

ligand ont éte obtenus (de 1,3 Å à 2,3 Å). Un résumé des conditions de cristallisation, des 

statistiques des données de diffraction ainsi que des affinements structuraux est donné en 

Tableau 5 et Tableau 6. Les données de diffraction collectées pour TvGSTO1S et TvGSTO4S 

avaient dans les deux cas une basse résolution (Tableau 7). Il n’a pas été possible de résoudre 

les structures correspondantes car des problèmes de macles importants ont été décelés lors du 

traitement des données. Les structures des six autres TvGSTO résolues ont été obtenues par la 

méthode du remplacement moléculaire. La structure de TvGSTO3S a été résolue à partir du 

modèle de la GST Lambda 3 de Peuplier (code PDB 4PQI) présentant 28 % d’identité de 

séquence. La démarche employée a été d’utiliser le pipeline MrBUMP (Keegan et Winn, 

2008) qui a permis d’améliorer le modèle de remplacement moléculaire initial. La structure de 

TvGSTO3S a ensuite été utilisée pour résoudre par remplacement moléculaire les structures 

des autres isoformes de TvGSTOS et celle de TvGSTO2C. Enfin, cette dernière a été utilisée 

comme modèle pour résoudre les structures de TvGSTO1C et TvGSTO3C.  
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Tableau 5 Résumé des résultats de cristallogenèse, collecte des données et affinements de structures 

pour les TvGSTO à cystéine catalytique 

 Les valeurs entre parenthèses sont données pour la couronne de résolution la plus haute. Dans 

chaque cas, l’unité asymétrique contient un dimère de GSTO. 

GSTO1C GSTO2C GSTO3C

10% PEG8000 20% PEG4000 15% PEG8000

0,1M HEPES pH 7,5 10% 2-propanol 0,2M sulfate d'ammonium

0,1M HEPES-Na pH 7,5

Méthode Diffusion de vapeur Microbatch Microbatch

Collecte

Source de rayons X BM30A BM30A ID30B

Longueur d'onde (Å) 0,98014 0,97977 0,97625

Groupe d'espace P212121 C2 C2

Paramètres de maille

a, b, c (Å) 62,7 86,4 92,1 68,9 142,2 65,4 132,5 54,3 75,2

α, β, γ (°) 90 90 116,2 90 90 94,1 90

Résolution (Å) 63,04 - 1,61 (1,64 - 1,61) 45,2 - 1,90 (1,90 - 1,95) 47,9 - 1,65 (1,69 - 1,65)

R-merge 0,070 (0,596) 0,055 (0,254) 0,034 (0,432)

Réflexions uniques 65 189 (3 134) 42 824 (3 095) 59 292 (4 551)

Complétude (%) 99,9 (97,7) 97,1 (95,1) 92,2 (96,4)

Redondance 6,8 (6,5) 3,7 (3,7) 2,6 (2,5)

I/sig(I) 15,4 (2,5) 13,3 (5,3) 14,6 (1,9)

CC1/2 1,00 (0,87) 1,00 (0,96) 1,00 (0,96)

Phasage par MR

Modèle de remplacement TvGSTO2C TvGSTO3S (6F43) TvGSTO2C

Affinement

R-work / R-free 0,19 / 0,21 (0,24 / 0,29) 0,20 / 0,26 (0,44 / 0,42) 0,21 / 0,24 (0,30 / 0,31)

RMSZ - longueurs de liaison 0,41 0,53 0,52

RMSZ - angles de liaison 0,55 0,61 0,69

Facteur B moyen (Å²) 17,6 36,8 32,14

Ramachandran

Favorable (%) 98,7 97,2 98,2

Outliers (%) 0,0 0,0 0,5

Code PDB 6HJS / /

Ligands déterminés en 

complexe
GSH

GSH, naringénine, 

oxyresvératrol
GSH

Isoforme de GSTO

Conditions de cristallisation

Aspect des cristaux
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Tableau 6 Résumé des résultats de cristallogenèse, collecte des données et affinements de structures 

pour les TvGSTO à sérine catalytique 

 Les valeurs entre parenthèses sont données pour la couronne de résolution la plus haute. Dans 

chaque cas, l’unité asymétrique contient un dimère de GSTO. 

GSTO2S GSTO3S GSTO6S

11% PEG4000 30% PEG400 25% PEG1500

0,1M HEPES-MES pH 7,0 0,1M acétate pH 4,5 0,1M MMT pH 6,5

0,05M acétate de Na 0,2M acétate de Ca

0,05M chlorure de Mg

Méthode Diffusion de vapeur Microbatch Diffusion de vapeur

Collecte

Source de rayons X BM30A BM30A ID30B

Longueur d'onde (Å) 0,97975 0,97975 0,97625

Groupe d'espace P212121 P212121 P21

Paramètres de maille

a, b, c (Å) 59,0 93,0 96,0 50,5 104,5 107,7 53,1 78,5 67,9

α, β, γ (°) 90 90 90 106,6 90

Résolution (Å) 48,02 - 2,19 (2,33 - 2,19) 47,88 - 1,35 (1,39 -1,35 ) 42,69 - 1,48 (1,52 - 1,48)

R-merge 0,104 (0,615) 0,071 (1,13) 0,039 (0,363)

Réflexions uniques 27 630 (4 309) 125 602 (9 203) 85 232 (6 051)

Complétude (%) 99,7 (98,4) 100 (99,9) 96,0 (92,7)

Redondance 7,2 (7,2) 8,2 (6,4) 2,7 (2,5)

I/sig(I) 16,5 (3,7) 16,5 (1,7) 14,5 (2,6)

CC1/2 1,00 (0,92) 1,00 (0,58) 1,00 (0,68)

Phasage par MR

Modèle de remplacement TvGSTO3S (6F43) PtGSTL3 (4PQI) TvGSTO3S (6F43)

Affinement

R-work / R-free 0,20 / 0,26 (0,27 / 0,34) 0,13 / 0,17 (0,25 / 0,31) 0,15 / 0,18 (0,27 / 0,30)

RMSZ - longueurs de liaison 0,56 0,66 0,62

RMSZ - angles de liaison 0,63 0,78 0,76

Facteur B moyen (Å²) 34,5 20,3 22,7

Ramachandran

Favorable (%) 98,3 98,3 99,0

Outliers (%) 0,2 0,0 0,0

Code PDB 6GIB 6F43 6F70

Ligands déterminés en 

complexe
oxyresvératrol

GSH, GS-DNB, GS-PAP, GS-hexyl, 

GS-PEITC, 2,4-HBP, 3,4-HBP, 

2,4,4'-HBP, 2,3,4-HBP, 

dihydrowogonine

GSH, naringénine

Aspect des cristaux

Conditions de cristallisation

Isoforme de GSTO
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Tableau 7 Résultats de cristallogenèse et collectes des données des TvGSTO1S et TvGSTO4S 

 Les valeurs entre parenthèses sont données pour la couronne de résolution la plus haute. 

Les six structures de GSTO résolues adoptent le dimère canonique des GST à l’état 

cristallin (Figure 39). Les structures des différentes isoformes sont proches, avec un RMSD 

moyen inférieur à 1,0 Å de monomère à monomère. Néanmoins, des différences sont 

retrouvées au niveau de l’hélice α9 à l’extrémité C-terminale de la chaîne polypeptidique 

(Figure 39). Cette hélice située à proximité du site actif a une longueur variable dans les six 

structures (de trois tours dans les structures de TvGSTO2S, TvGSTO3S, TvGSTO1C et 

TvGSTO2C, à 4 tours dans la structure de TvGSTO3C et jusqu’à 5 tours dans la structure de 

TvGSTO6S). De plus, au sein d’une même isoforme il peut y avoir des différences au niveau 

de cette région : dans la structure de TvGSTO3C, cette extrémité C-terminale est repliée en 

hélice α9 dans le monomère A alors que dans le monomère B elle est désordonnée. L’analyse 

de l’empilement cristallin permet d’expliquer ces différences. De façon intéressante, la 

variabilité de l’extrémité C-terminale intra- et inter-isoformes a déjà été notée pour les GST 

Lambda du peuplier et les GST Oméga humaines (Lallement et al, 2014). Concernant les 

TvGSTO, un premier examen global des dimères suggère des différences subtiles entre la 

TvGSTO3C de type II et les cinq TvGSTO de type III. 

GSTO1S GSTO4S

18% PEG8000 20% PEG3000

0,1M cacodylate de Na pH 6,5 0,1M Tris pH 7,0

0,2M acétate de Ca 0,2M acétate de Ca

30% 1,5 diamino pentane Di-HCl

Méthode Microbatch Microbatch

Collecte

Source de rayons X BM30A ID30B

Longueur d'onde (Å) 0,97978 0,97625

Groupe d'espace P64 P3

Paramètres de maille

a, b, c (Å) 173,1 173,1 165,5 155,8 155,8 57,1

α, β, γ (°) 90 90 120 90 90 120

Résolution (Å) 47,8 - 6,0 (6,7 - 6,0) 46,0 - 2,80 (2,94 - 2,80)

R-merge 0,105 (1,072) 0,104 (0,321)

Réflexions uniques 7 150 (2001) 34 882 (4 521)

Complétude (%) 99,6 (99,3) 91,5 (89,2)

Redondance 11,0 (11,3) 2,2 (2,1)

I/sig(I) 17,6 (2,5) 4,6 (1,7)

Conditions de cristallisation

Isoforme de GSTO

Aspect des cristaux
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GSTO1C 

 

GSTO2S 

 

GSTO2C 

 

GSTO3S 

 

GSTO3C 

 

GSTO6S 

Figure 39 Vue globale des structures des six isoformes de TvGSTO résolues lors de ce projet 

 Les dimères sont représentés vus de profil, avec le domaine N-terminal en cyan et le domaine 

C-terminal en violet. L’hélice α9, de taille et position variable entre les structures, ainsi que 

l’extrémité C-terminale sont colorées en rouge. L’extrémité N-terminale ainsi que l’hélice α0 

présentes chez TvGSTO3C sont colorées en bleu. Le glutathion est coloré en vert.  
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 Différences structurales entre les TvGSTO de type II et les TvGSTO de type III 

La comparaison de la structure de TvGSTO3C (isoforme de type II) aux cinq autres 

structures (isoformes de type III) a permis de définir les différences structurales entre ces 

deux sous-classes (Figure 40) précédemment distinguées sur une base phylogénétique. La 

première différence est située en N-terminal de la structure de TvGSTO3C, dans laquelle une 

hélice supplémentaire appelée α0 est retrouvée. Cette hélice, absente des TvGSTO de type III, 

borde le côté extérieur du monomère et joint les domaines thiorédoxine et tout hélice. La 

deuxième différence est une insertion de 15 résidus entre les brins β3 et β4 dans les structures 

de TvGSTO de type III (TvGSTO2S, TvGSTO3S, TvGSTO6S, TvGSTO1C et TvGSTO2C). 

Cette insertion se rabat sur le feuillet β et est absente de la structure de TvGSTO3C où seul un 

coude de trois résidus est retrouvé entre les deux brins. La troisième différence est située à 

l’extrémité N-terminale de l’hélice α5 de TvGSTO3C, allongée de deux tours d’hélice par 

rapport à l’hélice équivalente chez les TvGSTO de type III. Une dernière différence 

structurale est observée pour ce dernier type, qui présente une hélice supplémentaire α6’ à la 

suite de l’hélice α6, absente dans TvGSTO3C. 
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Figure 40 Différences structurales entre les GSTO de type II et les GSTO de type III, en prenant 

l’exemple des structures de TvGSTO3C (type II, haut) et TvGSTO2C (type III, bas) 

 Le domaine N-terminal et le domaine C-terminal sont colorés en cyan et violet, 

respectivement. Les spécificités structurales propres à chaque type sont colorées : pour 

TvGSTO3C (type II), l’hélice α0 et l’extension de l’hélice α5 sont colorées en bleu foncé et 

bleu clair, respectivement ; pour TvGSTO2C (type III) l’insertion entre les brins β3 et β4, et 

l’hélice α6’ sont colorées en orange et olive, respectivement. L’hélice α9, de position différente 

entre les deux types, est colorée en rouge et les résidus participant à la stabilisation du 

glutathion dans TvGSTO3C sont représentés en bâtonnets (R238 et Q242).  
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 Site de liaison du glutathion 

Les structures des trois TvGSTOC présentent un résidu cystéine en début d’hélice α1, 

dont l’atome de soufre gamma (Sγ) est systématiquement en pont disulfure avec l’atome Sγ 

du tripeptide glutathion. A la même position dans la chaîne polypeptidique, les structures des 

trois TvGSTOS natives présentent un résidu sérine pouvant être en liaison hydrogène avec le 

soufre du glutathion, lorsque celui-ci est présent dans la protéine native (TvGSTO6S) ou 

ajouté lors de la cristallisation, dans le cas de TvGSTO3S notamment (Figure 41). Les 

structures confirment ainsi le rôle catalytique présumé du résidu sérine ou cystéine retrouvé à 

cette position dans les TvGSTO. L’analyse structurale des sites actifs des six TvGSTO a mis 

en évidence leur site de reconnaissance du glutathion (site G). Celui-ci est conservé avec les 

chaînes latérales des résidus E80 et S81 stabilisant la partie γ-glutamyle du glutathion, la 

chaîne principale de V56 (I56 pour TvGSTO3S) interagissant avec la chaîne principale de la 

cystéine du glutathion, et une interaction électrostatique entre un résidu chargé positivement 

porté soit par la boucle β2-α2 (TvGSTO1C, TvGSTO2C, TvGSTO3C, TvGSTO6S), soit par 

la boucle α2-β3 (TvGSTO3S), et le groupement carboxy terminal du glutathion. A noter que 

dans le cas de l’isoforme TvGSTO3C, des interactions supplémentaires ont été observées 

avec les chaînes latérales des résidus R238 et Q242 provenant de l’hélice α9 au monomère B. 

 

Figure 41 Sites de reconnaissance du glutathion (sites G) dans les GSTO à cystéine (gauche, 

TvGSTO2C) et dans les GSTO à sérine (TvGSTO3S, droite) 

 Dans le cas des GSTO à cystéine, le soufre du glutathion est lié covalemment au soufre de la 

cystéine catalytique (distance de 2,2 Å entre les deux atomes de soufre). Dans le cas des GSTO 

à sérine, le glutathion est lié non covalemment par liaison hydrogène avec l’hydroxyle de la 

sérine catalytique (distance de 3,2 Å entre l’atome Sγ et l’atome Oγ). Les interactions polaires 

sont représentées en pointillés. Le domaine N-terminal est coloré en cyan, le domaine C-

terminal est coloré en violet. Le glutathion est coloré en vert. 
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 Ligands de cristallisation 

Dans la structure de TvGSTO1C, une molécule de tampon HEPES a été identifiée et 

modélisée dans la densité électronique à proximité de la cystéine catalytique C13 en pont 

disulfure avec le glutathion (Figure 42). Cette molécule interagit avec la chaîne latérale de 

R229 portée par l’hélice α9, interagissant par liaison électrostatique via son groupement 

sulfonate. Cette molécule d’HEPES pourrait mimer la deuxième molécule de glutathion 

(GSH2) nécessaire à la régénération des GSTO à cystéine catalytique. L’atome Sγ du GSH2 

pourrait être activé par catalyse électrostatique par R229. GSH2 ainsi déprotoné pourrait alors 

réaliser l’attaque nucléophile de l’atome Sγ du premier GSH lié à la cystéine, aboutissant à la 

formation de glutathion oxydé (GSSG) et à la régénération de la GSTO. Un rôle similaire 

pour un résidu arginine a été relevé pour un mutant de la GST Mu humaine (Patskovsky et al, 

2000). A noter que ce résidu arginine positionné en hélice α9 est conservé dans TvGSTO2C et 

TvGSTO3C, appuyant son rôle potentiel dans la catalyse des TvGSTO à cystéine. 

 

Figure 42 Structure de TvGSTO1C en complexe covalent avec le glutathion et liant une molécule de 

tampon HEPES dans son site actif 

 Le groupement sulfonate de la molécule d’HEPES est retrouvé à proximité du soufre du 

glutathion (3,0 Å), mimant ainsi la deuxième molécule de GSH intervenant dans la 

régénération de TvGSTO1C glutathionylée. La chaîne latérale de R229, retrouvée à proximité 

du groupement sulfonate de l’HEPES, interviendrait dans l’activation de cette molécule de 

GSH par catalyse électrostatique en déprotonant la cystéine du GSH. 

Dans la structure de TvGSTO3S, deux molécules de glycérol ont été identifiées et 

modélisées dans la densité électronique, au niveau de la base du dimère et proche de son axe 

de symétrie (Figure 43). Ces molécules sont fixées lors de l’étape de cryo-protection des 

cristaux avant congélation. Chaque monomère porte une molécule de glycérol, ces molécules 

étant stabilisées par les chaines latérales des résidus R105 et D90. De manière intéressante, un 
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site de fixation de localisation similaire a été relevé pour la GST Phi 2 d’Arabidopsis thaliana 

(AtGSTF2) en complexe avec la quercétine (Ahmad et al, 2017). 

 

Figure 43 Structure de TvGSTO3S native liant deux molécules de glycérol à proximité de l’axe 2 du 

dimère 

 La carte de densité électronique montrée est une carte 2Fo-Fc contourée à 1,0 σ. A proximité 

des molécules de glycérol sont retrouvées les chaînes latérales des résidus R105A,B et 

D90A,B. 

 

 Ligand inconnu 

Dans la structure de TvGSTO3S obtenue à 1,35 Å de résolution, les cartes de densité 

électronique de type 2Fo-Fc et Fo-Fc ont révélé la présence d’une petite molécule organique 

non identifiée probablement fixée lors de la surexpression chez E. coli ou lors des étapes de 

purification (Figure 44). Cette molécule est stabilisée au niveau du site hydrophobe de 

TvGSTO3S, qui sera détaillé dans la partie « Ligands de type dérivés du glutathion » p. 119 

de ce manuscrit. Son identification par spectrométrie de masse a échoué. Une raison pourrait 

être une concentration insuffisante de la molécule. Alternativement, une identification basée 

sur la densité électronique a été tentée par le programme phenix.ligand_identification compte 

tenu de la résolution. Ce programme place dans la densité et affine successivement les 

coordonnées de chaque molécule d’une banque constituée de 180 ligands de protéine les plus 

fréquents (Terwilliger et al, 2007). Malgré tout, aucun ligand potentiel n’a clairement été 

identifié par cette méthode et d’autres approches seront nécessaires pour identifier 

précisément cette molécule. 
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Figure 44 Densité électronique correspondant à une molécule non identifiée au niveau du site H de 

TvGSTO3S 

 La carte de densité électronique montrée est une carte 2Fo-Fc contourée à 1,5 σ. Bien 

qu’aucune méthode d’identification par spectrométrie de masse ou basée sur la densité n’ait été 

fructueuse, le ligand est probablement une petite molécule organique. 

 

I.3 Etude structurale des complexes GST-ligands issus du 

criblage 

Les structures des formes apo ayant été déterminées pour trois TvGSTO à sérine et 

trois TvGSTO à cystéine, la suite du projet a consisté à identifier des ligands potentiels des 

différentes isoformes ainsi que leurs modes de fixation respectifs. Dans un premier temps, 

notre étude structurale s’est focalisée sur l’isoforme TvGSTO3S dont les cristaux ont été les 

premiers obtenus. Le trempage des cristaux avec des dérivés glutathionylés, puis la co-

cristallisation avec les hydroxy-benzophénones identifiées par les expériences de TSA ont 

permis d’effectuer une caractérisation approfondie du site de liaison hydrophobe de cette 

isoforme. Dans un second temps, les polyphénols végétaux (stilbènes et flavonoïdes) 

identifiés par TSA ont été étudiés par cristallographie sur les trois isoformes résolues de 

TvGSTO à sérine, puis également sur l’isoforme TvGSTO2C. Pour chaque ligand identifié ou 

étudié, la valeur du TSA et/ou de l’inhibition enzymatique mesurée est donnée afin d’évaluer 

la stabilité du complexe formé. 
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I.3.a. Ligands de type « dérivés du glutathion » 

Dans un premier temps, nos efforts se sont portés sur la caractérisation du site actif et 

notamment du site hydrophobe de l’isoforme TvGSTO3S. L’utilisation de dérivés 

glutathionylés avait permis précédemment d’identifier le site hydrophobe dans d’autres 

structures de GST, selon la littérature (Reinemer et al, 1991 ; Ji et al, 1999). Pour notre étude, 

deux types de dérivés glutathionylés ont été utilisés. D’une part, des analogues du glutathion 

ont été testés : le GS-hexane qui est un inhibiteur commun à toutes les classes de GST, et le 

GS-phenylacétophénone (GS-PAP) qui est un substrat dans le cas des GSTO à cystéine 

(Meux et al, 2013). D’autre part, des produits de conjugaison du glutathion ont aussi été 

utilisés : le GS-dinitrobenzène (GS-DNB) et le GS-phenethyl-isothiocyanate (GS-PEITC) qui 

sont les produits de conjugaison du glutathion respectivement avec le chlorodinitrobenzène 

(CDNB) et le phenethyl-isothiocyanate (PEITC). Ces quatre molécules solubilisées dans du 

tampon Tris-EDTA ont été diffusées à une concentration de 10 mM (0,5 mM pour le GS-

PAP) dans la goutte contenant les cristaux de la forme apo de TvGSTO3S. Après collecte des 

données, la résolution de chaque structure et l’examen des cartes de densité électronique ont 

révélé la présence d’un ligand au site actif pour les quatre dérivés testés. 

 GS-PAP, GS-hexane et GS-DNB 

Pour ces trois dérivés, le groupement glutathionyle se fixe au site de reconnaissance 

du glutathion précédemment identifié à partir de GSH libre (Figure 45). Les groupements 

hydrophobes hexyl et phenylacétophénone se logent dans une cavité hydrophobe portée par le 

domaine C-terminal, à proximité du site G. Ce site peut être défini comme le site hydrophobe 

(site H) de TvGSTO3S, formé par les chaînes latérales de F128 (hélice α4), F168 et Y175 

(hélice α6), ainsi que par les résidus R124 (hélice α4) et Y17 (hélice α1) à l’entrée du site. Ce 

site, particulièrement large, est capable d’accueillir deux molécules de GS-hexane (Figure 45) 

et est parfaitement adapté à la stabilisation des deux cycles aromatiques du groupement PAP, 

comme en témoigne également la forte valeur de TSA mesurée (plus de 19 °C). Pour ces deux 

dérivés, le ligand inconnu précédemment évoqué n’est plus présent au site H de TvGSTO3S, 

probablement déplacé lors de la fixation des dérivés du glutathion. Dans le cas du GS-DNB, 

le groupement dinitrobenzène n’est pas stabilisé à l’intérieur de cette poche mais demeure à 

l’entrée du site H, stabilisé par la chaîne latérale de R124 et en interaction de stacking π-π 

avec le cycle phényle de F128. 
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 GS-PEITC 

Le dernier dérivé étudié adopte un mode de liaison clairement différent. En effet, le 

GS-PEITC a la partie carboxy terminale de son groupement glutathionyle orientée vers la 

cavité hydrophobe et stabilisée par la chaîne latérale du résidu S15 (Figure 45). En 

conséquence, l’atome Sγ du groupement glutathionyle n’est plus à proximité de S15 comme 

pour les autres dérivés et le GSH libre, mais orienté vers le domaine thiorédoxine. Le 

groupement PEITC est stabilisé au niveau d’un nouveau site de liaison offert par les chaînes 

latérales des résidus hydrophobes V37, M43 et F47 portés par la boucle β2-α2, changeant de 

conformation lors de la fixation. Ainsi, ce produit de conjugaison du glutathion adopte un 

mode de fixation différent de celui des analogues du glutathion (GS-hexane et GS-PAP) ou de 

celui du GS-DNB, se logeant tous au site H. Par ailleurs, la comparaison avec les structures 

des complexes des GST Alpha et Pi humaines avec le même dérivé suggère également un 

mode de fixation différent. Pour ces GST, le dérivé adopte plutôt une conformation telle que 

le groupement PEITC est stabilisé au niveau du site H porté par le domaine hélice (Kumari et 

al, 2016). Ces résultats pourraient suggérer un mode de fixation différent dans le cas de 

substrats de type isothiocyanates par TvGSTO3S et il est intéressant de rappeler que les 

isothiocyanates sont des composés pouvant présenter des propriétés anti-fongiques (Sellam et 

al, 2007). 
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Figure 45 Structures des complexes « TvGSTO3S-dérivés glutathionylés » déterminés par trempage 

des cristaux de la forme apo 

 Haut : complexes de TvGSTO3S avec les analogues du glutathion GS-PAP (gauche) et GS-

hexyl (droite). La valeur de TSA mesurée à partir de 80 µM de ligand est donnée. Bas : 

complexes avec les produits de réaction de conjugaison GS-DNB (gauche) et GS-PEITC 

(droite). Les interactions polaires sont représentées en pointillés. Pour raison de clarté, les 

interactions avec le groupement glutathion (cf Figure 41) ne sont pas représentées. Sont 

indiquées sous les structures concernées, les structures topologiques des analogues, ou les 

réactions de conjugaison impliquées dans la formation des produits identifiés dans la structure. 
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I.3.b. Ligands aromatiques 

Pour la suite de l’étude, une stratégie de criblage par TSA a été mise en place en 

collaboration avec Eric Gelhaye et Thomas Perrot du laboratoire IAM (détaillée dans la 

publication « Schwartz et al, 2018 », Scientific Reports, p.130). Brièvement, la stratégie 

employée a été d’utiliser d’une part une librairie constituée de molécules connues pour leur 

réactivité avec les GST et d’autre part une librairie d’extraits de bois de forêts tempérées et 

tropicales. Les deux approches ont permis d’identifier globalement et indépendamment les 

polyphénols. A partir de la librairie de molécules chimiques ont été identifiées les 

hydroxybenzophénones et les flavonoïdes. De la librairie d’extraits de bois ont été identifiées 

précisément la dihydrowogonine (un flavonoïde issu du merisier Prunus avium) et 

l’oxyresvératrol (un stilbène issu de la bagasse guyanaise Bagassa guianensis). La 

caractérisation structurale de plusieurs complexes a ensuite été effectuée pour les isoformes 

présentant les propriétés d’interaction les plus prometteuses sur la base du TSA (TvGSTO2S, 

TvGSTO3S, TvGSTO6S et TvGSTO2C). Dans la plupart des cas où des structures de 

complexe ont été obtenues, les propriétés inhibitrices des molécules ont été étudiées. Ainsi, 21 

essais de cristallisation de complexes ont été réalisés, parmi lesquels 9 ont aboutis à la 

structure d’un complexe. 

i) Hydroxybenzophénones 

La famille des hydroxybenzophénones (HBP) est celle qui s’est révélée la plus 

intéressante en TSA en particulier pour l’isoforme TvGSTO3S. Ces molécules sont 

composées de deux cycles benzéniques liés par un groupement cétone central (Figure 46). Un 

cycle ou les deux peuvent être hydroxylés. Alors que la benzophénone sans hydroxylation n’a 

aucune propriété stabilisatrice envers TvGSTO3S, les HBP présentant les meilleures 

propriétés stabilisatrices sont celles substituées sur un seul des deux cycles, ou sur les deux, 

avec une seule hydroxylation en position para sur le deuxième cycle substitué. Des structures 

cristallographiques en complexe avec TvGSTO3S ont été obtenues pour les quatre HBP (2,4-

HBP, 2,3,4-HBP, 3,4-HBP et 2,4,4’-HBP) présentant les meilleurs déplacements de 

température de demi-dénaturation (∆Tm). Ainsi leur activité inhibitrice de la réaction GSH-

transférase sur le PEITC a été évaluée afin d’estimer leur affinité pour TvGSTO3S.  
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Figure 46 Structures des complexes « TvGSTO3S-hydroxy-benzophénones » déterminées par co-

cristallisation 

 Les sites de fixation entre TvGSTO3S et les différentes hydroxybenzophénones identifiées par 

TSA sont montrés. La valeur de TSA mesurée à partir de 100 µM de ligand est donnée. La 

constante d’inhibition Ki correspond à l’inhibition mesurée pour la réaction GSH-transférase 

sur le substrat PEITC. Les interactions polaires sont représentées en pointillés. 
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Les HBP se fixent au niveau de la cavité abritant le site hydrophobe (Figure 46) 

précédemment identifié avec les dérivés glutathionylés. Alors que le cycle non substitué se 

loge au fond de cette poche hydrophobe dans le cas des 2,4-HBP, 2,3,4-HBP et 3,4-HBP, le 

cycle substitué est retrouvé à l’entrée du site, stabilisé par les chaînes latérales de Y17 et 

R124. La cétone centrale établit une liaison hydrogène avec une molécule d’eau 

cristallographique stabilisée par Y175. Dans le cas du complexe TvGSTO3S-2,4,4’-HBP, 

cette dernière molécule adopte une conformation différente. En effet, le cycle portant une 

hydroxylation en position para (4’) est stabilisé au fond de la poche par l’oxygène de la chaîne 

principale de F168. Aucune liaison hydrogène n’est retrouvée avec le cycle à l’entrée du site 

H suggérant une stabilisation moins optimale, en accord avec une constante d’inhibition 

légèrement inférieure à celles des trois autres HBP (voir publication « Schwartz et al, 2018 », 

Scientific Reports, p.130). Concernant la 2,2’,4,4’-HBP portant deux groupements hydroxyles 

sur chacun de ses deux cycles, aucun complexe n’a pu être obtenu, en accord avec une 

absence de TSA significatif avec cette molécule. 

ii) Flavonoïdes et stilbènes 

Le criblage de la librairie de flavonoïdes et stilbènes par TSA a mis en évidence que 

chaque isoforme possède un profil spécifique d’interaction (voir Tableau 8 et publications en 

partie I.4). Alors que l’isoforme TvGSTO6S interagirait avec la majorité des flavonoïdes 

testés, l’isoforme TvGSTO2S présente des interactions potentielles avec quelques flavonoïdes 

mais également avec le stilbène oxyresvératrol (Tableau 8). De plus, un extrait partiellement 

purifié de bois de merisier, co-cristallisé avec l’isoforme TvGSTO3S, a permis l’identification 

d’un flavonoïde par cristallographie d’affinité, la dihydrowogonine. Les différents 

polyphénols identifiés peuvent être séparés en deux catégories. Alors que certains se fixent 

aux sites hydrophobes (sites H) des GSTO (Figure 47), d’autres se fixent à un site de liaison 

présent à l’interface dimérique, appelé site ligandine (site L, Figure 48). Dans le cas de 

l’oxyresvératrol, deux configurations de la molécule sont présentes dans la structure, et 

interagissent au niveau de sites distincts. L’ensemble des résultats de TSA, des données 

structurales et d’inhibition enzymatique à partir des isoformes de structure résolue est résumé 

dans le Tableau 8. Dans les deux paragraphes qui suivent sont détaillés successivement les 

deux modes de fixation mis en évidence (site H puis site L). 
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Tableau 8 Bilan des résultats de criblage de la banque de flavonoïdes et stilbènes végétaux à partir 

des TvGSTO de structure résolue 

 Pour chaque ligand, les résultats issus des expériences de stabilisation thermique (TSA, 

différence de température en °C), diffraction des rayons X (XRD, présence d’un ligand 

identifié dans le site L ou H de la GSTO) et inhibition enzymatique (Ki, valeur de la constante 

en µM) sont donnés. ND signifie qu’aucune interaction avec le ligand n’a été détectée. Les 

cases rayées correspondent aux expériences non testées. La valeur de TSA mesurée à partir de 

100 µM de ligand est donnée. La constante d’inhibition Ki correspond à l’inhibition mesurée 

pour la réaction GSH-transférase sur le substrat PEITC. *Pour la dihydrowogonine, les tests 

ont été effectués à partir de la fraction purifiée de l’extrait de merisier ayant conduit à 

l’identification du flavonoïde. Tous les cristaux de complexes ont été préparés par la méthode 

du trempage à sec, à l’exception des complexes avec l’isoforme TvGSTO3S réalisés par co-

cristallisation. 

 

 

 

Ligand

TSA XRD Ki TSA XRD Ki TSA XRD Ki TSA XRD Ki

3,13 ✔HL 3,8 1,17 ND ND 0,77 ND 0,70 ✔H

TSA XRD Ki TSA XRD Ki TSA XRD Ki TSA XRD Ki

ND 1,81 5,03 ND 0,96

TSA XRD Ki TSA XRD Ki TSA XRD Ki TSA XRD Ki

ND ND 2,51 0,81

TSA XRD Ki TSA XRD Ki TSA XRD Ki TSA XRD Ki

ND ND ND ND ND 1,92 ✔L ND 1,76 ✔L ND

TSA XRD Ki TSA XRD Ki TSA XRD Ki TSA XRD Ki

4,44 4,40 ND 2,9 2,78 ND -0,06

TSA XRD Ki TSA XRD Ki TSA XRD Ki TSA XRD Ki

3,45 2,41 ND 5,85 ND 0,27

TSA XRD Ki TSA XRD Ki TSA XRD Ki TSA XRD Ki

ND ND ND ND 0,47 ND

TSA XRD Ki TSA XRD Ki TSA XRD Ki TSA XRD Ki

6,31 2,63 ND 5,72 0,32

TSA XRD Ki TSA XRD Ki TSA XRD Ki TSA XRD Ki

8,00 4,80 ✔H 5,50

TSA XRD Ki TSA XRD Ki TSA XRD Ki TSA XRD Ki

1,95 1,47 0,94 -0,23

TSA XRD Ki TSA XRD Ki TSA XRD Ki TSA XRD Ki

2,49 0,48 ND ND 1,17 ND 0,09 ND

catéchine

quercétine

dihydrowogonine*

wogonoside

pinocembrine

chrysine

Isoforme

GSTO2S GSTO3S GSTO6S GSTO2C

oxyresvératrol

baicaléine

scutellaréine

naringénine

wogonine
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 Liaison au site H 

Trois structures d’isoformes de TvGSTO ont été résolues avec des polyphénols 

présents aux sites H : TvGSTO2C et TvGSTO2S en complexe avec le trans-oxyresvératrol, et 

TvGSTO3S en complexe avec la dihydrowogonine isolée d’un extrait de merisier (Figure 47). 

Les modes de fixation du trans-oxyresvératrol adoptés par TvGSTO2C et TvGSTO2S sont 

différents. Alors que TvGSTO2C stabilise l’oxyresvératrol par des interactions impliquant des 

résidus venant du domaine thiorédoxine (Q140) et du domaine hélice (H124) chevauchant 

ainsi les deux sites G et H, TvGSTO2S stabilise le polyphénol dans une fente hydrophobe 

présente dans le domaine tout hélice (impliquant les chaînes latérales d’Y174 et D121 

notamment). Dans les structures des deux isoformes, le trans-oxyresvératrol est retrouvé à 

proximité du résidu catalytique (C13 pour TvGSTO2C et S15 pour TvGSTO2S). En 

particulier pour TvGSTO2C, les carbones de la liaison double centrale sont retrouvés à moins 

de 4,0 Å du soufre du glutathion, questionnant un rôle catalytique hypothétique. Une telle 

proximité pourrait également être retrouvée dans le cas de TvGSTO2S en complexe avec 

l’oxyresvératrol si le glutathion était présent au site G. La structure de TvGSTO3S en 

complexe avec la dihydrowogonine révèle la fixation de cette molécule dans le site H 

précédemment décrit à partir des complexes avec les HBP et les dérivés glutathionylés. La 

large cavité hydrophobe de TvGSTO3S permet au phényle non substitué d’être stabilisé au 

fond de la poche, alors que le noyau chromanone est stabilisé à l’entrée du site avec des 

liaisons hydrogènes impliquant les résidus R124 et Y175, similairement aux HBP. 
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Figure 47 Structures des complexes de TvGSTO avec les polyphénols végétaux identifiés au site H 

 Les sites de fixation hydrophobes entre les TvGSTO et les différents polyphénols identifiés par 

TSA sont montrés. La valeur de TSA mesurée à partir de 100 µM de ligand est donnée. La 

constante d’inhibition Ki correspond à l’inhibition mesurée pour la réaction GSH-transférase 

sur le substrat PEITC. Les interactions polaires sont représentées en pointillés. *Pour la 

dihydrowogonine, les tests ont été effectués à partir de la fraction purifiée de l’extrait de 

merisier ayant conduit à l’identification du flavonoïde.  
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 Liaison au site L 

Trois structures d’isoformes de TvGSTO ont été résolues avec des polyphénols 

présents aux sites L : TvGSTO2C et TvGSTO6S en complexe avec la naringénine et 

TvGSTO2S en complexe avec le cis-oxyresvératrol (Figure 48). Le site L est un site de 

fixation présent à l’interface entre les deux monomères, entre les hélices α3 et α4 des deux 

monomères ce qui constitue un site délimité par quatre hélices. La base du site est formée par 

deux résidus acides de l’hélice α3 et deux arginines de l’hélice α4 formant un réseau de ponts 

salins (soit huit résidus, E86A,B, D90A,B, R105A,B et R109A,B dans TvGSTO2C). Dans le 

cas des structures des complexes de TvGSTO2C et de TvGSTO6S avec la naringénine, ces 

sites sont capables d’accueillir deux molécules de naringénine simultanément. Ces sites sont 

sélectifs pour le stéréoisomère R présent dans le mélange racémique utilisé lors du trempage. 

Dans chaque cas, la GSTO interagit via liaison hydrogène par la chaîne latérale d’un 

glutamate (E86 pour TvGSTO2C, E88 pour TvGSTO6S) avec un groupement hydroxyle du 

noyau chromanone au fond de la poche. Les autres interactions sont essentiellement de nature 

hydrophobe. Dans les deux isoformes, les deux molécules de naringénine adoptent des 

conformations voisines. A noter aussi que la proximité des deux molécules dans le site 

favorise leur stabilisation. Un calcul par DFT* de l’énergie d’interaction entre les deux 

molécules confirme en effet cette interaction favorable dans le cas de TvGSTO6S (-13,4 

kcal/mol). Des différences sont retrouvées entre les résidus constituant l’entrée du site L 

(S116/GSTO2C contre E118/GSTO6S, D113/GSTO2C contre T115/GSTO6S), expliquant les 

légères variations dans les modes de liaisons entre chaque isoforme. La structure du complexe 

TvGSTO2S-oxyresvératrol a révélé la présence du trans-oxyresvératrol au site H mais 

également du cis-oxyresvératrol au site L, provenant probablement de la photoisomérisation 

de l’isomère trans à la lumière (Maafi et Al-Qarni, 2018). Le cis-oxyresvératrol interagit au 

site L avec les chaînes latérales des résidus E86 et N117 portées par les deux monomères. Le 

site L de TvGSTO2S présente une architecture similaire aux sites L de TvGSTO2C et 

TvGSTO6S, suggérant une conservation de ce site au sein des GSTO. 

 

                                                 

 

*« DFT :’Density Functional Theory’. Il s’agit d’une méthode de calcul quantique pour étudier des 

densités électroniques. Le but ici était de confirmer la présence simultanée des deux molécules de naringénine 

sur l’axe 2 du dimère, en validant leur possibilité d’interactions simultanées. Réalisé par E. Aubert, CRM2 »  
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Figure 48 Structures des complexes de TvGSTO avec les polyphénols végétaux identifiés au site L 

 Les sites de fixation ligandine entre les TvGSTO et les différents polyphénols identifiés par 

TSA sont montrés. La valeur de TSA mesurée à partir de 100 µM de ligand est donnée. Les 

interactions polaires sont représentées en pointillés. La configuration cis de l’oxyresveratrol 

dans la structure de TvGSTO2S a été obtenue par photo-isomérisation probable de la forme 

trans lors du séchage du ligand avant trempage des cristaux; aussi, aucune expérience de TSA 

n’a été réalisée à partir de cette forme. 
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I.4 Publications associées au projet de criblage de ligands 

des TvGSTO  

I.4.a. Publication n°1 : Identification des hydroxybenzophénones et des 

flavonoïdes comme ligands des isoformes TvGSTO3S et 

TvGSTO6S 

i) Résumé 

Les champignons de pourriture du bois ont des systèmes complexes de détoxication 

qui leur permettent de faire face aux métabolites secondaires produits par les plantes. Bien 

que le nombre de gènes codant pour les glutathion transférases soit particulièrement élevé 

dans les champignons lignolytiques, peu d’information sont disponibles sur leurs molécules 

cibles. Dans cette étude, en combinant des approches biochimique, enzymatique et 

structurale, les interactions entre des polyphénols et six glutathion transférases du 

champignon Trametes versicolor ont été mises en évidence. Deux isoformes, appelées 

TvGSTO3S et TvGSTO6S, ont été plus amplement étudiées au niveau structural. En plus du 

site de fixation du glutathion (site G), chaque isoforme présente deux sites distincts de 

fixation pour les ligands aromatiques. Le site L est un site étroit et situé à l'interface du dimère 

et le site H est hydrophobe et particulièrement profond. Dans TvGSTO3S, ce dernier semble 

optimisé pour la fixation des ligands aromatiques tels que les hydroxybenzophénones. La 

cristallographie d'affinité a révélé que ce site H retient le flavonoïde dihydrowogonine d'un 

extrait de merisier sauvage partiellement purifié. En outre, TvGSTO6S lie deux molécules du 

flavonoïde naringénine dans le site L. Ces données suggèrent que les isoformes de TvGSTO 

pourraient interagir avec les polyphénols végétaux libérés lors de la dégradation du bois. 

 

ii) Publication 
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I.4.b. Publication n°2 : Identification de molécules issues d’extraits de 

bois exotiques comme ligands de l’isoforme TvGSTO2S 

i) Résumé 

La durabilité naturelle du bois est liée à sa composition chimique et, en particulier, à 

la présence de métabolites appelés extractibles qui possèdent souvent une réactivité chimique. 

Pour faire face à ces composés, les dégradeurs de bois ont mis au point des systèmes de 

détoxication qui impliquent généralement des familles d'enzymes. Parmi ces enzymes, les 

glutathion transférases (GST) sont impliquées dans la diminution de la réactivité des 

composés toxiques. Dans cette étude, nous avons testé l'hypothèse selon laquelle les systèmes 

de détoxication des champignons dégradeurs du bois pourraient être des indicateurs de la 

réactivité chimique d'extraits de bois. Cette approche a été évaluée à partir de trente-deux 

extraits de bois provenant d'espèces originaires de Guyane française, en testant leur capacité 

antimicrobienne, leurs propriétés antioxydantes et leur réactivité vis-à-vis de six GST du 

champignon de la pourriture blanche Trametes versicolor. D'après les données obtenues, il 

existe une corrélation significative entre d’une part les propriétés antimicrobiennes et les 

propriétés antioxydantes des extraits de bois testés et d’autre part leur interaction avec les 

GST. De plus, l'analyse chimique de l'un des extraits les plus réactifs (extrait acétonique de 

bagasse Bagassa guianensis) a démontré la présence d'un composé majeur dans cet extrait, 

l'oxyresvératrol. Nous avons pu co-cristalliser une GST (TvGSTO2S) avec ce composé 

intéressant d’un point de vue commercial. L’ensemble des données présentées confirment 

l'hypothèse que les enzymes de détoxification pourraient être utilisées pour identifier la 

présence de molécules d'intérêt industriel dans les extraits de bois. 

 

ii) Publication 
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I.5 Comparaison structurale des sites de reconnaissance 

des polyphénols chez les TvGSTO 

Cette partie dresse un bilan des différents résultats obtenus sur les TvGSTO et 

compare les différents sites de reconnaissance identifiés à partir des structures de complexes 

afin de dégager les points communs et les différences entre les isoformes étudiées. Au cours 

de ce projet, la famille des glutathion transférases Oméga retrouvées chez le dégradeur de bois 

Trametes versicolor a été décrite au niveau biochimique et structural. A partir des neuf 

isoformes de TvGSTO caractérisées, nos collaborateurs ont montré que les six isoformes de 

GSTO à sérine catalysent principalement des réactions GSH-transférase alors que les trois 

GSTO à cystéine catalysent des réactions GSH-lyase. Les structures cristallographiques de 

trois isoformes de TvGSTOS (TvGSTO2S, TvGSTO3S et TvGSTO6S) et des trois isoformes 

de TvGSTOC (TvGSTO1C, TvGSTO2C et TvGSTO3C) ont été résolues. L’analyse 

structurale a mis en évidence les spécificités structurales différenciant TvGSTO3C 

appartenant au type II des autres GSTO appartenant au type III, ces deux types ayant été 

précédemment distingués sur une base phylogénétique. TvGSTO3C possède notamment une 

hélice supplémentaire α0 en N-terminal ainsi qu’une hélice α9 recouvrant le site actif et 

pouvant interagir avec le glutathion lié covalamment à la cystéine catalytique. Les GSTO de 

type III peuvent présenter une sérine ou une cystéine comme résidu catalytique, 

indépendamment d’autres caractéristiques structurales conservées. Celles-ci incluent 

notamment une insertion dans le domaine thiorédoxine entre les brins β3 et β4 et une hélice 

supplémentaire α6’ portée par le domaine tout hélice. De manière intéressante, les 

homologues structuraux les plus proches des TvGSTO identifiés par le serveur PDBeFold 

sont les GST de la classe Tau chez les plantes. En effet, les GSTU partagent des 

caractéristiques structurales et biochimiques avec les TvGSTO (Figure 49), en particulier avec 

les GSTO de type III : absence d’extension N-terminale, présence d’une hélice α9 recouvrant 

le domaine C-terminal, présence d’un résidu sérine catalytique (pour la majorité des TvGSTO 

de type III). Le rapprochement des deux classes Oméga et Tau a déjà été documenté 

auparavant lors de la comparaison structurale entre la GSTO humaine (code PDB 1EEM) et la 

GSTU de blé (code PDB 1GWC, Thom et al, 2001).  
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Figure 49 Dimères de GST Tau de blé (gauche) et de TvGSTO (droite) 

 Les structures sont représentées en mode rubans et flèches. Les deux structures partagent un 

RMSD de 1,55 Å pour 279 Cα alignés. 

La détermination structurale de complexes GSTO-ligands a permis d’obtenir au 

niveau atomique des informations sur la capacité de ces protéines à reconnaître leurs cibles. 

L’isoforme TvGSTO3S, qui a été étudiée de manière approfondie, présente un site 

hydrophobe (site H) particulièrement large et profond capable de fixer des molécules 

polyaromatiques telles que le groupement phenylacétophénone du GS-PAP ou les hydroxy-

benzophénones. Le site H de TvGSTO3S situé au cœur du site actif est constitué 

essentiellement par les chaînes latérales de résidus aromatiques, ainsi que d’une arginine et 

d’une tyrosine à l’entrée du site, capables d’interagir par liaison hydrogène avec les 

groupements polaires des ligands. Ce site H particulièrement enfoui est notamment capable de 

reconnaître un flavonoïde, la dihydrowogonine, présente dans un extrait partiellement purifié 

de bois de merisier. La comparaison structurale du site H de TvGSTO3S avec les sites H des 

autres isoformes de GSTO montre que l’isoforme TvGSTO3S est la seule à posséder un site 

avec de telles caractéristiques (Figure 50). L’isoforme TvGSTO2S possède plus de 60 % 

d’identité de séquence avec TvGSTO3S. Néanmoins les résidus portés par l’hélice α4 sont de 

nature différente (Figure 51). En conséquence, le site H de TvGSTO2S est moins profond et a 

une forme d’entaille. Cette poche est notamment capable de fixer le trans-oxyresvératrol. 

Concernant l’isoforme TvGSTO2C, la détermination structurale du complexe TvGSTO2C-

oxyresvératrol révèle la fixation du trans-oxyresvératrol au niveau du site actif, à cheval entre 

les sites G et H. La proximité d’un groupement hydroxyle de l’oxyresvératrol avec le carboxy 

terminal du glutathion lié covalemment à la TvGSTO2C suggère une stabilisation par le 

cofacteur. En effet, les mesures de TSA montrent une meilleure interaction du trans-

oxyresvératrol avec TvGSTO2C lorsque cette dernière est glutathionylée. De manière 
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générale, l’analyse des séquences montre que les positions des résidus constituant ce site sont 

le plus souvent de nature hydrophobe, bien que variables entre les différentes isoformes. En 

effet, aucun consensus n’est clairement visible pour le site H des TvGSTO. Cette particularité 

pourrait expliquer pourquoi chaque TvGSTO présente ses propres propriétés d’interaction. 

Ces nouvelles données confirment la diversité des sites hydrophobes retrouvés entre les 

différentes isoformes de GSTO. En revanche, aucune activité GSH-transférase ou GSH-lyase 

n’a été détectée sur les différentes molécules identifiées dans le site H. Cette observation 

pourrait être expliquée soit par l’absence à ce jour d’un substrat connu et accepté par les 

TvGSTO, soit par un rôle non catalytique joué par ces GST. Ces aspects seront discutés dans 

la partie « Discussion générale et Perspectives » de ce manuscrit. 

Nos résultats structuraux sur les complexes GSTO-ligands montrent que certaines 

isoformes de GSTO (TvGSTO2S, TvGSTO6S et TvGSTO2C) sont capables de lier des 

molécules au niveau de leur interface dimérique abritant le site ligandine (site L). Ce site L est 

distinct du site H et accueillerait des molécules sans modification catalytique car distant du 

site actif de l’enzyme. Les isoformes TvGSTO6S et TvGSTO2C sont capables de fixer une 

paire de molécules de naringénine à ce site L alors que TvGSTO2C est capable d’y fixer 

l’isomère cis de l’oxyresvératrol. En revanche, la structure de TvGSTO3S nous montre que le 

dimère est plus refermé pour cette isoforme, si bien qu’aucune fixation ne parait possible à 

l’interface dimérique en l’absence de changement conformationnel (Figure 50). Les structures 

des différents complexes obtenus ont permis de définir les résidus de ce site L (Figure 51). 

Tout d’abord, la conservation stricte du résidu E86 (numérotation basée sur TvGSTO2S) dans 

l’hélice α3 suggère son importance dans la reconnaissance au site L. Cet acide glutamique 

intervient notamment au fond de la poche pour stabiliser la naringénine ou le cis-

oxyresveratrol via leurs groupements hydroxyles. D’autres résidus situés au fond de la poche 

et portés par l’hélice α3 et la partie N-terminale de l’hélice α4 sont également bien conservés. 

Par ailleurs, une partie des résidus situés à l’entrée du site L et portés par la partie C-terminale 

de l’hélice α4, est plus variable. Dans la structure de TvGSTO2S, les chaînes latérales des 

résidus N117A,B participent notamment à la stabilisation des groupements hydroxyles du cis-

oxyresvératrol. Ainsi, nos résultats montrent que les isoformes de TvGSTO sont capables 

d’interagir avec des polyphénols végétaux et que chacune d’elles présente des spécificités de 

résidus dans leurs sites d’interaction (H ou L). Ces résidus pourraient expliquer les propriétés 

spécifiques d’interaction de chaque isoforme observées lors des expériences de TSA. 
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Figure 50 Sites de liaison hydrophobes et ligandines des différentes isoformes de GSTO de structure 

résolue 

 Les surfaces électrostatiques ont été calculées in vacuo à l’aide du logiciel Pymol. La position 

des sites H et L est rappelée et dans le cas d’un ligand identifié, celui-ci est représenté dans la 

structure et entouré en pointillés afin de visualiser le site.  
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Figure 51 Alignement des séquences partielles de GSTO de Trametes versicolor et Phanerochaete 

chrysosporium et mise en évidence des résidus participant aux sites H et L 

 Les séquences ont été alignées avec le programme ClustalW implémenté dans BioEdit (Hall, 

1999). Les séquences ont été tronquées de manière à ne représenter que la portion 

correspondante aux hélices α3, α4, α5 et α6. La numérotation indiquée correspond à la 

séquence de TvGSTO1C. Les positions des résidus du site L, définies à partir des structures 

résolues des complexes avec un ligand au site L sont marquées par une astérique * surlignée en 

jaune. Le site L peut être défini avec une partie constante portée par l’hélice α3 et la première 

moitié de l’hélice α4, et une partie variable portée par la deuxième moitié de l’hélice α4. Les 

positions des résidus du site H sont marquées par le signe $ surligné en bleu. Le site H est 

constitué de résidus aromatiques ou hydrophobes portés par les hélices α4 et α6 ainsi qu’un 

résidu arginine conservé en fin d’hélice α6. 
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II Etude des GST Xi de Saccharomyces cerevisiae 

et Trametes versicolor 

Dans cette seconde partie sont présentés les résultats des études structurales et 

biochimiques d’une GST de classe Xi de la levure Saccharomyces cerevisiae d’une part, et de 

deux isoformes du basidiomycète saprophyte Trametes versicolor. La classe Xi est une classe 

de GST dont le résidu catalytique est une cystéine. Avant la détermination de la structure 

cristallographique de la GST Xi de Phanerochaete chrysosporium (Meux et al, 2011), cette 

classe était confondue avec la classe Oméga divisée phylogénétiquement en trois sous-classes 

dans le règne fongique (sous-classe I pour les actuelles GST Xi, sous-classe II pour les GST 

Oméga uniquement à cystéine et sous-classe III pour les GST Oméga à cystéine ou sérine) 

(Morel et al, 2009). Dans un premier temps, sont reportés les résultats obtenus à partir de 

l’étude biochimique et structurale de l’isoforme ECM4 de S. cerevisiae. Cette étude a été 

publiée dans la revue PLOS One et son manuscrit est intégré dans cette partie. La 

modélisation moléculaire par homologie des deux autres isoformes de S. cerevisiae est ensuite 

présentée. Une discussion structurale termine cette première partie consacrée aux GST Xi de 

S. cerevisiae. Dans un second temps, les résultats obtenus à partir de l’étude de deux GST Xi 

de Trametes versicolor sont présentés et discutés. Cette étude biochimique et structurale a fait 

l’objet d’une publication dans la revue FEBS Letters. La version finale et acceptée est 

incorporée à la suite d’un résumé reportant les principaux éléments discutés. 

II.1 L’isoforme ScECM4 de la levure Saccharomyces 

cerevisiae 

La levure Saccharomyces cerevisiae est un organisme eucaryote fongique modèle 

pour de nombreuses études de biologie moléculaire (Karathia et al, 2011). D’après Morel et 

collaborateurs (2009), 11 gènes de GST, répartis en 6 classes, sont présents dans le génome de 

S. cerevisiae, un nombre bien inférieur au GSTome de champignons saprotrophes tels 

Trametes versicolor (dont le génome en contient 46) (Morel et al, 2013). Sur les 6 classes 

présentes chez S. cerevisiae (GTT1, GTT2, Ure2p, EF1Bγ, MAK16, Xi (initialement classée 

Oméga)), seules les classes GTT2, Ure2p et EF1Bγ avaient un représentant structural dans la 

PDB au début de ce projet (Ma et al, 2009 ; Bousset et al, 2001a ; Jeppesen et al, 2003). De 

façon intéressante ces trois GST présentent des propriétés particulières. L’EF1Bγ et l’Ure2p 

sont des protéines multidomaines dont seule la structure du domaine glutathion transférase a 
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été déterminée. De plus, l’activité glutathion transférase de la GTT2 n’est pas assurée par les 

résidus le plus souvent observés (tyrosine, sérine ou cystéine). Une molécule d’eau stabilisée 

par deux résidus du domaine tout hélice assisterait la déprotonation du groupement thiol du 

glutathion.  

Par ailleurs, l’analyse des séquences de GST chez S. cerevisiae a révélé trois 

isoformes présentant une similarité avec la GST Oméga humaine 1 (HsGSTO1) : ScGTO1, 

ScGTO2 (aussi appelé ScECM4) et ScGTO3 (Figure 52) (Garcera et al, 2006). Les premières 

études de biologie moléculaire suggèrent que le gène ECM4 (GTO2) est impliqué dans la 

biosynthèse de la paroi cellulaire (Lussier et al, 1997), alors que la protéine ScGTO1 serait 

impliquée dans la régulation de la biosynthèse des acides aminés soufrés dans le peroxysome 

(Barreto et al, 2006). Une première étude biochimique a permis de montrer que les trois 

isoformes (Garcera et al, 2006) présentent une activité thiol-transférase faisant intervenir une 

cystéine catalytique à l’instar de HsGSTO1. Une activité de réduction des GS-hydroquinones 

a ensuite été mise en évidence pour l’isoforme ScECM4 (Lam et al, 2012). Cette activité et 

l’analyse des séquences primaires ont permis à Lam et collaborateurs (2012) de reclasser 

ScECM4 parmi les glutathionyl-hydroquinone réductases (GST de classe Xi présentant une 

activité GHR). Nos collaborateurs (laboratoire IAM) ont produit et purifié l’isoforme 

ScECM4 pour comparer son activité à celle de la GHR de P. chrysosporium (PcGSTX1). En 

effet, Lam et collaborateurs (2012) n’ont pas observé pour ScECM4 d’activité avec la 

glutathionyl-ménadione alors que PcGSTX1 a la capacité de réduire cette molécule. Au 

laboratoire CRM2, une étude cristallographique a été entreprise sur ScECM4 pour tenter 

d’élucider les facteurs moléculaires à l’origine des différences d’activité. 

 

 

Figure 52 Alignement des séquences de GST Xi potentielles chez la levure Saccharomyces cerevisiae 

 Les séquences ont été alignées avec ClustalW implémenté dans BioEdit. Le motif catalytique 

prédit est entouré en rouge. La numérotation des résidus correspond à la séquence de ScGTO1. 
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II.1.a. Résultats de l’étude cristallographique et enzymatique de ScECM4 

La protéine ScECM4 portant une étiquette hexa-histidine a été produite, purifiée par 

nos collaborateurs (laboratoire IAM) puis cristallisée au CRM2 par la méthode de microbatch 

en goutte à l’huile. Des cristaux d’une taille appréciable (prismes jusqu’à 0,5 mm de côté, 

Figure 53) ont été testé sur le diffractomètre automatique de la plateforme de mesure du 

laboratoire. Un jeu de données a été collecté à 2,5 Å de résolution permettant une étude 

préalable. Des données haute résolution (1,45 Å) ont été obtenues sur la ligne BM30A du 

synchrotron ESRF). Le problème de la phase a été résolu par la méthode du remplacement 

moléculaire à partir des coordonnées de la GST Xi de Phanerochaete chrysosporium 

(PcGSTX1, code PDB 3PPU). Le dimère physiologique a été reconstruit dans l’unité 

asymétrique. 

 

Figure 53 Cristaux de ScECM4 obtenus par la méthode du microbatch 

 Les cristaux ont été obtenus dans 20 % de PEG 2000 monomethylether et 0,1M de tampon Tris 

pH 7,0. 

L’analyse de la structure a révélé qu’ScECM4 adopte le repliement caractéristique des 

GST avec les particularités de la classe Xi  (Figure 54): une longue extrémité N-terminale, 

une boucle étendue entre le brin β2 et l’hélice α2 et un mode de dimérisation original 

impliquant uniquement les domaines tout hélice. En plus des caractéristiques des GST Xi, 

ScECM4 présente plusieurs particularités structurales : 

 Une extrémité N-terminale ne se structurant pas pour participer à un petit feuillet à 

trois brins comme cela a été observé dans les structures des GST Xi bactériennes 

EcYqjG et ScPcpF (Green et al, 2012). Cette absence de structuration est également 

retrouvée dans les GST Xi de P. chrysosporium et de Populus trichocarpa (Meux et 

al, 2011 ; Lallement et al, 2015). 
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 Une boucle β2-α2 inédite car particulièrement longue (71 résidus) et correspondant à 

la plus grande insertion relevée lors des alignements de séquence. Cette boucle est 

impliquée dans la structure quaternaire de la protéine en interagissant avec le 

monomère voisin. 

 Une extension de l’hélice α5 et une petite hélice α5’ supplémentaire dans la boucle 

précédent l’hélice α6. 

De manière surprenante, ces deux dernières caractéristiques sont uniquement 

présentes dans les GST Xi de levure fortement apparentées à S. cerevisiae, au sein du clade 

Saccharomycetaceae. Cependant, aucun rôle biologique de ces extensions, s’il en existe un, 

n’est à ce jour connu. De plus, aucun partenaire protéique d’ScECM4 n’est actuellement 

connu d’après la base de données répertoriant l’interactome de Saccharomyces cerevisiae 

(http://interactome.dfci.harvard.edu/S_cerevisiae). 

Le site actif d’ScECM4 est localisé à l’interface entre les deux domaines du 

monomère avec la cystéine catalytique (C46) réduite dans la forme native de l’enzyme. Dans 

le but d’obtenir une structure en complexe avec la GS-ménadione, supposée analogue de 

substrat (Lam et al, 2012), des expériences de trempage et de co-cristallisation avec cette 

molécule ont été menées. Quelle que soit la méthode, les jeux collectés donnent le même 

résultat. Aucune densité électronique correspondant à la GS-ménadione n’est retrouvée au site 

actif, en revanche, les cartes de densité électronique révèlent la présence de glutathion lié 

covalemment à la cystéine catalytique. Ce premier constat suggère que la GS-ménadione n’est 

pas un analogue de substrat mais un véritable substrat puisque l’enzyme se retrouve dans un 

état glutathionylé correspondant à la première étape de réduction de la GS-ménadione (sans 

régénération de la cystéine catalytique oxydée en l’absence de glutathion réduit). Dès lors, des 

mesures d’activité avec la GS-ménadione ont été entreprises au CRM2 et au laboratoire IAM 

et ont confirmé l’activité de ScECM4 avec ce substrat (Km de 249 ± 85 µM, kcat de 3,4 ± 0,7 s-

1). Le seul changement de conformation majeur relevé entre les deux structures d’ScECM4 

apo et glutathionylée est une absence supplémentaire de résidus dans la densité électronique à 

l’extrémité N-terminale, suggérant une certaine flexibilité lors de la liaison au glutathion. Les 

expériences de cristallographie associée aux mesures enzymatiques ont donc mis en évidence 

l’activité réductrice d’ScECM4 envers la GS-ménadione, similaire à l’activité réductrice 

envers les GS-(hydro)quinones précédemment décrites (Lam et al, 2012). 

http://interactome.dfci.harvard.edu/S_cerevisiae
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Figure 54 Structure cristallographique de ScECM4 et modèle de son site actif en complexe avec la 

GS-ménadione 

 Gauche, représentation en mode « rubans » de ScECM4 en complexe avec le glutathion 

(bâtonnets vert). Le domaine thiorédoxine est coloré en cyan et le domaine tout-hélice est 

coloré en magenta. Droite, structure du site actif de ScECM4 en complexe avec la GS-

ménadione (en jaune), obtenue à partir de la superposition avec la structure de ScYqjG (Green 

et al, 2012). 

Afin d’obtenir un modèle de l’enzyme en complexe avec la GS-ménadione, une 

superposition de structure a été réalisée : la structure de ScECM4-SG a été superposée à la 

structure de EcYqjG en complexe avec la GS-ménadione (code PDB 4G0K) précédemment 

déterminée (Green et al, 2012). La superposition des groupements glutathionyles étant 

satisfaisante, ce modèle nous a permis de décrire avec confiance les résidus du site actif 

d’ScECM4 intervenant dans la catalyse. Comme la plupart des GST, ScECM4 a un site actif 

constitué d’un site de liaison au groupement glutathionyle (site G) et un site hydrophobe (site 

H), qui dans le cas des GST Xi permet de stabiliser le groupement (hydro)quinone. La 

cystéine catalytique C46 est localisée à l’extrémité N-terminale de l’hélice α1, à l’interface 

entre le site G et le site H. A proximité de la cystéine catalytique sont retrouvés les 

groupements hydroxyles de la triade de tyrosines conservées (Y224, Y301 et Y346 

respectivement des hélices α4, α6 et α9). Le site G est constitué de résidus conservés chez les 

GST et identifiés précédemment chez l’isoforme PcGSTX1. Alors que les résidus du site H 

sont habituellement peu conservés à la fois entre les classes et dans une même classe de GST, 

ils le sont relativement bien dans les GST Xi. Ce site H est constitué d’une phénylalanine 

(F228 de l’hélice α4) stabilisant par interactions π-π le cycle aromatique de la GS-ménadione, 

et d’un tryptophane (W48 de l’hélice α1) du motif catalytique (46CPWA49) stabilisant le 

premier carbonyle du cycle quinone. Par ailleurs, une paire d’histidines (H345 et H350 

provenant de l’hélice α9) coordonnant une molécule d’eau stabilise le second carbonyle du 
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cycle quinone. Ces résidus, tout comme la triade de tyrosines précédemment mise en évidence 

et présente également chez ScECM4, sont conservés chez les GST Xi fongiques, bactériennes 

et végétales caractérisées à ce jour. 

L’ensemble de ces résultats a donné lieu à une publication parue dans le journal PLOS 

One, le 13 octobre 2016. 

 

II.1.b. Publication n°3 : Etude structurale de ScECM4 
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II.1.c. Etude prédictive des isoformes ScGTO1 et ScGTO3 de S. 

cerevisiae 

Les données biochimiques disponibles au moment de cette étude étant centrées 

principalement sur l’isoforme ScECM4, peu de données étaient disponibles sur les deux 

autres isoformes codées par le génome de S. cerevisiae. ScGTO1 et ScGTO3 présentent 

respectivement 50 % et 66 % d’identité de séquence avec ScECM4. Ces protéines ont une 

activité thiol-transférase similaire à ScECM4, mais même si une activité glutathionyl-(hydro)-

quinone réductase peut être attendue, celle-ci n’a pas été testée. Compte tenu de leur 

homologie avec ScECM4, dont la structure était déterminée à haute résolution, une étude 

structurale prédictive pour ces deux isoformes s’avérait intéressante. 

Peu après le dépôt des coordonnées des structures d’ScECM4 dans la PDB, une 

modélisation comparative automatique des monomères de ScGTO1 et ScGTO3 a été 

effectuée par le site web ModBase (https://modbase.compbio.ucsf.edu/, Tableau 9). Ce site 

web contient une base de données de modèles théoriques calculés régulièrement à partir des 

nouvelles séquences et structures expérimentales déterminées. Les modèles sont générés et 

leur fiabilité est évaluée par le pipeline ModPipe (Eswar et al, 2006) utilisant entre autres le 

logiciel MODELLER (Pieper et al, 2004). La forte conservation du repliement 

tridimensionnel des GST rend la méthode de modélisation comparative particulièrement 

intéressante pour des isoformes dont les séquences sont proches, ce qui est le cas pour les 

trois isoformes en question (> 50 % d’identité). 

Les modèles de ScGTO1 et ScGTO3 prédits à partir du monomère A d’ScECM4 

(Tableau 9) présentent le repliement typique des GST, ainsi que les caractéristiques 

spécifiques de la classe Xi. Les superpositions des deux modèles avec la structure 

cristallographique d’ScECM4 révèlent des RMSD de 0,204 Å et 0,137 Å pour ScGTO1 et 

ScGTO3, respectivement. Aucune déviation majeure par rapport à la structure 

cristallographique d’ScECM4 n’est retrouvée dans les régions de l’extrémité N-terminale, 

dans les insertions β2-α2 ainsi que dans les régions entre les hélices α5 et α6. Les positions de 

la cystéine catalytique, des résidus du site G ainsi que celle de la triade de tyrosines sont 

conservées (Figure 55). Des variations sont néanmoins retrouvées au site H. Pour ScGTO1, le 

site H est totalement différent : le tryptophane W48 du motif catalytique 46CPWA49 retrouvé 

chez ScECM4 et les autres GST Xi caractérisées est absent, remplacé par une phénylalanine 

au sein du motif 31CPFT34. De plus, la paire d’histidines précédemment identifiée dans le site 
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actif d’ScECM4 (H345 et H350) est remplacée par une phénylalanine et une arginine, 

respectivement (F328 et R336). Enfin, la phénylalanine F228 supposée interagir avec le 

substrat via une interaction π-π est remplacée par une leucine (L212). Pour ScGTO3, seule la 

paire d’histidines H345 et H350 est absente, remplacée par une glycine et une glutamine 

(G341 et Q346). 

 

Tableau 9 Données issues de la modélisation comparative par ModPipe des modèles théoriques de 

ScGTO1 et ScGTO3 

 Les modèles ont été générés automatiquement par le pipeline ModPipe et sont disponibles sur 

la base de données de modèles théoriques ModBase (https://modbase.compbio.ucsf.edu/). 

La conservation des résidus du site G, de la cystéine catalytique et de la triade de 

tyrosines est en cohérence avec l’activité thiol-transférase faisant intervenir le glutathion. Le 

Km pour le glutathion est en effet de l’ordre du millimolaire pour les trois isoformes (Garcera 

et al, 2006). En revanche, le site H typique des GHR mis en évidence chez ScECM4 présente 

des variations légères pour ScGTO3 (2 résidus différents) et importantes pour ScGTO1 (4 

résidus différents). Les résidus en question sont supposés être impliqués dans la stabilisation 

du groupement quinone. Ce constat interroge sur l’activité GHR potentielle de ScGTO1 et 

ScGTO3 et une mesure expérimentale serait nécessaire pour confirmer ou infirmer cette 

activité. 

https://modbase.compbio.ucsf.edu/
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Figure 55 Comparaison des sites actifs des trois isoformes de GST Xi retrouvées chez S. cerevisiae 

 A. Site actif de ScECM4 (code PDB 5LKD). B. Site actif de ScGTO1 (modèle théorique). C. 

Site actif de ScGTO3 (modèle théorique). Les résidus putatifs du site H sont colorés en vert et 

annotés. Le substrat GS-Men, issu de la superposition avec la structure de code PDB 4G0K 

(Green et al, 2012), est indiqué avec ses contacts potentiels au site H dans la structure de 

ScECM4. 
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II.2 Les isoformes GSTX1 et GSTX3 de Trametes versicolor 

Trametes versicolor possède trois gènes de GSTX dans son génome, codant pour trois 

protéines appelées TvGSTX1, TvGSTX2 et TvGSTX3. Dans la continuité des travaux 

effectués sur les GSTX de S. cerevisiae et de P. chrysosporium, une étude biochimique des 

isoformes TvGSTX1 et TvGSTX3 a été effectuée au laboratoire IAM. Cette étude a révélé 

une activité GHR classique envers le substrat GS-ménadione pour les deux isoformes. En 

revanche, l’isoforme TvGSTX3 est aussi capable de réduire le GS-phenylacétophénone (GS-

PAP), qui appartient à la famille de substrats de type « glutathionyl-acétophénone » supposée 

spécifique des GST de la classe Oméga (Board et Anders, 2007). Une étude structurale 

complète a dès lors été effectuée sur ces deux isoformes pour tenter d’identifier les facteurs 

moléculaires à l’origine de l’activité « Oméga-like » de TvGSTX3. Dans une première partie 

sont résumés la démarche de cette étude ainsi que les principaux éléments de réponse obtenus, 

puis dans une seconde partie est fourni l’article paru dans le journal FEBS Letters. 

II.2.a. Résultats de l’étude biochimique et structurale de TvGSTX1 et 

TvGSTX3 

En collaboration avec le laboratoire IAM, les isoformes TvGSTX1 et TvGSTX3 ont 

été produites et purifiées. Ces deux isoformes présentent 76 % d’identité de séquence (83 % 

entre TvGSTX1 et TvGSTX2 ; 73 % entre TvGSTX2 et TvGSTX3). La caractérisation 

enzymatique ayant révélé la dualité d’activité pour l’isoforme TvGSTX3 capable de réduire 

les substrats GS-ménadione et GS-PAP (Tableau 10), une analyse structurale pour les deux 

isoformes de TvGSTX a été entreprise. 

TvGSTX1 et TvGSTX3 ont été cristallisées et leurs structures ont été résolues par 

remplacement moléculaire à partir des coordonnées du modèle de PcGSTX1 de 

Phanerochaete chrysosporium (Figure 56). Ces deux isoformes ont des structures proches 

avec un RMSD de 0,569 Å de dimère à dimère (pour 488 Cα alignés). De plus, les 

caractéristiques structurales de la classe Xi sont retrouvées pour les deux isoformes, 

confirmant leur appartenance à cette classe structurale. Toutefois ni l’une ni l’autre ne 

possède les extensions particulières d’ScECM4 qui semblent spécifiques au clade 

Saccharomycetaceae. 
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  GS-MEN GS-PAP 

 

  

 

 

 
Km (µM) 

TvGSTX1 921 ± 200 ND 

TvGSTX3 2509 ± 257  207 ± 45 

TvGSTX3 C56S ND ND 

TvGSTX3 S295H 1055 ± 189 4861 ± 1576 

   
kcat (min-1) 

  TvGSTX1 1966 ± 201  ND 

TvGSTX3 5619 ± 361  1895 ± 257 

TvGSTX3 C56S ND ND 

TvGSTX3 S295H 205 ± 16 99 ± 26 

   
kcat/Km (mM-1.min-1) 

 
TvGSTX1 2196 ± 198 ND 

TvGSTX3 2240 ± 143  9152 ± 1236 

TvGSTX3 C56S ND ND 

TvGSTX3 S295H 195 ± 15 15 ± 5 

Tableau 10 Paramètres cinétiques des TvGSTX déterminés pour les réactions de réduction du GS-

MEN et du GS-PAP 

 

Une comparaison minutieuse des sites actifs a été effectuée (Figure 56). Les deux 

isoformes présentent les résidus catalytiquement importants pour l’activité GHR des GSTX : 

la cystéine catalytique (C57 pour TvGSTX1) ainsi que la triade de tyrosines (Y194, Y252 et 

Y297 pour TvGSTX1). Notre étude a également mis en évidence des différences entre les 

deux isoformes, retrouvées à proximité de la cystéine catalytique. Alors que TvGSTX1 a un 

site H classique similaire aux structures de GSTX précédemment résolues, TvGSTX3 

présente une large crevasse accessible entre l’hélice α9 et la boucle β2-α2, due à la présence 

de résidus originaux au niveau de l’hélice α9 (Figure 56). En particulier, la sérine 295 de 

TvGSTX3 remplace une histidine du site H présente chez TvGSTX1 et dans toutes les autres 

structures de GSTX déterminées. Rappelons que cette histidine est supposée stabiliser, avec 

l’aide d’une autre histidine, une molécule d’eau et pourrait ainsi participer à la reconnaissance 

des GS-(hydro)quinones, comme cela avait été suggéré pour ScECM4. 
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Figure 56 Structures cristallographiques de TvGSTX1 et TvGSTX3 et comparaison de leurs sites 

actifs 

 Haut, superposition de la structure de TvGSTX1 (représentée en rubans blancs) avec la 

structure de TvGSTX3 (représentée en rubans noirs). Le glutathion est représenté en bâtonnets 

verts. Bas, représentation des surfaces des sites actifs de TvGSTX1 (gauche) et TvGSTX3 

(droite). 

Afin de vérifier si la nature du résidu en position 295 (sérine dans TvGSTX3 et 

histidine dans TvGSTX1) pouvait avoir un lien avec la capacité de TvGSTX3 de réduire le 

GS-PAP, la sérine 295 a été mutée en histidine. Le mutant TvGSTX3S295H ne présente qu’une 

faible activité réductrice avec le GS-PAP, tout en conservant une activité de réduction 

significative avec la GS-ménadione (Tableau 10). Cela suggère l’importance du résidu présent 

à cette position 295 pour les propriétés catalytiques de TvGSTX3. Des études de docking ont 

été menées à partir de la structure de TvGSTX3 et du substrat GS-PAP en contraignant la 

position du glutathion dans le site G. Cette simulation suggère trois positions possibles pour le 

groupement phenylacétophénone (Figure 57). Ce groupement PAP pourrait être stabilisé soit 

dans la nouvelle crevasse identifiée, soit le long des hélices α4 et α9, soit perpendiculairement 

à l’hélice α4 dans le site de fixation putatif du groupement ménadione. La première position 

du GS-PAP dans la crevasse hydrophobe pourrait être son mode de fixation réel car il est en 
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accord avec les données de mutagenèse dirigée. Cette hypothèse n’a pu être vérifiée par 

l’obtention de la structure cristallographique d’un complexe enzyme/GS-PAP. En effet, les 

essais de co-cristallisation ou de trempage avec le mutant TvGSTX3C56S de la TvGSTX3 ont 

échoué. 

 

Figure 57 Positions possibles du GS-PAP prédites par docking dans le site actif de TvGSTX3 

 Le docking a été réalisé avec le logiciel GOLD (Verdonk et al, 2003) à partir de la structure 

cristallographique de TvGSTX3. Trois modes de fixation sont prédits. 

Afin de vérifier si d’autres GSTX fongiques pouvaient présenter des variations au 

niveau de l’hélice α9, une approche phylogénétique a été employée (Figure 58). Cette étude 

indique que tous les organismes possèdent au moins une isoforme dont les résidus du site actif 

(cystéine catalytique, triade de tyrosines, résidus des sites G et H) sont identiques à ceux 

observés dans PcGSTX1, ScECM4, TvGSTX1 et les autres GSTX caractérisées d’un point de 

vue biochimique. Lorsque plusieurs isoformes sont présentes dans un organisme, des 

variations sont souvent retrouvées au niveau de l’hélice α9. Notamment la paire d’histidine du 

site H est fréquemment modifiée (exemple : H296 et H301 dans TvGSTX1, et S295 et Q299 

dans TvGSTX3). Des résidus moins encombrants sont observés au niveau de la première 

histidine (glycine, thréonine ou sérine). Ainsi cette analyse suggère que cette hélice α9 

pourrait être la région du site actif la plus propice aux mutations et que ces mutations sont 
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susceptibles d’entraîner de nouvelles propriétés catalytiques comme c’est le cas dans 

TvGSTX3. 

 

Figure 58 Analyse phylogénétique des GSTX fongiques et variations prédites au niveau de l’hélice 

α9 

 A gauche, est représenté le site actif de TvGSTX1 en complexe avec la GS-ménadione obtenue 

à partir de la superposition avec les coordonnées d’EcYqjG (code PDB 4G0K). Au milieu, est 

montré un arbre phylogénétique des GSTX de T. versicolor, P. chrysosporium, P. stipitis, et S. 

cerevisiae. A droite, est représenté l’alignement des séquences correspondant avec les résidus 

catalytiques (rouge) ou les résidus du site H (gris). 

 

L’article rapportant les résultats de cette étude et accepté pour publication le 11 août 

2018 dans le journal FEBS Letters est proposé ci-dessous. 

 

II.2.b. Publication n°4 : Etude structurale et fonctionnelle des isoformes 

TvGSTX1 et TvGSTX3 
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Les organismes biologiques ont développé des systèmes biochimiques complexes leur 

permettant d’assurer leur survie face à la diversité des molécules potentiellement toxiques 

provenant de leur environnement. Ces systèmes incluent des enzymes de phase II telles que 

les glutathion transférases (GST), intervenant pour faciliter l’export des xénobiotiques en leur 

conjuguant un goupement glutathion. Les organismes fongiques dégradeurs de bois tels que 

Phanerochaete chrysosporium et Trametes versicolor présentent dans leur génome un nombre 

élevé de gènes codant pour des GST. T. versicolor possède au moins seize gènes codant pour 

des GST de classe Oméga, et trois gènes codant pour des GST de classe Xi. Le but de cette 

thèse était d’une part de caractériser structuralement différentes isoformes de TvGSTO et 

TvGSTX chez cet organisme modèle d’étude de la dégradation enzymatique du bois, et 

d’autre part de déterminer quelles molécules sont ciblées par les GSTO en utilisant une 

approche combinant des méthodes biochimiques et structurales. En parallèle de l’étude des 

TvGST, des études structurales et biochimiques ont également été entreprises sur la GST Xi 

ScECM4 retrouvée chez l’organisme modèle Saccharomyces cerevisiae ainsi qu’une étude de 

modélisation sur les isoformes ScGTO1 et ScGTO3.  

Les lignes suivantes discutent des différents résultats obtenus et les replacent dans le 

contexte de la littérature. Dans un premier temps sont discutés les résultats structuraux et 

biochimiques des GST obtenus pour la classe Xi, puis pour la classe Oméga. Dans un second 

temps, la capacité des TvGSTO à reconnaître leurs molécules cibles, à savoir les polyphénols, 

est discutée. Les derniers paragraphes se veulent plus méthodologiques et évoquent les 

techniques qui ont été utilisées pour obtenir les complexes GST-ligand. L’utilisation de la 

cristallographie d’affinité y est notamment développée. Enfin, sont discutées les implications 

et les perspectives à long terme de ce travail de recherche. 

 Les GST Xi 

Les GST Xi sont des GST présentant une cystéine catalytique à l’instar des GST 

Oméga. En revanche, au départ de cette étude il était établi que ces deux classes présentaient 

des différences importantes tant dans leur structure que dans leur spécificité de substrat. Les 

travaux sur les GSTX mettaient en évidence une activité particulière « glutathionyl-

(hydro)quinone réductase » (GHR, Xun et al, 2010) alors qu’une spécificité de substrat pour 

les glutathionyl-acétophénones avait été proposée pour les GSTO (Board et Anders, 2007 ; 

Meux et al, 2013). La résolution des structures cristallographiques d’une isoforme de la levure 

S. cerevisiae (ScECM4) et de deux isoformes du basidiomycète Trametes versicolor 
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(TvGSTX1 et TvGSTX3) confirme les particularités structurales de cette classe Xi et 

notamment le dimère atypique formé par l’interaction des deux monomères par leurs 

domaines tout hélice, initialement décrit dans la structure d’une isoforme de P. chrysosporium 

(PcGSTX1) (Meux et al, 2011). Néanmoins, nos résultats mettent en évidence des spécificités 

structurales pour ScECM4, notamment deux insertions (entre le brin β2 et l’hélice α2 dans le 

domaine thiorédoxine, et au niveau C-terminal de l’hélice α5 dans le domaine tout hélice). 

Ces insertions seraient également retrouvées chez les isoformes GTO1 et GTO3 de S. 

cerevisiae d’après les résultats issus d’une modélisation comparative. Toutefois aucune 

fonction particulière n’a été trouvée pour ces singularités qui seraient restreintes au clade 

Saccharomycetacea d’après notre analyse phylogénétique. 

Concernant les isoformes de Trametes versicolor, nos études biochimique et 

structurale montrent que TvGSTX3 présente une dualité d’activité puisqu’elle peut réduire 

efficacement aussi bien la GS-ménadione (substrat des GSTX) que la GS-

phenylacétophénone (substrat des GSTO) (Meux et al, 2011 ; Board et Anders, 2007). Les 

analyses structurales et les résultats de mutagenèse dirigée montrent que cette dualité 

d’activité serait liée à des résidus du site actif portés par l’hélice α9. Deux résidus histidines 

conservés dans la plupart des GSTX sont remplacés par une sérine et une glutamine dans 

TvGSTX3, aménageant une crevasse hydrophobe. Notre analyse phylogénétique suggère que 

cette hélice serait propice aux mutations car d’autres GSTX d’organismes fongiques 

présentent des variations dans cette région. Dans le cas des isoformes GTO1 et GTO3 de S. 

cerevisiae, nos résultats indiquent que les deux histidines sont également absentes. Ces 

différences pourraient suggérer de nouvelles activités catalytiques mais aussi la possibilité de 

réduire d’autres substrats que les GS-(hydro)quinones. En effet, il a été montré que GTO1 est 

retrouvée au niveau des peroxysomes avec un rôle potentiel dans le métabolisme des acides 

aminés soufrés: elle pourrait assurer la régulation par déglutathionylation d’une enzyme, la 

cystathionine β-lyase (Barreto et al, 2006). Cette étude réalisée avant la découverte de la 

fonction GHR est la seule à ce jour prêtant des substrats protéiques aux GSTX. Bien que 

n'ayant jamais été testés, des substrats de nature protéique ne sont pas à exclure puisque 

d’autres GST à cystéine, les GSTO, peuvent déglutathionyler des protéines (Kim et al, 2012 ; 

Menon et Board, 2013). 

Le rôle biologique des GSTX chez les organismes fongiques n’est pas encore 

clairement élucidé. En 1997, il été suggéré que le gène codant pour ScECM4 serait lié à la 

biosynthèse de la paroi fongique (Lussier et al, 1997). De manière intéressante, nos résultats 
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cristallographiques obtenus pour le mutant TvGSTX3C56S montrent que cette protéine est 

capable de lier un additif de cristallisation de type « polymère glycosidique », le dextran-

sulfate. Compte-tenu de la présence de polymères glycosidiques dans la paroi fongique 

(Osumi, 1998), cette observation pourrait avoir une signification biologique vis-à-vis du rôle 

suggéré dans la biosynthèse de la paroi cellulaire. Chez les plantes et certaines bactéries du 

sol, d’autres rôles biologiques sont évoqués à propos des GSTX. A ce jour, le seul rôle avéré 

d’une GSTX est retrouvé dans la dégradation du pentachlorophénol pour PcpF de 

Sphingobium chlorophenolicum (Huang et al, 2008). Chez le peuplier, les deux isoformes 

PtGHR1 et PtGHR2 portent une séquence d’adressage et sont retrouvées au niveau du 

chloroplaste (Lallement et al, 2015). Plus généralement, il a été suggéré que les GSTX 

seraient retrouvées chez les organismes produisant par leur métabolisme des intermédiaires de 

type hydroquinone : chez les organismes photosynthétiques (plantes et cyanobactéries) et 

chez les organismes capables de dégrader la lignine (bactéries lignivores et champignons 

dégradeurs de bois) (Belchik et Xun, 2011). En effet, les intermédiaires de type hydroquinone 

sont capables de réagir spontanément avec le glutathion (Lam et al, 2012) et un moyen 

d’assurer la détoxication des produits formés serait de déglutathionyler ces espèces grâce à 

l’activité GHR des GSTX. Mais ces rôles restent des suggestions et des expériences 

supplémentaires seront nécessaires pour clarifier le rôle biologique des GST Xi en particulier 

chez les organismes photosynthétiques et lignivores. 

 Structure des GST Oméga 

Sur la base des séquences, les GSTO de T. versicolor peuvent être divisées en deux 

types phylogénétiquement distincts, précédemment décrits par Morel et collaborateurs (2009) 

dans une étude ciblant les GST de plusieurs champignons. Les GSTO de type II sont 

retrouvées au nombre de deux isoformes chez T. versicolor et présentent toutes deux une 

cystéine catalytique. Les GSTO de type III sont au nombre de quatorze isoformes : douze ont 

une sérine catalytique et deux présentent à la place une cystéine. Une extension du nombre de 

GSTO est observée chez d’autres basidiomycètes. De manière systématique, ce sont les 

GSTO de type III qui forment une extension de taille variable (pouvant atteindre quatorze 

isoformes chez T. versicolor), alors que les GSTO de type II sont présentes au nombre quasi 

constant de deux à trois isoformes chez tous les champignons. Cela suggère des rôles 

biologiques distincts entre ces deux types, bien que peu de données soient disponibles pour le 

moment. Notre étude en collaboration avec l’équipe d’E. Gelhaye (laboratoire IAM) montre 

que les TvGSTO à sérine catalysent des réactions GSH-transférase alors que les TvGSTO à 
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cystéine catalysent des réactions thiol-transférase, malgré une forte conservation de structure. 

Les résultats structuraux montrent que le site de reconnaissance du glutathion est bien 

conservé entre les différentes isoformes, et que la différence majeure au niveau N-terminal se 

trouve dans la nature du résidu catalytique porté en N-terminal de l’hélice α1, soulignant le 

rôle crucial de ce résidu dans la catalyse assurée par les GST Oméga. 

Au niveau structural, des différences notables ont pu être remarquées entre les 

structures des GSTO de T. versicolor résolues dans ce projet et celles d’autres organismes, 

malgré la conservation de caractéristiques communes. Le dimère particulièrement ouvert est 

une caractéristique également retrouvée dans la structure de HsGSTO1 humaine (Board et al, 

2000). Cette particularité serait déterminante dans la capacité de HsGSTO1 à déglutathionyler 

des protéines (parmi lesquelles l’actine B, certaines protéines ‘heat shock’ et la protéine 

induite par la prolactine) avec un rôle dans la régulation de la signalisation cellulaire (Menon 

et Board, 2013). Par analogie, des substrats de nature protéique pourraient aussi être 

déglutathionylés par les TvGSTO. Précédemment, la présence de résidus catalytiques autres 

qu’une cystéine a également été relevée pour la structure de la GST Oméga 3 de Bombyx mori 

présentant un résidu asparagine et une absence d’activité GSH-transférase avec le substrat 

CDNB (Chen et al, 2011). Dans le cas des TvGSTO de type III, un résidu sérine est retrouvé 

dans la plupart des isoformes, conférant une activité GSH-transférase envers ce substrat. 

Comparée aux GSTO humaines, les TvGSTO diffèrent essentiellement par l’absence 

d’une extension N-terminale rejoignant l’extrémité C-terminale, telle que celle observée chez 

HsGSTO1 (Board et al, 2000). Alors qu’aucune extension n’est présente chez les TvGSTO de 

type III, une extension différente se repliant en une hélice structurée supplémentaire est 

retrouvée pour TvGSTO3C. La deuxième différence notable est la présence chez les TvGSTO 

de type III d’une boucle d’insertion entre les brins β3 et β4 au niveau du domaine 

thiorédoxine. De manière intéressante, cette boucle de 15 résidus riche en proline recouvre le 

feuillet β, de manière similaire à l’extrémité N-terminale riche en proline de HsGSTO1 

(Board et al, 2000). Cette boucle peut aussi être apparentée à l’insertion de localisation 

similaire retrouvée chez la GST Zeta du champignon pathogène Coccidioides immitis, de 

fonction actuellement inconnue (Edwards et al, 2011). Précédemment il a été montré la 

ressemblance structurale des GST de classe Oméga avec les GST de classe Tau (Thom et al, 

2001). Ces deux classes partagent en effet la présence d’un dimère ouvert ainsi que d’une 

hélice α9 située à proximité du site actif. L’analyse structurale suggère que les plus proches 

homologues structuraux des TvGSTO sont les GSTU végétales, avant les GSTO d’Homo 
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sapiens et de Bombyx mori. Concernant les TvGSTOS de type III, cette ressemblance 

structurale est encore plus prononcée dans la mesure où l’extension N-terminale est absente et 

un résidu catalytique sérine peut être présent à l’instar des GSTU (Thom et al, 2001). Les 

implications biologiques de ces observations sont discutées dans la rubrique suivante. 

 Potentiel des TvGSTO dans la reconnaissance des polyphénols 

Au cours de ce projet, nous avons montré l’interaction des TvGSTO avec les 

molécules de la famille des polyphénols. Grâce aux expériences de TSA et d’inhibition 

cinétique, différentes molécules ont été identifiées parmi lesquelles des flavonoïdes, un 

stilbène et des hydroxybenzophénones. Deux sites d’interaction ont été mis en évidence grâce 

aux structures cristallographiques de complexes déterminées. Suivant les isoformes, ces 

interactions peuvent avoir lieu soit au niveau du site hydrophobe dans le site actif (site H), 

soit au niveau du site ligandine à l’interface du dimère (site L). Les spécificités structurales de 

chaque isoforme expliquent notamment le profil d’interaction spécifique de chacune d’elles. 

Cependant, aucune réaction catalytique avec les différentes molécules identifiées n’a été 

détectée. Les hydroxybenzophénones interagissent dans le site H de TvGSTO3S. Le 

métabolisme de ces molécules a été décrit chez T. versicolor et implique plutôt des 

glycosylations probablement par les glycosyl-transférases retrouvées dans la phase II (Gago-

Ferrero et al, 2012). Le stilbène oxyresvératrol et certains flavonoïdes interagissent également 

au niveau du site H, notamment la dihydrowogonine dans l’isoforme TvGSTO3S. Pour 

certaines isoformes (TvGSTO6S et TvGSTO2C notamment) l’interaction avec des 

polyphénols (naringénine et cis-oxyresvératrol) a été démontrée au niveau du site L. D’après 

la littérature sur les GST, ce site L est le plus souvent retrouvé à l’interface du dimère 

(McTigue et al, 1995 ; Brock et al, 2013 ; Ahmad et al, 2017) et a été associé à un rôle de 

transport et/ou de piégeage de molécules hydrophobes (Hayes et al, 2005). Les flavonoïdes 

sont des molécules qui bien souvent présentent des activités anti-fongiques et sont retrouvées 

en faible quantité dans certains bois (Valette et al, 2017). Dans le cas des champignons 

dégradeurs de bois, la libération de ce type de molécules à l’interface bois-champignon a lieu 

lors de la dégradation des polymères lignine et cellulose et leur détoxication au niveau 

intracellulaire est probablement cruciale pour la survie du champignon. L’analyse de 

fructifications de T. versicolor par spectrométrie de masse a révélé la présence de nombreux 

flavonoïdes présents dans le champignon (Janjusevic et al, 2017). Ces molécules proviennent 

probablement du substrat sur lequel le champignon croît (sol, bois), puisqu’à ce jour aucune 

voie de synthèse des flavonoïdes par les champignons n’est communément admise par la 
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communauté scientifique (Janjusevic et al, 2017). D’autre part, aucune étude ne démontre que 

ces molécules peuvent être glutathionylées par les systèmes de détoxication fongiques. Chez 

le maïs, il a été démontré la glutathionylation de molécules de la famille des anthocyanes, 

dont la structure est proche de celles des flavonoïdes, par l’action de la GST Bz2 appartenant 

à la classe Tau (Marrs et al, 1995). Cette GST interviendrait ainsi dans le transport des dérivés 

glutathionylés d’anthocyanes à la vacuole. D’autres GST végétales auraient un rôle similaire 

de transport des flavonoïdes à la vacuole, parmi lesquelles des GST de classe Phi chez le 

pétunia (Mueller et al, 2000), avec une fonction de co-transport avec le glutathion sans 

réaction catalytique. Les TvGSTO pourraient ainsi présenter des rôles similaires de 

détoxication des polyphénols, soit : 

(i) par conjugaison avec le glutathion, un rôle en cohérence avec la fixation de 

flavonoïdes au site H et à une distance cohérente du résidu catalytique, bien qu’aucun substrat 

de cette famille ne soit à ce jour décelé, 

(ii) par transport sans réaction catalytique, au niveau du site H (n’excluant pas un co-

transport avec le glutathion) ou du site L, le compartiment cellulaire d’adressage étant à ce 

jour indéterminé. 

La similarité structurale des TvGSTO avec les GSTU végétales renforce l’hypothèse 

d’un rôle possible dans le transport, voire la détoxication des polyphénols. Il est tentant de 

penser que la multiplication du nombre d’isoformes de GSTO chez T. versicolor et chez 

d’autres champignons saprotrophes pourrait être liée à la diversité des polyphénols libérés lors 

de la dégradation du bois. A l’heure actuelle, peu de données biologiques sont disponibles sur 

les GST Oméga fongiques. Chez l’ascomycète pathogène de plante Alternaria brassicicola, 

des études transcriptomiques montrent la surexpression des transcrits correspondant aux GST, 

dont notamment une GST Oméga (Sellam et al, 2007) lors de l’exposition à l’allyl-

isothiocyanate (une molécule antifongique synthétisée par les végétaux de la famille des 

Brassicacées). Concernant les dégradeurs de bois, des études transcriptomiques préliminaires 

chez T. versicolor suggèrent la surexpression de certains gènes de TvGSTO à cystéine en 

condition de carence (Eric Gelhaye, communication personnelle). Un rôle dans la réponse au 

stress est probablement retrouvé pour les TvGSTO. Des études supplémentaires seront 

nécessaires pour préciser la fonction biologique de ces GST chez les organismes fongiques. 
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 Méthodes d’obtention de structures de complexes GST-ligands 

Dès le début du projet d’étude des glutathion transférases fongiques, nos efforts se 

sont portés sur la détermination de structures de complexes GST-ligands. Dans un premier 

temps, l’obtention des structures des complexes entre TvGSTO3S et les dérivés du glutathion 

par trempage des cristaux de la forme apo nous a confortés dans l’utilisation de cette méthode. 

Cependant celle-ci s’est révélée infructueuse dans l’obtention de structures de complexes 

impliquant des molécules plus hydrophobes (dissoutes dans du DMSO) telles que les 

hydroxybenzophénones. Aucun pic correspondant aux ligands potentiels n’a été visible dans 

les cartes de densité électronique. Précédemment, d’autres études avaient rapporté un échec 

dans le cas de trempage de cristaux alors que la co-cristallisation avec la même molécule avait 

conduit à l’obtention du complexe (Gelin et al, 2015). D’autre part, les tests d’obtention de 

complexes avec des ligands dont les interactions potentielles étaient inconnues (criblage 

« aveugle ») ont également fait l’objet d’un certain nombre de collectes se résumant à des 

échecs.  

Deux éléments majeurs ont contribué à surmonter ces difficultés. D’une part, une 

stratégie de co-cristallisation a permis d’obtenir les structures des complexes de TvGSTO3S 

avec les HBPs, en utilisant les mêmes conditions de cristallisation que la forme apo. Pour les 

autres isoformes (TvGSTO2S, TvGSTO6S et TvGSTO2C) l’utilisation des conditions de 

cristallisation initiales, quel que soit le type de co-cristallisation (liquide ou sèche), n’a pas 

conduit à l’obtention de cristaux. Plutôt qu’une recherche de nouvelles conditions de 

cristallisation, une stratégie de « diffusion sèche » des ligands a été mise au point. Cette 

méthode repose sur la mise en contact de la liqueur mère contenant les cristaux de la forme 

apo avec le ligand potentiel séché au fond des puits des plaques de cristallisation : une 

alternative intéressante puisque le DMSO, solvant de la molécule d’intérêt ayant un effet 

néfaste sur les cristaux de protéines, est totalement évaporé comme c’est le cas dans la co-

cristallisation sèche (Gelin et al, 2015). Une stratégie similaire est évoquée sur le site 

d’Hampton Research (https://www.hamptonresearch.com), dans la rubrique « astuces de 

cristallisation » : le ligand sous forme de poudre peut être ajouté à la liqueur mère contenant 

les cristaux. Les changements de conformation des TvGSTO lors de la liaison à leur ligand 

sont locaux uniquement et aucun réarrangement structural majeur n’a été observé. Cette 

méthode de diffusion sèche s’est révélée particulièrement utile et a permis de déterminer un 

nombre conséquent de structures de complexes en un temps relativement court.  
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Le deuxième élément crucial a été l’orientation des tests de co-cristallisation ou de 

trempage à partir des données de TSA obtenues pour les ligands potentiels. Cela nous a 

permis de sélectionner les meilleurs candidats et ainsi d’augmenter les chances d’obtention 

d’une structure d’un complexe. Cette approche a conduit à la détermination de neuf structures 

de complexes GST-polyphénol, et toutefois à autant de structures sans ligand malgré une 

valeur de déplacement de température de demi-dénaturation (ΔTm) significative. Une 

explication possible de ces échecs est donnée par la condition de cristallisation dont le pH 

peut différer du pH optimal de fixation du ligand et ainsi prévenir sa fixation à la GST par 

modification des propriétés électrostatiques de la protéine. L’utilisation des données 

biophysiques permet d’enrichir les résultats positifs issus d’une campagne de criblage de 

molécules (Schiebel et al, 2016). En revanche, cette stratégie implique une restriction des 

molécules testées qui peut conduire à manquer des résultats positifs potentiels (Schiebel et al, 

2016). Dans l’ensemble, nos données illustrent l’utilité de la technique de TSA dans le cadre 

d’un projet de criblage cristallographique, comme cela a déjà été évoqué précédemment 

(Chung, 2007). 

 Utilisation de la « cristallographie d’affinité » 

Un de nos objectifs était de pouvoir identifier des ligands de GST à partir d’extraits 

naturels, en particulier des extraits de bois préparés par nos collaborateurs des laboratoires 

IAM et LERMAB. Des expériences d’inhibition avec une sonde fluorescente ont permis de 

pointer sur un extrait acétonique de duramen de merisier, stabilisant les isoformes de GSTO et 

contenant donc des ligands potentiels. Le fractionnement de cet extrait par HPLC, puis les 

expériences de RMN et de spectrométrie de masse suggéraient la présence de deux à trois 

molécules parmi lesquelles potentiellement un ou plusieurs flavonoïdes. Néanmoins, 

l’identification précise n’a pu être effectuée à partir de ces seules données. Une approche de 

cristallographie d’affinité à partir de l’isoforme TvGSTO3S a donc été développée : c’est-à-

dire une co-cristallisation de la fraction d’intérêt avec la GST dans le but d’identifier le ligand 

ayant la meilleure affinité parmi le mélange. Cette méthode décrite dans la littérature a permis 

à Aguda et ses collaborateurs d’identifier un nouvel inhibiteur de cathepsine K présent en 

faible quantité dans un extrait d’actinomycète (Aguda et al, 2016). Nos données de diffraction 

à haute résolution (1,70 Å) acquises à partir du co-cristal nous ont permis d’identifier une 

densité électronique au niveau du site H de l’isoforme TvGSTO3S. Les informations de 

structure liées à la forme de cette densité étaient en accord avec un ligand de type flavonoïde 

et ont précisé la stéréochimie S de l’atome de carbone C2. Les positions des différents 
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substituants (groupements hydroxyles et méthoxyles) sur le noyau flavanone suggérées par la 

densité électronique, combinées à l’information structurale acquise par RMN et MS ont 

permis d’identifier sans ambigüité la dihydrowogonine. La présence de ce polyphénol dans le 

bois de merisier est documentée dans la littérature (McNulty et al, 2009).  

La cristallographie d’affinité s’est révélée cruciale dans l’identification du polyphénol 

présent dans l’extrait de merisier interagissant avec l’isoforme TvGSTO3S. Il convient 

cependant de préciser que les données RMN et MS ont été indispensables à cette 

identification. Ces données permettent de confirmer la nature de la molécule suspectée, a 

fortiori dans le cas de molécules nouvellement identifiées. C’est dans ce cadre 

« multiméthodes » que la cristallographie d’affinité peut être réellement puissante. La 

cristallographie à elle-seule n’a pas la capacité réelle d’identifier de nouvelles molécules. 

Aguda et ses collaborateurs ont certes réussi à identifier un nouvel inhibiteur, le lichostatinal, 

dans le site actif de la cathepsine K sur la seule base de l’information structurale liée à la 

densité électronique (Aguda et al, 2016). L’obtention de la structure en complexe à partir de la 

molécule synthétique leur a permis d’assurer le résultat. La qualité, de même que la résolution 

des données de diffraction acquises, jouent évidemment un rôle déterminant dans 

l’identification. Par ailleurs, la stabilisation complète du ligand est nécessaire à son 

identification ainsi que son unicité. Dans le cas de deux ligands ayant des affinités proches 

pour la protéine, l’occupation simultanée au même site dans le cristal compromet en effet leur 

identification. Ces problèmes sont finalement similaires à ceux rencontrés lors de l’utilisation 

de cocktails de fragments lors d’une campagne de criblage cristallographique (Chilingaryan et 

al, 2012).  

 Perspectives appliquées à long terme 

L’utilisation des GST à des fins biotechnologiques est bien documentée. L’application 

la plus répandue est probablement retrouvée dans la purification de protéines fusionnées avec 

une étiquette GST sur colonne d’affinité de type sépharose-GSH (Lichty et al, 2005). 

L’affinité des GST pour le tripeptide est ainsi mise à profit pour faciliter la purification de 

protéines recombinantes. Plus généralement, la famille des GST est largement étudiée pour 

son potentiel en ingénierie protéique, c’est-à-dire dans l’amélioration ou la modification de 

leurs propriétés à des fins biotechnologiques ou industrielles. Ces applications sont 

notamment évoquées dans la revue de Perperopoulou et collaborateurs (2018). Brièvement, 

ces applications couvrent des domaines aussi variés que l’agriculture, l’environnement, la 
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médecine ou les nanobiotechnologies. A titre d’exemple, nous pouvons citer le 

développement de biosenseurs pour la détection de pesticides (Chronopoulou et al, 2012) ou 

d’herbicide (Oliveira et al, 2013) basée sur la capacité des GST à reconnaître ces molécules. 

En médecine, des inhibiteurs ciblant les GST humaines sont recherchés dans le cadre de 

certains cancers où ces protéines sont surexprimées et participent à la résistance aux 

chimiothérapies (Ramkumar et al, 2016 ; Karpusas et al, 2013). En nanotechnologie, des 

recherches portent sur l’ingénierie de ces protéines pour former des nanostructures ordonnées 

telles ques des nano-anneaux (Bai et al, 2013) ou des nano-câbles dans lesquels l’activité 

enzymatique des GST est conservée (Zhang et al, 2012). 

A travers ce projet, nous avons exploré la possibilité d’utiliser les GST comme outils 

pour identifier des molécules aux propriétés intéressantes parmi des extraits de bois tropicaux. 

Notre hypothèse de départ était que, les systèmes de détoxication des champignons ayant 

évolué pour reconnaître les métabolites secondaires de plantes, ces enzymes pourraient 

potentiellement être utilisées pour reconnaître et identifier des molécules aux propriétés 

antimicrobiennes ou antioxydantes. L’utilisation d’une banque de six TvGSTO couplée à la 

technique de TSA sur une banque d’extraits d’arbres amazoniens a permis d’identifier 

l’oxyresvératrol. Ce polyphénol interagit avec une affinité de l’ordre du micromolaire avec le 

site H de l’isoforme TvGSTO2S, mais également à son site ligandine. L’oxyresvératrol est 

une molécule ayant des propriétés anti-inflammatoires (Chen et al, 2013), anti-bactériennes 

(Joung et al, 2016) et anti-oxydantes (Lorenz et al, 2003) et est notamment utilisée en 

industrie cosmétique. Notre approche confirme ainsi le potentiel des GSTO pour sonder la 

diversité chimique des extraits de bois et suggère que d’autres GST de micro-organismes 

pourraient également être utilisées dans le cadre d’une approche similaire. 
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I Structures topologiques des substrats et ligands 

utilisés au cours de ce projet 
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Résumé : La détoxication est un processus biochimique qui est présent chez tous les 

organismes biologiques et qui leur permet d’assurer leur survie face aux xénobiotiques 

provenant de leur environnement. Les glutathion transférases (GST) représentent une large 

famille d’enzymes divisée en plusieurs classes qui participent à la phase II de détoxication en 

conjuguant le tripeptide glutathion au composé à éliminer. Par ailleurs, certaines GST ont un 

rôle non catalytique et assurent la séquestration ou le transport de molécules d’un 

compartiment cellulaire à un autre. Alors que l’activité catalytique des GST est étudiée depuis 

plusieurs décades, l’identification précise des molécules physiologiques ciblées par les GST 

reste un défi. Chez les organismes fongiques dégradeurs de bois, certaines classes de GST se 

sont étendues avec une multiplication du nombre d’isoformes codées au niveau génomique. 

Cette redondance serait le reflet de la diversité des molécules chimiques libérées lors de la 

dégradation enzymatique du bois. Au cours de cette thèse, des approches biochimiques et 

structurales ont été employées pour caractériser onze isoformes de GST du basidiomycète 

saprophyte Trametes versicolor. De plus, une approche utilisant des librairies de molécules a 

permis d’identifier une famille de ligands reconnus par ces GST, à savoir les polyphénols. Les 

modes d’interaction de ces ligands ont été décrits précisément à partir de la résolution de 

nombreuses structures cristallographiques. L’identification d’un flavonoïde à partir d’un 

extrait de bois de merisier (Prunus avium), arbre sur lequel croît T. versicolor, a notamment 

été permise par une approche de cristallographie d’affinité. Ces données suggèrent que les 

GST d’organismes fongiques saprotrophes pourraient prendre en charge les polyphénols 

libérés lors de la décomposition du bois. 

 

Mots-clés : glutathion transférases, dégradation du bois, polyphénols, cristallographie aux 

rayons X, Trametes versicolor 

 

 

 

Abstract : The ubiquitous biochemical process that enables each organism to cope with 

xenobiotics from its environment and thus ensures its survival is called detoxification. 

Glutathione transferases (GSTs) form a large family of enzymes divided into several classes. 

These enzymes participate in the detoxification phase II by conjugating the tripeptide 

glutathione to the molecule to be eliminated. Moreover, some GSTs are involved in non-

catalytic processes such as sequestration or transport of molecules from one cellular 

compartment to another. Studies dedicated to the catalytic activity of GSTs have been 

ongoing for decades, yet precise identification of molecules targeted by GSTs remains 

challenging. In wood-decaying organisms, some of the GST classes have expanded with an 

increase of the number of isoforms encoded at the genomic level. This redundancy would 

reflect the diversity of the small molecules released upon wood enzymatic degradation. 

Through this thesis work, biochemical and structural approaches were used in order to 

characterize eleven GST isoforms from the saprotrophic fungus Trametes versicolor. In 

addition, the use of libraries of molecules helped in identifying polyphenols as a family of 

ligands that bind these GSTs. The molecular interaction modes were described precisely 

based on the resolution of numerous crystal structures. The identification of a flavonoid from 

an extract of the wild-cherry tree (Prunus avium) on which T. versicolor grows, was enabled 

by using an affinity crystallography approach. These data suggest that fungal GSTs could 

interact with plant polyphenols released during wood degradation. 

 

Key-words : glutathione transferases, wood-degradation, polyphenols, X-ray crystallography, 

Trametes versicolor 
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