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Introduction

A- La traduction
Les étres vivants possedent une quantité immense d’information génétique contenue sur

un support biologique : leur ADN. Celui-ci leur sert de matrice pour produire I’ARN messager
puis les protéines nécessaires a leur structure et leur métabolisme. L’étape permettant de
produire les protéines est appelée « traduction », et elle est assurée par de grands complexes
moléculaires : les ribosomes. Apres transcription de ’ADN en ARN messager (ARNm), le
ribosome «lit » la séquence nucléotidique et, assisté par des protéines spécialisées, la
machinerie traductionnelle utilise ainsi les acides aminés libres a I’intérieur de la cellule pour
les assembler afin de produire les protéines. Ce processus est rapide, la vitesse étant de 10 a 22
acides aminés assemblés chaque seconde chez les procaryotes 2 et 5 a 6 acides aminés par

seconde pour les eucaryotes .

Les avancees techniques des derniéres années en matiére de cryo-microscopie
¢lectronique et de cristallographie ont permis 1’obtention de données précises sur la structure
tridimensionnelle des ribosomes, aidant ainsi a ameliorer la compréhension de ce mécanisme
incroyablement complexe qu’est la traduction. Nous allons voir dans cette partie les
caractéristiques des différents types de ribosomes, ainsi que les principales étapes de la

traduction chez les procaryotes, de I’initiation a la terminaison.

A.1-La structure du ribosome
Les ribosomes forment une machinerie ribonucléoprotéique complexe (2,5 MDa chez

les procaryotes, plus de 3,3 MDa chez les eucaryotes) destinée a déchiffrer le code génétique
(sous forme d’ARNmM) pour le traduire et produire les protéines. lls possédent deux fonctions
principales : celle de décoder I’ARNm en reconnaissant les codons et en faisant interagir les
ARNIt correspondants, chargées des acides aminés arrivant, puis celle qui consiste a assembler
les acides aminés entre eux, via la création de liaisons peptidiques. On les retrouve dans le
cytoplasme des cellules eucaryotes et procaryotes, mais également dans les organites des

cellules eucaryotes (mitochondries et chloroplastes).

Les ribosomes procaryotes sont composés d’une cinquantaine de protéines et 3 ARN
ribosomaux (ARNr) ; les ribosomes cytoplasmiques eucaryotes sont plus complexes puisqu’ils
possedent environ 80 protéines et 4 ARNr. Les ribosomes sont composés de deux sous-unités,

contenant chacune des protéines et une ou plusieurs ARNTr. Elles se différencient par la longueur
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Introduction

de leur(s) ARNTr, par le nombre de leurs protéines, et ainsi par leur coefficient de sedimentation
S (Sverdberg). Chez les procaryotes, on définit la petite sous-unité 30S et la grande sous-unité
50S, formant un complexe final 70S (Figure i.1). Cette organisation en deux sous-unités est
fortement conservée dans I’ensemble du régne du vivant. La petite sous-unité contient environ
vingt protéines et un ARNr 16S (environ 1500 nucléotides). Elle contribue & la reconnaissance
de I’ARNm, par I’intermédiaire des protéines ribosomales bS1, uS3, bS18 et bS21 et de I’ARNr
16S dont I’extrémité reconnait la séquence Shine-Dalgarno de ’ARNm *°. Elle permet
¢galement le décodage de ’ARNm en contrélant les appariements codon-anticodon entre
I’ARNm et les ARNt *. Enfin cette sous-unité contient également les sites de liaison pour les
facteurs d’initiation IF1, IF2 et IF3 4. La grande sous-unité contient quant a elle une trentaine
de protéines et deux ARNr, le 23S (environ 2500 nucléotides) et le 5S (environ 120
nucléotides). Elle catalyse la formation des liaisons peptidiques en utilisant 1I’énergie provenant
de I’hydrolyse du GTP, notamment grace aux facteurs d’élongation EF-G et EF-Tu. Le
mécanisme de catalyse des liaisons peptidiques se déroule dans le centre peptidyl-transférase
(PTC) de cette grande sous-unité. Par ailleurs, la grande sous-unité possede trois sites de
fixation des ARNI : i) le site A (aminoacyl-ARNt) dans lequel vient se fixer I’ARNt chargé de
I’acide aminé arrivant (ARNt*®) (hormis I’ARNt initiateur qui vient se fixer directement dans
le site P) ; ii) le site P (peptidyl-ARNt) sur lequel est accroché le polypeptide en cours de
synthese et ou a lieu la liaison peptidique, et iii) le site E (« exit ») qui permet le relargage de
I’ ARNt décharge, une fois la liaison peptidique catalysee au niveau du PTC (Figure i.1). Enfin,
il existe un tunnel a I’intérieur de la grande sous-unité, reliant le PTC jusqu’a la surface du

ribosome, qui permet ’émergence du peptide en cours de synthése.

Peptide naissant Tunnel de sortie

i“ peptide Figure i.1: Structure du ribosome bactérien. Structure

Ve du ribosome 70S avec ARNm, ARNt et chaine naissante.
— Grande sous-unité 505

Les ARNt sont présents dans les sites E, P et A,
respectivement en jaune, vert et rose. Le tunnel de sortie
D petite sous-unité 305 du peptide est représenté par des pointillés rouges.
o D’aprés Schmeing et Ramakrishnan, 2009 .
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A.2- Plusieurs types de ribosomes, suivant les organismes et/ou compartiments

cellulaires

Bien que I’architecture globale du ribosome soit conservée a travers le regne du vivant,
formant un macro-complexe ribonucléoprotéique composé de deux sous-unités, ces entités
possédent néanmoins des particularités structurales, suivant I’organisme et/ou le compartiment
ou elles se trouvent (Figure i.2). Comme nous I’avons vu précédemment, une différence
majeure est observable entre les ribosomes eucaryotes et procaryotes, puisque les premiers sont
plus volumineux, contenant un plus grand nombre de protéines, des ARNr plus longs mais
également un ARNr supplémentaire dans la grande sous-unité. Nous savons maintenant que les
ribosomes ont évolué ainsi pour permettre un mécanisme de traduction de plus en plus
complexe. En effet, chez les organismes eucaryotes, une plus grande diversité de protéines doit
étre traduite, et les mécanismes de décodage, de synthese, de correction de la traduction et de
modifications des peptides sont alors plus complexes. De méme, les ribosomes présents dans
les mitochondries et les chloroplastes montrent des particularités structurales, adaptees a la
traduction des protéines codees par les génomes chloroplastiques et mitochondriaux ; les mito-
ribosomes sont particulierement modifiés par rapport a la structure des ribosomes

cytoplasmiques (voir ci-dessous).

Concernant les ribosomes des organites, le ribosome mitochondrial se trouve a
I’intérieur de la matrice de la mitochondrie, fortement associ¢ a la membrane. Cela permet
I’insertion co-traductionnelle dans la membrane interne de la mitochondrie de la plupart des
proteines codés par le genome mitochondrial , notamment les protéines de la chaine respiratoire
7. Ces ribosomes contiennent moins d”’ARNr et de protéines ribosomales que leurs homologues
procaryotes et eucaryotes, et certains de leurs composants ne semblent pas avoir d’homologues
chez les ribosomes cytoplasmiques (Figure i.2) 8°. De plus, il semble exister une diversité de
ribosomes mitochondriaux, dont la structure peut fortement varier en fonction du type
d’organisme (protiste, levure, mammiféres, plantes; voir Tableau Supl dans 7). Les
particularités fonctionnelles de chacun des différents types de ribosomes mitochondriaux ne
sont pas encore connues a ce jour. On observe cependant que les protéines entourant le tunnel
de sortie du peptide sont pour la plupart spécifiques aux mitochondries (Figure i.2). De plus,
bien que son existence et son rdle soient encore trés contestés, un second tunnel de sortie du

peptide semble exister dans la grande sous-unité des ribosomes mitochondriaux &2,

Les ribosomes 70S de chloroplastes sont, quant a eux, beaucoup plus similaires a ceux

retrouvés chez les bactéries, et possedent peu de protéines ribosomales spécifiques (PSRP 1 a
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6)!2. Ces PSRP semblent étre localisées loin du tunnel de sortie du peptide (Figure i.2), et ne

participeraient donc pas a la régulation des événements co-traductionnels 2,

-ty - At
A e

&

g g )

Ribosome chloroplastique Ribosome mitochondrial

Figure i.2: Comparaison de 1’organisation des ribosomes cytoplasmiques, chloroplastiques et
mitochondriaux dans la région de ’extrémité du tunnel de sortie du peptide. La grande sous-unité des
ribosomes est vue du dessus, au niveau de I’extrémité du tunnel de sortie (représentée par un rond noir), d’ou
émerge le polypeptide naissant. L’extrémité du probable second tunnel de sortie du ribosome mitochondrial est
représentée par un carré noir. Les protéines ribosomales sont représentées de la méme couleur si elles sont

homologues. D’aprés Breiman et al, 2015 7.

A.3- Le tunnel de sortie du peptide

Le tunnel de sortie est situé a I’intérieur de la grande sous-unité ribosomale, reliant le
centre peptidyl-transférase (PTC) a la surface et permettant la sortie du peptide (Figure i.3). Sa
longueur est évaluée a environ 80 & 100 A 34 permettant ainsi de contenir une chaine
peptidique d’une longueur de 30 a 60 acides aminés °>1’. Le nombre d’acides aminés pouvant

étre présents dans le tunnel avant que la chaine peptidique n’émerge dépend de la capacité du
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peptide a se replier. Si aucune structure secondaire n’est formée (peptide en conformation
étendue), alors le peptide sortira du tunnel une fois que 30 & 40 acides aminés auront été
assemblés; si au contraire une structure secondaire se forme (type hélice a) alors la chaine
naissante contiendra 40 a 60 acides aminés avant d’émerger.

Ce tunnel est essentiellement formé par les régions conservées de I’ARNr 23S 18, et
posséde donc un fort potentiel électronégatif °2°. En plus de I’ARNr viennent s’ajouter des
extensions des protéines ribosomales uL4 et uL22, qui contribuent a former une zone de
constriction au sein du tunnel ** (Figure i.3). Nous ne connaissons pas encore le role précis de
cette région, mais des études récentes suggerent qu’elle permettrait de créer des interactions
avec le peptide naissant, qui contribueraient & réguler la traduction L. On retrouve également

une extension de la protéine uL.23 aux abords de la sortie du tunnel 8,

Figure i.3: Coupe transversale du ribosome

70S et visualisation du tunnel de sortie du

Peptidyl-ARNt

Partie supérieur P\!

peptide. Le tunnel de sortie du peptide se
décompose en trois zones, les parties
supérieures et inférieures contribuant au

repliement de la chaine peptidique, notamment
Zone de constriction

“—PTC  via des interactions avec les protéines ulL4,

Partie inférieur uL22 et uL23 constituant les parois du tunnel.

508 Un ARNI (en vert) est présent dans le site P du

Chafne naissante PTC. La sous-unit¢ 30S du ribosome est

sortie représentée en jaune et la 50S en bleu. D’apreés
Knoops et al, 2012 %

Durant de nombreuses années, ce tunnel a été considéré comme un canal passif,
permettant uniquement 1’émergence du peptide a la surface du ribosome. Cependant, de
récentes découvertes ont permis de mettre en évidence son réle dans la régulation de la
traduction. En effet, un certain nombre de séquences peptidiques peuvent entrer en interaction
avec des composants du tunnel, ARNr ou protéines. Une séquence particuliére de la protéine
bactérienne SecM est un exemple de plus en plus documenté. Cette protéine permet la
régulation de ’expression de la protéine SecA, et ainsi la régulation de la sécrétion des
protéines. SecM possede en C-terminal une séquence dite « séquence d’arrét SecM » qui,
lorsqu’elle traverse le tunnel de sortie, induit une pause dans la traduction. En effet la séquence
C-terminale d’arrét de SecM est capable d’adopter une conformation compacte et d’interagir

avec les composants du tunnel de sortie, au niveau de la zone de constriction %24 Des
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interactions spécifiques avec les protéines ribosomales ul4 et ulL22 ainsi que I’ARN 23S
modifient la conformation globale du ribosome 2425, qui observe alors une pause pendant la
traduction. Trés récemment, une structure en cryo-EM a environ 3,5 A de résolution a permis
de préciser au niveau atomique le mécanisme d’interaction de la séquence SecM avec le tunnel
de sortie du peptide 2* en montrant notamment un repositionnement de la sous-unité 30S par
rapport a la 50S. Actuellement, des recherches sont en cours afin de muter des résidus dans la
séquence C-terminale de SecM pour aboutir a des interactions plus forte avec le ribosome, et
ainsi permettre une pause de la traduction plus importante 2°. D’autres études commencent a
mettre en évidence le role de la séquence interne de SecM %/, ainsi que la séquence N-terminale
dans la régulation du mécanisme d’arrét du ribosome 28. D’autres séquences d’arrét permettant
la régulation de la traduction ont également été découvertes dans I’ensemble du régne du vivant,
comme TnaC 2°, MfiM 30, ErmCL 3, et ErmBL 3134,

A.4- Les étapes de la traduction chez la bactérie

Bien qu’il ait été montré que le ribosome est capable de synthétiser in vitro un peptide
en absence de facteurs de traduction, le mécanisme est lent et le mode d’initiation non
canonique . En réalité, le ribosome ne peut assumer a lui seul la fonction de traduction dans
la cellule et nécessite I’intervention de nombreux facteurs afin de réaliser de fagon optimale le

décodage de ’ARNm et la synthese de la chaine peptidique.

Ce mecanisme de synthése des protéines se deroule en trois étapes - I’initiation,

I’¢longation et la terminaison - nécessitant I’intervention de plusieurs protéines auxiliaires.

L’initiation de la traduction permet de mettre en place une machinerie fonctionnelle en
favorisant la reconnaissance de I’ARNm, de ’aminoacyl-ARNt initiateur, et en favorisant la
formation du complexe ribosomal entier (70S). Chez les bactéries, la petite sous-unité reconnait
un motif consensus particulier, appelé séquence Shine-Dalgarno (SD), précédant le codon
initiateur ATG, et s’y fixe. Des facteurs d’initiation (IF) permettent ensuite la reconnaissance
et la fixation de I’ ARNt initiateur (ARNt™®'), ainsi que la stabilisation du complexe en vue du
démarrage de I’¢longation (Figure i.4). Une fois la grande sous-unité fixée, la synthése

peptidique a proprement parler peut alors débuter.

Ce complexe final (70S) recrute tour a tour des facteurs d’élongation (EF-Tu et EF-G)
afin de d’assembler les acides aminés-ARNt. Le mécanisme de liaison des acides aminés se

déroule dans le centre peptidyl-transférase (PTC) de la grande sous-unité. L’acide aminé-ARNt
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arrive dans le site A, la liaison peptidique est formée avec I’acide aminé précédant se trouvant
dans le site P, puis le ribosome se décale d’un codon (translocation). Le cycle va alors continuer,

allongeant le polypeptide au site P, jusqu’a la reconnaissance d’un codon stop (Figure i.4).

La terminaison du processus de traduction se produit lorsque le site A du ribosome
rencontre un codon stop (Figure i.4). La reconnaissance de ce codon implique deux facteurs de
terminaison (« release factors » ou RF), RF1 et RF2 . Ils participent au relargage de la chaine
peptidique liée a I’ARNt du site P. Un autre facteur de traduction intervient, RRF (« release
recycling factor ») permettant la dissociation de ’ARNm et de I’ARNt présent dans le

ribosome, et par la méme occasion, les sous-unités ribosomales.

INITIATION
Hydrolyse du GTP
Accomodation
Dissociation de
EF-Tu
308 Facteurs d'initiation Assemblage
Fixation du tRNA des sous- A Transfert de la

unités IF2

Formation du
IF3 “ complexe ternaire
Reconnaissance du
e -
L

codon
ARNt
F3 ‘ ' initiateur \<' s j
Hydrolyse du GTP et EF-Tu ‘

dissociation des IF \a 2a-tRNA

Formation d'un
Fixation de IF3 et RF172 . état hybride
Dissociation de / “ ‘ Elongatlon |
I'ARNm et de y
'ARNt RRF €F-G Codon Stop dans <
v>\ Hydrolyse du GTP e site A ‘
Dissociation des Fixation de RF
‘ sous-unités EF‘G\(' EF-G
!
Deacyl- - y X
“Na
.y - ) ™ -

chaine peptdique

‘Er.m \

\ Deacyl-tRNA

mRNA § tRNA ™

Recyclage e

EF-G, RRF Hydrolyse du GTP

Relaraysge dd et translocation

peptide

Hydrolyse du GTP
Dissociation de RF

Figure i.4 : Vue d’ensemble du mécanisme de traduction chez la bactérie. Pour simplifier, toutes les étapes

intermédiaires ne sont pas montrées. D’aprés Schmeing et Ramakrishnan, 2009 ©.

Cette étape de traduction de I’ARNm chez les procaryotes a lieu alors que la synthése
du messager (transcription) est toujours en cours. Au fur et a mesure que I’ADN est transcrit et
que le messager s’allonge, les ribosomes se fixent a I’ ARNm. Il est ainsi possible que plusieurs

ribosomes se fixent les uns aprés les autres sur I’ARNm, formant ainsi un complexe appelé
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polysome, et permettant de traduire plusieurs fois la méme protéine a partir d’un seul

messager>’.

Les chloroplastes et les mitochondries possedent leur propre ADN et machinerie de
traduction. Dans ces compartiments la traduction de se déroule de fagon similaire a celle
retrouvée chez la bactérie3®°, sans toutefois que les mécanismes ne soient encore suffisamment

documentés pour bien comprendre leur spécificité 4 42,

Chez les eucaryotes, le mécanisme de traduction dans le cytoplasme est globalement
similaire, mais présente tout de méme certaines différences. Tout d’abord, la méthionine
initiatrice ne possede pas de groupement formyle comme observé chez les bactéries. Cependant,
I’ARNt possédant la méthionine initiatrice est différent des ARNt chargés d’incorporer les
méthionines internes a la séquence peptidique. L’ARNmM ne contient pas de séquence Shine-
Dalgarno, la petite sous-unité du ribosome vient donc se fixer en 5° de ’ARNm sur une
séquence appelée « coiffe » et contenant une protéine particuliere appelée CBP (CAP binding
protein), et effectue un balayage ou scanning de la séquence nucléotidique, jusqu’a arriver au
codon d’initiation AUG. Cette étape est assistée, en plus de la protéine CBP, par des facteurs
d’initiation fixés sur une queue poly-A en 3° du messager, et qui se fixent a la petite sous-unité
40S en circularisant ’ARNm. La reconnaissance du codon d’initiation par I’ARNt initiateur
déclenche la dissociation des facteurs d’initiation et le recrutement de la grande sous-unité 60S,
pour le démarrage de la traduction. De plus, contrairement aux procaryotes chez qui la
transcription et la traduction ont lieu dans le méme compartiment et sont couplées, I’ARNm des
eucaryotes est synthétisé dans le noyau, d’ou il est ensuite exporté¢ pour étre traduit dans le

cytoplasme, les deux processus ne pouvant donc pas avoir lieu simultanément.

A T’issue des trois grandes étapes décrites ci-dessus, les protéines sont nouvellement
synthétisées. Cependant, la seule synthése des chaines peptidiques par le ribosome n’est pas
suffisante pour obtenir des protéines fonctionnelles. En effet, d’autres étapes, co- et/ou post-
traductionnelles, sont nécessaires. Les protéines nouvellement synthétisées doivent ainsi étre
repliées (par des mécanismes généralement assistés par des chaperons), et subissent
généralement des modifications, réversibles ou non, comme 1’ajout de groupements chimiques
qui leur conferent une fonction précise. Certaines protéines vont également étre adressées vers
des membranes, pour étre sécrétées, inserées dans les membranes ou transloquées dans des

compartiments cellulaires.
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B- Les évenements co-traductionnels et les RPBs chez les procaryotes.

Dés que le peptide en cours de synthése émerge a 'extrémité du tunnel de sortie du
ribosome, les premiers évenements co-traductionnels se mettent en route, afin que la protéine
puisse acquérir la fonction et la localisation adéquates. Parmi ces évenements, nous pouvons
citer les modifications de I’extrémité N-terminale de la protéine, le repliement de novo, ainsi
que la prise en charge du complexe chaine naissante/ribosome pour I’adressage vers un
compartiment spécifique. Tous ces évenements sont assistés par des facteurs spécifiques, les

« ribosome-associated protein biogenesis factors » ou RPBs (Figure i.5).

Evénements co-traductionnels

Excision de la méthionine Repliement co-traductionnel Adressage aux membranes
(MetAP) par des protéines chaperones (SRP, Sec)
(TF)

Déformylation Repliement co-traductionnel a Ajout de groupement acétyle
(PDF) I'intérieur du tunnel (Nat)

Figure i.5 : Les différents évenements co-traductionnels précoces qui touchent une protéine en cours de
synthése lorsque celle-ci émerge du tunnel de sortie du ribosome. Les facteurs (RPBs) impliqués dans ces
différents évenements sont indiqués.

B.1- Les RPBs
a) Les modifications de I'extrémité N-terminale du peptide naissant : la voie de
I'excision de la méthionine N-terminale (NME)

L’excision de la méthionine N-terminale (voie de la NME) est le premier évenement co-
traductionnel qui touche une protéine en cours de synthése, des que celle-ci émerge du tunnel
de sortie. La NME est un mécanisme universel, essentiel et irréversible. Chez les procaryotes,
cette modification est effectuée en deux étapes successives, chacune d’elle étant assurée par
une enzyme dédiée : la peptide déformylase (PDF) clive le groupement formyl présent sur la
méthionine initiatrice, puis la méthionine aminopeptidase (MetAP) excise la méthionine
(Figure 1.6). Cet événement génére une grande diversité d’extrémités N-terminales et permet,

dans certains cas, d’autres modifications de la chaine peptidique en cours de synthése. Bien que

18



Introduction

le caractére co-traductionnel de la NME était connu depuis la fin des années 1960, I’interaction
directe entre les enzymes PDF et MetAP n’a été prouvée que récemment (voir section B.2 et

B.3 de I’introduction).

Dans le cytoplasme des eucaryotes, le mécanisme de la NME ne comprend qu’une seule
étape, I’excision de la méthionine initiatrice par la MetAP. En effet, la traduction dans le

cytoplasme des eucaryotes commence avec une Met initiatrice libre.

Il existe de nombreuses isoformes des enzymes PDF et MetAP, dont la structure et le

role seront détaillés dans les sections C.1 et C.2 de I’introduction.

fMet peptide Met peptide

O o000 - O 0000
PDF

Met peptide peptide

0000 - 0000
MetAP

Figure i.6 : Le mécanisme de la NME. La suppression du groupement formyl par la PDF n’a lieu que chez les

bactéries et les organites. L’excision de la méthionine par la MetAP est universelle.

b) L'acétylation N-terminale : Une autre modification du N-terminal chez les
protéines bactériennes
Il est maintenant admis que les protéines bactériennes peuvent étre acétylées, y compris

au niveau de I’extrémité N-terminale *3-%6, L acétylation, catalysée par les enzymes Riml/J/L,
touche la Met initiatrice si celle-ci n’est pas clivée par la voie de la NME, ou le deuxiéme acide
aminé (plus fréquemment Ser, Ala ou Thr), qui devient accessible aprés clivage de la Met
initiale. Comme chez les eucaryotes, I’acétylation N-terminale des protéines bactériennes est

vraisemblablement co-traductionnelle.

L’acétylation N-terminale des protéines bactériennes reste relativement rare (moins de
20% du protéome bactérien d’aprés les données actuelles), alors qu’elle est trés fréquente chez
les eucaryotes avec plus de 20% des peptides N-terminaux qui n’ont pas subi la NME,
aboutissant a une acétylation de la Met initiatrice, et plus de 50% des peptides N-terminaux qui
1’ont subi (acétylation du deuxiéme acide aminé) #’. Cette modification est également fortement
présente dans le protéome des chloroplastes, mais trés rare dans le protéome de la mitochondrie.

Enfin ’acétylation du N-terminal a également été identifiée chez les archées 2.
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L’acétylation de I’extrémité N-terminale des protéines est essentielle pour la viabilité
cellulaire chez les eucaryotes /490, Elle serait également impliquée dans la dégradation des
protéines !, ’adressage membranaire et les interactions protéine-protéine °2°3, Cependant, le

role de cette modification chez les procaryotes n’est pas encore connu.

c) Repliement de la chaine peptidique en cours de traduction : le trigger factor
(TF)
Chez les bactéries, le repliement de novo des petites protéines est le plus souvent (65 a
80% des cas) assuré par le trigger factor (TF), un chaperon moléculaire qui agit tres
précocement pendant la traduction, alors que les protéines plus grosses nécessitent ensuite
I’intervention d’autres chaperons, avec les systémes DnaK/DnaJ et GroEL/GroES >**°. Le TF
permet d’éviter également 1’agrégation des protéines en cas de mauvais repliement, et évite
ainsi une issue fatale pour les cellules, notamment & des températures supérieures & 30°C 67,
Bien que les protéines DnaK/DnaJ assistent le repliement des protéines de fagon co-
traductionnelle, seul le TF a été montré a I’heure actuelle comme étant en interaction directe

avec le ribosome (voir section B.2 et B.3 de I’introduction).

Cette proteine de 48 kDa se décompose en trois domaines (Figure i.7). Le domaine N-
terminal de 149 acides aminés est nécessaire et suffisant pour 1’interaction avec le ribosome %%
80, La partie centrale de la séquence protéique se replie de fagon a former un domaine a fonction
peptidyl-prolyl cis/trans isomerase (PPlase). Ce domaine n’est pas essentiel in vivo, il
intervient dans la reconnaissance du substrat et I’activité chaperone, mais son role précis reste
cependant encore mal connu 962, Enfin le domaine C-terminal correspond au module principal
d’activité chaperonne. Le TF expose des résidus hydrophiles et hydrophobes, et les différents

domaines possedent une bonne flexibilité, le tout permettant au TF de s’accommoder a un grand

nombre de substrats %6364,
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Figure i.7: Structure du Trigger factor (TF)
d’E. coli, composé de trois domaines. En vert et
Boucles additionnelles pour
Finteraction avec le ribosome bleu le domaine C-terminal & activité chaperonne,
en rouge le domaine N-terminal permettant
I’interaction avec le ribosome, et en jaune le
domaine PPlase dont la fonction est encore mal
omanefvtermee - connu. Les trois domaines du TF sont également
| o nommés T (tail), H (head) et A (Arm). D’aprés
e houe e GIIEREROn Ferbitz et al, 2004 &2

d) Le repliement de la chaine peptidique dans le tunnel de sortie du peptide

Le tunnel de sortie du peptide joue un role dans la régulation de la traduction, en
permettant au ribosome de ralentir, voire de s’arréter durant la synthése %, En effet, les résidus
chargés positivement, comme les lysines ou arginines présentes dans la chaine naissante,
peuvent ralentir ou arréter la traduction grace a des interactions charge-spécifiques entre la
chaine peptidique et le tunnel %2056 || permet également de provoquer un repliement co-
traductionnel du peptide, avant méme son émergence a la surface et sa prise en charge par les
proteines chaperonnes. Il a été montré par cryo-EM que chez le ribosome eucaryote 80S, le
repliement co-traductionnel du peptide en hélice a pouvait étre initi¢ a 1’intérieur méme du
tunnel 7%, De plus, certaines séquences peuvent se replier jusqu’a former des domaines

complets au sein du tunnel, comme des petits domaines en doigts de zinc 2! (Figure i.8A).

Enfin, il a également été montré par des méthodes utilisant la spectroscopie RMN que
le peptide naissant pouvait se replier partiellement a la surface du ribosome, a proximité de
’extrémité du tunnel de sortie, par des interactions avec I’ARNr et la protéine ulL.24 ™ (Figure
i.8B). Les auteurs suggerent que ce repliement partiel contribuerait a réduire les risques de
mauvais repliement. Comme un certain nombre d’autres évenements co-traductionnels, le
repliement du peptide naissant qui ne nécessite pas I’action de RPBs est dépendant de la

séquence du peptide.
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Figure i.8: Repliement du peptide naissant a I’intérieur du tunnel de sortie du ribosome. A) Formation de
structure secondaire du peptide ADR1 a I’intérieur du tunnel de sortie du peptide. Coupe transversale de densité
obtenue par cryo-EM. La séquence SecM permettant de bloquer le ribosome en cours de synthese est
représentée en vert, et un domaine de la protéine ADRL1 en rouge (PDB: 2ADR). La petite sous-unité 30S est
représentée en jaune, et la grande sous-unité 50S en gris. D’aprés Nilsson et al , 2015 2. B) Structure RMN
d’un complexe ribosome/chaine naissante (chaine peptidique de 110 acides aminés) montrant le repliement co-
traductionnel du peptide a la surface du ribosome. Le domaine désordonné est représenté en cyan, et le domaine
replié naturellement en rose (PDB 2N62 et BMRB 25748). D’aprés Cabrita et al, 2016 7.

e) Adressage du peptide en cours de synthese vers la membrane : voies SRP et
Sec
L’adressage d’un peptide vers une membrane se fait généralement en cours de traduction,
ce qui permet de ne pas exposer ses zones hydrophobes, évitant ainsi des défauts de repliement
et I’agrégation des protéines membranaires. Deux voies d’adressage aux membranes sont
possibles, via les particules SRP (« signal recognition particule ») et la voie Sec. La voie TAT

(« twin arginine translocation ») est également utilisée si la protéine est déja repliée 2.
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Chez les eucaryotes, les particules SRP sont des complexes ribonucléoprotéiques, composés
de six protéines (SRP54/19/68/72/9/14) et d’une molécule d’ARN 74, La protéine SRP54, trés
conservée, possede un domaine M qui reconnait la séquence signal hydrophobe du peptide
naissant, et un domaine NG qui se fixe au ribosome 374, Chez les bactéries, la particule SRP
est constituée d’une seule protéine (Ffh, qui est ’homologue de la protéine SRP54 des
eucaryotes), complexée a une molécule d’ARN *-" (Figure i.9A). Fhf posséde, comme SRP54,
des domaines M et NG qui reconnaissent I’hydrophobicité du peptide émergeant du ribosome,
permettant la formation d’un complexe ribosome:peptide:SRP, lequel est ensuite envoyé vers
la membrane plasmique 7. Il semblerait que le caractére hydrophobe du peptide naissant soit
nécessaire mais pas suffisant pour permettre sa prise en charge par la SRP, et que la rapidité du

peptide a se replier dans le cytoplasme influe négativement sur son interaction avec la SRP .

A B

Figure i.9 : Structure de la SRP d’E.coli et interaction avec le ribosome. A) Modéle moléculaire de la SRP
d’E.coli. Le domaine M de la protéine Ffh est représenté en jaune, et son domaine NG en vert ; I’ARN 4,5S est en
orange. D’apreés Schaffitzel et al, 2006 ”* B) En absence de chaine naissante, la SRP interagit avec le ribosome au
niveau de la protéine uL23 via son domaine N, alors que le domaine M scanne le tunnel de sortie dans I’attente du
peptide signal. A ce stade, les domaines M et NG sont flexibles et peuvent donc adopter des orientations
différentes. Une fois le peptide signal repéré, la SRP se retrouve fixée au RNC avec trois points de contact avec
la sous-unité 50S. Fth se lie a uL23 et uL.29 et I’ARN 4,5S a uL18. Le peptide vient alors s’ancrer dans la poche
hydrophobe du domaine M, et le domaine NG voit son affinité pour le GTP augmenter, ce qui est nécessaire pour
I’interaction avec le récepteur FtsY. La sous-unité 30S est représentée en jaune, la grande sous-unité 50S en bleu,
le peptidyl-ARNLt en vert, la SRP en rouge et les protéines ribosomales de contact, uL18 et uL23 en orange. D’aprés
Schaffitzel et al, 2006 ™.

De plus, il a été montré que d’autres parametres ont une influence sur I’interaction entre
le peptide naissant et la SRP. Ainsi si la séquence signal est défavorable a un repliement en

hélice a, cela empéche la reconnaissance par la SRP '8, alors que la présence de plusieurs résidus
p p
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basiques favorise cette interaction ’°. Des résultats récents montrent que la chaine naissante
comprenant le peptide signal de la proteine DsbA, cible de la SRP, adopte une structure étendue
dans le ribosome, avec seulement des populations mineures de structure hélicoidale &,
indiquant que la SRP pourrait tout de méme reconnaitre des peptides qui n’adoptent pas de

structure secondaire en hélice a.

Aprés la reconnaissance du peptide signal par la SRP et son transport jusqu’a la
membrane, la chaine en cours de synthése est alors prise en charge par des récepteurs de
particules SRP (SR chez les eucaryotes, FtsY chez les bactéries) permettant sa translocation au
niveau du complexe membranaire SecYEG de la membrane interne. Cette voie peut aussi

permettre a des protéines de passer dans le périplasme ou la membrane externe 6.

La voie Sec est une voie d’adressage des protéines membranaires indépendante des
particules SRP, faisant intervenir les protéines SecA et SecB 882 (Figure i.10). La protéine
SecB interagit avec la chaine naissante de certaines protéines et permet d’éviter des défauts de
repliement 8. La fagon dont SecB distingue les peptides qui doivent &tre transloqués est encore
mal connue. Une séquence de 9 acides aminés avec des cycles aromatiques ou réesidus basiques
semblent étre favorables, alors que les résidus acides ne semblent pas appropriés 8. Le
complexe chaine naissante:SecB interagit également avec SecA, par une interaction directe
SecA:SecB qui permet de transporter le complexe jusqu’a la membrane, pour la translocation
du peptide en cours de synthese au travers du complexe SecYEG. La protéine SecA ne sert pas
uniquement a adresser le peptide vers la membrane, elle permet également la translocation du
peptide par son activité ATPase en fournissant 1I’énergie nécessaire au systéme et en permettant
le décrochage de SecB. SecA se décroche du complexe une fois que la translocation du peptide

est effectuée 23-8°,
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Figure i.10: Schéma de I’adressage des protéines par le systéme Sec translocase. Le systéme Sec translocase
se trouve dans la membrane interne (ou membrane cytoplasmique (CM)), et fait intervenir le moteur SecA (en
vert) et le canal conducteur SecYEG (en orange) ainsi que des protéines auxiliaires comme YidC (en rouge) et
SecDF (en rose). La protéine Signal peptidase (SPase) permet de cliver le peptide signal sur la surface
périplasmique de la membrane. a) La protéine sécrétée est adressée au systéme Sec translocase par sa séquence
signal, qui est reconnue directement par SecA, ou avec I’aide de SecB (en bleu). b) Les protéines membranaires
peuvent étre adressées au systeme translocase en formant un complexe ribosome:chaine naissante:SRP et par
le récepteur SRP, FtsY (en violet). c) Certaines protéines membranaires sont insérées dans la membrane via
YidC. D’aprés Driessen et Nouwen, 2008 8L,

B.2- interactions RPB/ribosome

Comme décrit, plusieurs facteurs agissent sur le peptide naissant au moment ou celui-ci
émerge du tunnel de sortie. Cela contribue a lui conférer un certain nombre de propriétés qui
permettront a la protéine synthétisée d’acquérir sa fonction et donc d’assurer son destin. Il est
maintenant connu que tous ces facteurs exercent leur fonction de fagon tres précoce, en
interagissant a la fois avec le peptide naissant mais aussi avec le ribosome. Bien que de
nombreuses questions subsistent, I’accumulation des données permet de mieux comprendre la

régulation des événements co-traductionnels - modifications, repliement, adressage.

Ainsi, pour bien comprendre la dynamique spatio-temporelle d’intervention des RPBS,
il est nécessaire d’avoir un grand nombre d’informations les concernant : leur concentration
intracellulaire, leur localisation sur le ribosome, leur affinité pour celui-ci ainsi que ’influence
de la taille et de la nature du peptide naissant. L’ensemble de ces paramétres permet ainsi de
proposer des modeles pour comprendre leur intervention durant la synthese, ainsi que leur

possible coopération/exclusion au niveau du ribosome.
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Le caractére co-traductionnel de la voie de la NME a été décrit chez les bactéries il y a
pres de 50 ans. Il avait alors été montré que la déformylation de la méthionine initiatrice, suivie
de son excision, ont lieu tres tot dans la synthése des protéines, dés que le polypeptide en cours
de synthése émerge du tunnel de sortie du ribosome, lorsqu’il dépasse une taille d’environ 40
+ 5 acides aminés, pouvant aller jusqu’a 60 résidus 8%, Cependant, il a longtemps été admis
que la PDF n’interagissait pas avec le ribosome, car cette interaction n’était pas détectable, mais
aussi parce que I’enzyme est capable de déformyler un peptide en absence de ribosomes %. Ce
n’est qu’en 2008 que des études de co-sédimentation ont montré que la PDF d’E. coli interagit
avec le ribosome, entier ou la grande sous-unité 50S, selon une stoeechiométrie 1:1 et avec une
affinité relativement faible (K¢= 1,8 + 0,9 uM pour le 70S) °%. Ayant remarqué que le complexe
EcPDF:ribosome était sensible a la force saline du tampon, les auteurs ont présumé que le
maintien du complexe devait reposer en grande partie sur des interactions électrostatiques et
ont supposé que I’hélice o C-terminale de la PDF (voir section C.2), chargée positivement,
pouvait étre impliquée dans I’interaction. Ils ont alors délété cette hélice et montré que le variant
EcPDF-AC n’était plus capable d’interagir avec le ribosome, aboutissant a la conclusion que
cette hélice était vraisemblablement responsable de 1’interaction ECPDF:ribosome . Forts de
ce résultat, les auteurs ont alors résolu la structure cristalline d’un complexe entre un ribosome
70S d’E. coli et un peptide synthétique de 22 acides aminés dont la séquence correspond a celle
de I’hélice o C-terminale d’ECPDF (résidus 147 a 168). Cette structure montre que le peptide
utilisé, replié sous forme hélicale, vient se loger dans un sillon situé entre les protéines
ribosomales uL22 et bL32, a proximité de la protéine bL17 (Figure i.11) °. Cette zone
d’interaction est en accord avec des données de pontage chimique entre ECPDF et le ribosome
70S qui, couplées a une analyse en spectrométrie de masse, ont permis d’identifier la protéine
bL17 comme partenaire %'. Les interactions entre ce peptide C-terminal et le ribosome
impliguent des ponts salins ainsi que des contacts hydrophobes: la chaine latérale de la Leu149
du peptide est insérée dans une poche hydrophobe de la protéine ribosomale uL22, le résidu
Arg153 forme un pont salin avec le résidu Glu59 de la protéine ribosomale uL22, et le résidu
Lys157 interagit avec 1’hélice 24 du domaine I de I’ ARNr 23S %, Partant de cette structure, les
auteurs ont superposé la structure de la PDF d’E. coli entiére sur le peptide mimant son hélice
C-terminale, de fagon a modéliser le complexe PDF:ribosome. D’apres ce modele (Figure i.11),
le site actif de la PDF serait positionné vers I’extrémité du tunnel de sortie, & environ 35 A de
celui-ci. Cette distance correspond a la longueur qu’adopte un peptide de 13 acides aminés qui

ne forme pas de structure secondaire. Ainsi, en considérant que la longueur du tunnel
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correspond en moyenne & un peptide de 35 acides aminés en conformation étendue, cela signifie
que la PDF accueillerait dans son site actif un peptide long de 50 acides aminés ®*, taille qui est
tout a fait cohérente avec ce qui avait été montré précédemment 887, Enfin, considérant que les
trois résidus impliqués dans I’interaction avec le ribosome sont conservés dans la famille des
PDFs, les auteurs ont alors abouti a la conclusion que I’hélice C-terminale des PDFs est le
déterminant majeur de I’interaction des PDFs avec le ribosome %, hypothése corroborée par
des travaux qui montrent que cette hélice n’est pas indispensable a I’activité peptide

déformylase °2.

Or I’analyse des structures tridimensionnelles de plusieurs dizaines de PDFs procaryotes
et eucaryotes par cristallographie et RMN montre qu’elles peuvent présenter des structures
différentes du C-terminal, sur lesquelles nous reviendrons plus loin dans 1’introduction (voir
Section C.2). Ainsi le modele d’interaction entre la PDF 1B d’E. coli et le ribosome ne peut

&tre généralisé a toutes les classes de peptides déformylases .

Une étude plus récente, comparant 1’interaction d’ECPDF avec des ribosomes vides et
des ribosomes en cours de traduction, bloqués avec une chaine peptidique de 40 acides aminés,
n’a pas réveélé de différence dans la valeur de I’affinité, suggérant que la taille de la chaine en

cours de traduction n’a pas d’effet sur la fixation d’ECPDF avec le ribosome %,

Figure i.11 : Interaction de la peptide déformylase d’E.coli avec le ribosome. A) Interaction d’un peptide
synthétique correspondant a I’hélice o C-terminale d‘EcPDF, au niveau des protéines ribosomales uL22 (en
rose), bL32 (en jaune). Le tunnel de sortie du peptide est représenté par une étoile rouge. B) Superposition de la
structure d’ECPDF sur le ribosome, d’aprés les données de cristallographie obtenues avec le peptide synthétique

correspondant a I’hélice o C-terminale. Figures d’aprés Bingel-Erlenmeyer et al, 2008 .
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Les premiéres études sur la NME ont montré que la Met initiatrice est éliminée de la
protéine en cours de synthése sitot apres le clivage de son formyl, et lorsque 40 a 60 résidus ont
été synthétisés 868789 Plusieurs approches ont montré que les MetAPs, responsables de
I’excision de la Met initiatrice, interagissent avec le ribosome %%, avec une affinité de 2,4 +
0,4 UM ** mais la (les) région(s) des MetAPs impliquée(s) dans I’interaction n’ont pas encore
été clairement identifiée(s). Il existe plusieurs types de MetAPs (voir Section C.1), qui se
distinguent notamment par I’existence de domaines N-terminaux spécifiques (domaine en doigt
de zinc, domaine poly-chargé, motif d’interaction aux domaines SH3) *, lesquels seraient
impliqués dans I’interaction avec les ribosomes *°"%, ce qui reste a démontrer. Chez E. coli,
une boucle chargée positivement, située dans le domaine catalytique a proximité du site actif

de la MetAP, permettrait I’interaction avec les protéines ribosomales bL17 et uL23 (Figure i.12)
94

A B
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Figure i.12 : Interaction putative d’EcMetAP avec le ribosome bactérien. A) Potentiel électrostatique a la

surface de la MetAP. En bleu le potentiel positif et en rouge le potentiel négatif. En bas, boucle chargée
positivement, contenant la Lys211, permettant I’interaction de la MetAP avec le ribosome. B) Modéle in silico
du complexe MetAP:ribosome. Représentation de la MetAP en cartoon bleu foncé. L’ARNTr en gris, et les
protéines ribosomales bL17, bL32, uL22 et uL23 en rouge, jaune violet et orange, respectivement. D’aprés
Sandikei et al, 2013 .

De nombreux travaux ont permis de montrer que le trigger factor (TF) interagit avec les
protéines ribosomales ul23 et ulL29 ainsi qu’avec I’ARNr 23S, principalement par

I’intermédiaire de son domaine N-terminal 53919, Plysieurs structures de complexes entre le
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domaine N-terminal du TF et le ribosome (entier ou uniquement la grande sous-unité 50S) ont
révélé que ce domaine se positionne au niveau de I’extrémité du tunnel de sortie du peptide
63100101 (Figyre 1.13A), sous la forme d’une cavité hydrophobe, conférant au TF un role de
bouclier pouvant assister le repliement de la nouvelle protéine 1% (Figure i.13B). Au vu de
I’affinité du TF pour le ribosome et de sa concentration dans la cellule, il est probable que celui-
ci ait la capacité de se fixer sur n’importe quel ribosome, en cours de traduction ou non, et dont
le peptide posséde la séquence appropriée ou non. Cependant plusieurs études tendent a
démontrer que le TF interagit préférentiellement avec un ribosome en cours de traduction, la
chaine naissante ayant une influence sur I’affinit¢ TF:ribosome. La taille du polypeptide
naissant pris en charge par le TF est encore incertaine, allant de 20 a 60 acides amings 5364103104
et il a ét€ montré qu’il pourrait méme se fixer bien plus tardivement, sur un peptide d’au moins
100 résidus encore en cours de synthése, mais sans interaction avec le ribosome %, 11 a
¢galement été observé que 1’affinité du TF pour un ribosome contenant une chaine naissante est
d’autant plus importante que le peptide est long (environ 100 résidus) et hydrophobe 94105-108,
De plus, ’association de régions hydrophobes et chargées positivement sur le peptide favorise

le recrutement du TF.
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Figure i.13: Interaction du TF avec le ribosome. A) Structure du complexe formé entre le domaine N-
terminal du TF (les 112 acides aminés faisant partie du domaine d’interaction) et la sous-unité 50S de
Deinococcus radiodurans. L’ ARNr et les protéines ribosomales sont colorés en bleu pale, exceptés les protéines
uL22 (cyan), uL23 (vert), uL24 (jaune) et uL29 (orange). Le tunnel de sortie du peptide est indiqué par une
fleche. Deux orientations de la sous-unité sont représentées, avec les protéines uL1 et bL12 (L7/L12) comme
références. D’aprés Schlunzen et al, 2005 1. B) La détermination de la structure cristalline du domaine N-
terminal (domaine T sur la figure) du trigger factor avec le ribosome a permis d’établir un modéle de la fixation
du trigger factor entier sur le ribosome. Les trois domaines, A (C-terminal), T (N-terminal) et H (PPlase) du
trigger factor sont représentés. La chaine naissante arrive au niveau d’une cavité hydrophobe du TF. Le contact
principal du TF avec le ribosome se fait au niveau de la protéine uL23. Le peptide entame ensuite probablement
un repliement précoce dans la cavité hydrophobe formée par le TF. D’aprés Horwich, 2004 et Ferbitz et al,
2004 63'102.

Diverses études structurales ont montré que les particules SRP interagissent avec le
ribosome bactérien dans une région située a proximité de I’extrémité du tunnel de sortie du
peptide, plus précisément avec les protéines ribosomales uL.23 et uL29 719110 (Figure i.9B),
le domaine NG permettant cette interaction avec le ribosome 2. Le domaine M permet lui,
I’accrochage avec le peptide naissant 3. L’ARN 4,58 peut également interagir avec la protéine
ribosomale uL18. Le peptide signal reconnu par la SRP montre de fortes variations en terme de
taille et de composition en acides aminés, mais il présente toujours une région hydrophobe 1.
Il est difficile de discriminer les peptides qui seront pris en charge par la voie Sec et ceux par
la voie SRP '2, Bien que la SRP puisse interagir avec un ribosome en absence de chaine
naissante, celle-ci permet d’augmenter fortement 1’affinité de la SRP pour le complexe RNC
113-115 1] semblerait que la fenétre d’intervention de cette enzyme soit assez courte, puisque

qu’elle ne peut plus interagir si le peptide naissant dépasse une longueur d’environ 140 acides
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amings 113114116 De plus, il a été montré que la majorité des interactions de la SRP avec le
ribosome se font lorsque le peptide atteint une taille d’environ 40 a 55 acides aminés, lorsque
le peptide émerge du tunnel 118117 Cependant, une étude récente suggére que la SRP peut
interagir avec le complexe RNC, bien avant que le peptide émerge a la surface, par
I’intermédiaire de son domaine protéique M, qui entre en contact avec le peptide naissant a
I’intérieur du tunnel %, Concernant le récepteur SecYEG, il entrerait en contact avec le
ribosome au niveau de la protéine uL23 lors de la translocation du peptide 8. Ainsi, suivant
I’organisme étudié, la technique utilisée ainsi que la nature du peptide en cours de synthese, il
est encore difficile de déterminer précisément la fenétre temporelle d’intervention de cette

enzyme.

Comme décrit plus haut, un certain nombre de protéines bactériennes (protéines
périplasmiques ainsi que protéines de la membrane externe) peuvent étre adressées a la
membrane cytoplasmique par la voie Sec, indépendamment de la voie SRP (Figure i.10), ce qui
permet leur translocation a travers cette membrane. Les proteines prises en charge par la voie
Sec possédent en N-terminal une séquence signal, qui est clivée durant la translocation 2. 1l a
longtemps été admis que 1’adressage par la voie Sec était intégralement post-traductionnel
8182119 13 reconnaissance de la protéine substrat et sa translocation se faisant une fois le peptide
détaché du ribosome. Il a cependant été démontré que SecA peut interagir avec des peptides
naissants 12122 ainsi qu’avec les ribosomes, & proximité du tunnel de sortie du peptide 23124 ;
I’affinité de SecA pour un ribosome bloqué en cours de traduction est inférieure 0,5 pM 23,
Ainsi SecA reconnaitrait le peptide naissant (contenant environ 160 résidus), I’adresserait a la
membrane plasmique ou il se détacherait et serait alors transloqué de fagon post-traductionnelle
(Figure i.10) 23, Le role de SecB n’est pas encore bien compris, mais il contribuerait, grace a
sa fonction chaperon et a une interaction directe avec SecA, a I’adressage du peptide vers le
translocon SecYEG (Figure i.10) 2. De méme il n’est pas encore clairement défini comment
SecA interagit avec le ribosome puisque des études contradictoires montrent que SecA pourrait
se fixer sous forme monomérique 2 ou dimérique 24, Une premiére molécule de SecA se
fixerait a la protéine ribosomale uL23 23124 puis une deuxiéme interagirait avec les protéines
ribosomales uL22 et uL24, recouvrant totalement ’extrémité du tunnel de sortie *2* (Figure

i.14).
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Figure i.14: Le ribosome 70S en interaction avec deux
molécules de SecA. La premiére protéine SecA vient se
fixer sur la protéine ribosomale ulL23. La seconde
molécule SecA vient se fixer au niveau des protéines

ribosomales uL22/uL24 a ’extrémité du tunnel de sortie

Tunnel de sortie du

peptide du peptide. Les deux molécules entourent complétement le

tunnel de sortie du peptide. Dans ce modele, ni le TF ni la
SRP ne peuvent interagir de concert avec SecA Singh et
al, 2014 24,

B.3-La plateforme d’interaction des RPBs / régulation

Comme nous I’avons vu, un certain nombre de protéines non-ribosomales sont chargées
d’effectuer des modifications sur le peptide naissant, trés précocement durant la synthese. Afin
que les étapes d’élongation, de repliement, d’adressage et de contr6le qualité permettent une
synthése efficace et ainsi d’aboutir a une protéine repliée, fonctionnelle et correctement
localisée, une coordination efficace doit étre établie entre les différents facteurs. Ainsi,
I’ensemble des protéines ribosomales se trouvant sur la surface du ribosome, autour du tunnel,
contribue a former une plateforme d’interaction et de régulation pour I’intervention des facteurs
auxiliaires ®4125-127 Cette région comprenant les protéines ribosomales bL17, bL22, bL32,
uL24, uL29 et uL23 semble donc étre fortement impliquée dans la régulation des modifications
co-traductionnelles précoces (Figure i.15) 22. D’ailleurs, il apparait que la protéine uL.23 est un
site de fixation universel pour plusieurs facteurs, tel le TF 128, SecA 123 et SRP 7. Cette protéine
possede un domaine constituant une partie du tunnel de sortie, et un domaine a la surface du
ribosome. Il est donc fortement suspecté qu’elle puisse permettre un forme de communication
entre la chaine en cours de synthése a I’intérieur du tunnel et la surface du ribosome, bien que
ce mécanisme n’ai pas encore été démontré. I1 faut également noter que méme si les protéines
ribosomales impliquées dans les interactions avec les différents RPBs sont identifiées, il est

¢galement important de prendre en compte I’encombrement stérique des RPBs (Figure i.15B).
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Figure i.15: Plateforme de recrutement des facteurs impliqués dans les modifications co-traductionnelles
précoces du N-terminal des protéines chez le ribosome d’E .coli. A) Repésentation des différents facteurs
intervenant au niveau du tunnel de sortie du peptide. B) Localisation des différents acteurs des modifications
précoces du N-terminal, aux abords du tunnel de sortie du peptide. L’étoile jaune représente la sortie du tunnel
du peptide. TF pour trigger factor, PDF pour peptide deformylase, SRP pour « signal recognition particle » et

MetAP pour methionine aminopeptidase. D’aprés Selmer et Liljas, 2008 127,

La synthese des études réalisees sur ces différents facteurs a donc permis de déterminer
la localisation des différents RPBs sur le ribosome (Figure i.15A) et ainsi d’établir des modéeles

dynamiques de la régulation des modifications co-traductionnelles (Figure i.15B).

Chez E. coli, la PDF interagit au niveau des protéines ribosomales bL17 et uL22 °!, et
la MetAP au niveau des protéines ribosomales bL17 et uL23 (Figure i.15B ) %. Bien que ces
sites de fixation soient distincts, ils sont suffisamment proches 1’un de 1’autre pour entrainer un
encombrement stérique si les deux protéines se fixaient en méme temps au ribosome,
conduisant a une compétition entre la PDF et la MetAP (Figure i.15B) %. La déformylation
ayant lieu obligatoirement avant 1’excision de la méthionine initiatrice *2°, la PDF intervient
nécessairement sur la chaine avant la MetAP. Ainsi, la cinétique rapide de la PDF, sa faible
affinité pour le ribosome et sa faible abondance (environ 1300 PDF par cellule, pour 50000
ribosomes) sont autant de facteurs suggérant qu’elle pourrait scanner le ribosome et agir
rapidement sur la chaine pour ensuite se décrocher et laisser la MetAP agir. Jusqu’a présent

aucune donnée ne suggere que la longueur de la chaine peptidique a une influence sur
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I’interaction ®. De plus, des études in vitro n’ont pas montré de spécificité de substrat 0.
Actuellement, il n’a donc pas été observé que 1’état de traduction du ribosome avait une
influence sur le recrutement de la PDF. En ce qui concerne I’excision de la méthionine, il
apparait que cet événement intervient lorsque la chaine peptidique atteint une longueur de 40 a
50 acides aminés °* et que la nature du second acide aminé, ainsi que les 4-5 suivants, ont une
influence sur les paramétres cinétiques de la MetAP 31, Une étude réalisée avec des ribosomes
bloqués ayant une chaine de 40 acides aminés n’a cependant pas montré une influence de la
chaine peptidique sur I’affinité de la MetAP avec le ribosome (Kg= 2,4 + 0,4 uM) %4, 1l est
supposé que les cinétiques rapides d’intervention de ces deux enzymes permettent de
compenser leur faible abondance dans la cellule **. Cependant, la littérature ne donne encore

que trés peu d’informations sur la régulation de I’intervention de ces deux enzymes.

Nous avons vu que le TF interagit avec le ribosome au niveau des protéines ribosomales
uL23 et uL29 (Figure i.15B). Méme si le TF possede une forte affinité pour le ribosome (Kq=
2 nM pour des ribosomes en cours de traduction et 100 nM pour des ribosomes dépourvus de
chaine naissante) %2, il a été montré que plus la chaine peptidique est longue, plus le TF a
d’affinité pour le complexe ribosome:chaine naissante (RNC) °71% Une chaine de 43 acides
aminés peut interagir avec le TF, mais c’est a partir de 90 acides aminés que la chaine naissante
engage le plus d’interactions avec le TF, notamment avec le domaine PPlase. Ainsi, les auteurs
ont suggéré que le mécanisme d’assistance au repliement effectué par le TF a lieu de fagon
optimale lorsque la chaine peptidique atteint une longueur de 90 acides aminés %4, Cependant,
étant donné que 1’affinité du TF pour les ribosomes vide est assez importante **2, que la nature
du peptide naissant présent dans le tunnel influence son affinité 33, et que sa durée de fixation
sur le ribosome est relativement longue (entre 15s et 50s suivant les caractéristiques du peptide
en cours de synthése et partant du principe que les ribosomes assemblent entre 10 et 20 acides
aminés par seconde) 1%, les auteurs ont supposé que ce facteur peut interagir avec le ribosome
des le début de la traduction, et qu’il reste fixé aux abords du tunnel de sortie du peptide jusqu’a
ce que le peptide atteigne une longueur d’environ 150 a 200 résidus 4. Cette hypothése reste
valide si on tient compte du fait que ce facteur n’entre pas en compétition avec la PDF et la
MetAP %%, En 2008, alors que les données d’interaction de la MetAP avec le ribosome n’étaient
pas encore disponibles, le site de fixation du TF au ribosome étant différent de celui de la PDF,
il a tout d’abord été proposé qu’il puisse interagir simultanément avec la PDF et la MetAP (en
supposant que celle-ci n’entrait pas en compeétition avec la PDF). Cela permettant de diriger la

chaine émergente vers I’'une ou 'autre des deux enzymes se trouvant de part et d’autre du TF
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(Figure i.15B) 1. Pourtant, des études in vivo plus récentes proposent une forme de compétition
entre le TF et la PDF %% car la surexpression du TF semble provoquer une croissance
cellulaire légérement réduite, phénotype particulierement évident lorsque les cellules qui
expriment la PDF endogéne d’E. coli ont été traitées avec un inhibiteur de PDFs, I’actinonine.
Cette inhibition cellulaire par surexpression de TF est également exacerbée lorsque les cellules
inhibées par I’actinonine expriment la version tronquée en C-terminal de la PDF d’E. coli. Etant
donné que les 21 derniers résidus de I’hélice C-terminale de la PDF d’E. coli ne sont pas
nécessaires pour assurer le caractére essentiel de la PDF in vivo %, mais qu’une interaction de
celle-ci avec le ribosome a été observée, les données in vivo ci-dessus ne trouvent pas
d’explication a ce jour. Pour compliquer encore davantage le scénario, plusieurs données
d’interaction in vitro montrent que TF et PDF ou MetAP peuvent se lier simultanément a
ribosomes ou RNC ®4132 Méme si des compétitions partielles entre ces facteurs ont pu étre
observées %, il a été proposé que TF reste lié lorsque la PDF interagit avec les RNCs spécifiques
ou les ribosomes vides mais avec des agencements modifiés (des modifications partielles ou
aucune altéeration du Kq pour la liaison du TF au ribosome n’a été observée en présence de
concentrations croissantes de PDF) 132, Les mémes résultats ont été rapportés pour la MetAP
d’E. coli 1*2. Néanmoins, il faut rappeler qu’une étude précédente sur la localisation de la
MetAP bactérienne sur le ribosome % a suggéré qu’une compétition pouvais exister entre la
PDF et la MetAP, due a la promiscuité des sites d’interaction des deux enzymes et de leur
encombrement stérique. De plus, bien qu’il n’y ait pas eu de compétition observée concernant
’interaction du TF et de la MetAP sur le ribosome 132, 1’efficacité de I’excision de la méthionine
est plus faible lorsque le TF est déja présent sur le ribosome, suggérant que sa fixation réduit
I’efficacité de la MetAP, et que le TF doit intervenir aprés ’excision de la méthionine %*. Cela
est probablement di au fait que, malgré des sites de fixation distincts, le recouvrement du

peptide naissant par le TF le rend inaccessible pour la MetAP (Figure i.16).

Bien que les résultats ne sont pas encore tres clairs et parfois méme contradictoires au
premier abord, il semblerait que le modéle admis actuellement consiste en I’intervention
séquentielle de ces facteurs, a savoir la PDF dans un premier temps, suivie de la MetAP puis

enfin du Trigger factor (Figure i.17C).

La particule SRP se fixe, tout comme le TF, au niveau des protéines ribosomales uL23
et uL29, suggérant une compétition entre ces deux enzymes (Figure i.16). Cependant, les
données de la littérature sont encore contradictoires, certains résultats indiquant une interaction

simultange 123134135 et d’autres une compétition entre ces deux enzymes '"3¢137, Une autre
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étude indique que la SRP et le TF peuvent interagir en méme temps, mais que cela impose un
réarrangement du complexe ribosome:facteur, réarrangement résultant en un avantage
compétitif en faveur de la SRP 32, 1l a été montré précédemment que la SRP pouvait interagir
avec le ribosome et reconnaitre un peptide signal alors méme que celui-ci est encore contenu
dans le tunnel 1%, Dans ce cas de figure, la SRP peut intervenir soit avant, soit a la place du TF.
Il apparaissait ainsi que ces deux enzymes entraient en compétition, la nature du peptide en
cours de synthése permettant de discriminer I’intervention de 1’une ou I'autre de ces deux
enzymes pour un repliement co-traductionnel de la chaine ou son adressage a la membrane. 11
a été propose que le TF empéche la fixation de la SRP dans un contexte ou le peptide est peu
hydrophobe 2. Le TF et la particule SRP reconnaissent I’hydrophobicité du peptide émergent,
sans toutefois que I’on ait pu déterminer des séquences spécifiquement reconnues par la SRP
ou le TF. Un étude plus récente a montré que la SRP reconnait préférentiellement les domaines
transmembranaires hydrophobes, et exclut plutot les sequences signal de protéines de la
membrane externe, prises en charge probablement par la voie Sec 1. Ce travail propose un
fonctionnement universel pour la SRP d’E. coli dans 1’adressage des protéines a la membrane
interne (IMP pour inner membrane protein), a I’exception des courts IMPs (i.e., YbgT and
YbhT), suggérés comme étant pris en charge par YidC!3®. Cela n’exclut pas qu’un groupe
important soit également substrat des SRP, incluant des protéines cytoplasmiques comme la
chaperonne DnaK. Dans ce travail trés récent, il a été montré également que 1’adressage des
protéines médié par la SRP n’est pas influencé par le TF, qui semble ne pas partager le méme
ensemble de substrats. Ainsi, en opposition avec d’autres donnees, les auteurs ont trouvé que le
TF n’augmente pas la spécificité de SRP (la surexpression de TF n’affecte pas le binding de
SRP a ses substrats mais au contraire la délétion de TF augmente I’interaction avec des IMPs
et réduit I’interaction avec les protéines cytosoliques). Enfin, les résultats de cette étude ne sont
pas en accord avec d’autres données montrant que la SRP peut lier indistinctement tous les
ribosomes au début de la traduction, avant que leur N-terminus émerge 3. Les données de
protéomique et de I’interactome de la SRP ont en effet montré que les SRP semblent se lier au
RNC lorsque les chaines naissantes sont d’environ 50 a 100 résidus de long!®. Enfin, il
semblerait que la SRP et la PDF ou MetAP n’entrent pas en compétition, méme si le ribosome
traduit une chaine naissante possédant une séquence signal pour la SRP %, indiquant que la
PDF ou la MetAP peuvent probablement agir et permettre ensuite a la SRP de prendre en charge

le complexe RNC pour I’adresser a la membrane **° (Figure i.17A).

36



Introduction

A

PDF MetAP TF SRP

2008 2013 2014

Figure i.16: Intervention spatiale des différents RPBs. A) Structure des protéines PDF, MetAP, TF et SRP en
interaction avec le ribosome.!?® b) Evolution du modéle d’interaction de différents RPBs sur le ribosome depuis

les derniéres années 9126132

Enfin, il a été montré que le translocon SecYEG peut également interagir avec le
ribosome, au niveau de la protéine ribosomale uL23 et uL29 ¥Cependant, bien qu’aucune
donnée ne soit disponible concernant la taille du peptide naissant lors de cette interaction, les
auteurs soupgonnent que celle-ci a lieu aprés I’intervention de la SRP (Figure i.17B). Pour finir,
la protéine SecA interagit au niveau des mémes protéines ribosomales que le TF et la SRP
(uL23) et possiblement avec les protéines uL22 et uL24, et intervient relativement tard durant
la synthese du peptide afin de repérer une séquence signal. L’influence de la séquence
peptidique sur son recrutement n’a pas été démontrée. Les seules données disponibles indiquent
qu’elle ne peut interagir avec le complexe RNC lorsque la chaine peptidique dépasse 166 acides
aminés, mais nous ne savons pas quelle est la taille minimum du peptide naissant pour que SecA

puisse interagir.
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Figure i.17 : Intervention temporelle des différents RPBs. D’aprés Gloge et al, 2014 12

A) Intervention spatiale des RPBs dans un contexte de translocation co-traductionnelle. La SRP se fixe trés
t6t durant la synthése, puis interviennent la PDF et la MetAP. Suite a I’excision de la méthionine, la SRP
reste fixée sur le ribosome jusqu’a la prise en charge du RNC par le complexe SecYEG. B) Intervention
spatiale des RPBs dans un contexte de translocation post-traductionnelle. La SRP est la premiere enzyme a
intervenir sur le ribosome, mais se retire avant intervention de la PDF et la MetAP. Suite a 1’excision de la
méthionine, SecA se fixe au ribosome et par ’intervention de SecB le peptide est adressé au complexe
SecYEG. C) Intervention spatiale des RPBs dans un contexte de repliement du peptide dans le cytosol. La
SRP est présente avant ’intervention de la PDF et la MetAP, puis suite a I’excision de la méthionine le TF

intervient, pour que le peptide soit ensuite pris en charge par les chaperones DnaK/J et GroEL/ES.

En conclusion, bien que des modeles ont été proposés (Figure i.16 et i.17), les donnees
actuelles concernant I’intervention des facteurs impliqués dans les modifications précoces du
N-terminal ne sont pas toutes en adéquation. S’il apparait que la PDF intervient avant la MetAP,
nous ne savons pas réellement ce qu’il en est concernant le TF et la SRP. Ces deux enzymes
peuvent entrer en compétition, mais ce n’est pas toujours le cas, et bien que leur intervention
soit favorisée par I’émergence de séquences peptidiques particulieres a la sortie du tunnel, des
signaux envoyés depuis I’intérieur du tunnel, trés précocement durant la synthese, servent de
signal pour leur recrutement. Il est fortement probable que la séquence en cours de traduction
permette de réguler I'intervention des différentes enzymes, en favorisant la NME et/ou le

repliement et/ou I’adressage du peptide durant la traduction.

38



Introduction

C-La voie de I’excision de la méthionine N-terminale : la NME

Le premier résidu incorporé lors de la synthese peptidique est, dans la grande majorité
des cas, une méthionine; de rares exceptions ont toutefois été observées, chez les bactéries, les
eucaryotes et les protéines virales, ou la synthese protéique peut débuter par un résidu Val, Leu
ou GIn #1714 Chez les bactéries et dans les organites (mitochondries et chloroplastes), la
méthionine initiatrice posséde un groupement formyl, ajouté sur le groupement amino-terminal
de la méthionine chargée sur I’ARNtV® initiateur (Met-ARNtM® — Fo-Met-ARNtM®) par la
méthionyl-ARNt formyltransferase (FMT); la formylation permet vraisemblablement de
stabiliser le complexe ribosomal durant I’initiation de la traduction *. Pourtant, la plupart des
protéines perdent leur méthionine initiatrice ou la formyl-méthionine grace a un processus co-
traductionnel protéolytique appelé excision de la méthionine N-terminale (NME). Ce
mécanisme est universel et irréversible, et a été mis en évidence dans I’ensemble du régne du
vivant %2, Ce processus essentiel a lieu aussi bien chez les procaryotes que dans le cytoplasme
et les organites des eucaryotes (mitochondries et chloroplastes). La NME est assurée par deux
enzymes: la peptide déformylase (PDF) qui enléve le groupement formyl quand il est présent
(dans les bactéries et organelles) et la méthionine aminopeptidase (MetAP) qui clive la
méthionine initiatrice uniquement aprés 1’action préalable de la PDF ?°, La déformylation
concerne plus de 90% du protéome chez la bactérie et dans les chloroplastes, et ne concerne
que quelques proteines dans les mitochondries. En effet, le nombre de protéines codées dans le
génome mitochondrial est variable en fonction de [l'organisme (par exemple, 13
chez I'hnomme et 33 dans la plante modéle Arabidopsis thaliana). A cause de leur forte
hydrophobicité, la caractérisation chimique de ces protéines et en particulier de leur extrémité
N-terminale est restée inaccessible durant longtemps. En mesurant la masse moléculaire de la
plupart des 13 protéines mitochondriale de cceur de beeuf, il a été suggéré que probablement
seule la protéine CoxIl subit le processus NME. Néanmoins, il a été démontré que la PDF
mitochondriale humaine est capable de deformyler efficacement, au moins in vitro, 7 peptides
formylés, tous dérivés de l'extrémité N-terminale des protéines mitochondriales. Enfin, le
séquencage de 8 des 32 protéines mitochondriales d’A. thaliana révele clairement que toutes

les protéines séquencées, avec une seule exception, ont leur N-formyl-Met excisée 47:140.145,

L’ expression et la fonction des PDF et MetAP sont trés finement régulées durant le
développement cellulaire. La NME est impliquée dans la formation de tumeurs en réponse a

des stresses biotiques et abiotiques #°1%8 suggérant I'importance de cette réaction dans
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diverses fonctions métaboliques. Plusieurs hypothéses ont été proposées pour expliquer le

clivage précoce de la méthionine initiatrice :

- considérant que la méthionine est un acide aminé trés peu abondant dans les cellules 1*°, que
les animaux ne savent pas synthétiser et dont la biosynthése est colteuse chez les bactéries, les
archées et les plantes, la NME permettrait de maintenir continuellement un réservoir de
méthionine libre dans la cellule *°. Cela permettrait alors d’initier en permanence des synthéses

protéiques, sans atteindre de carence en méthionine.

- étant donné que la méthionine libre s’oxyde facilement, il est suggéré que cet acide aminé a
la possibilité de protéger les cellules contre le stress oxydatif en jouant un réle d’anti-oxydant.
En effet, les méthionines peuvent réagir avec les ROS (« reactive oxygene species ») et former
de la méthionine sulfoxide. La plupart des cellules contiennent une ou plusieurs méthionine
sulfoxide réductases, permettant de catalyser la réduction de methionine sulfoxide en
méthionine, réaction dépendante de la thiorédoxine °:1°2, Ainsi la méthionine libre aurait un
réle dans la gestion des ROS lors de conditions de stress oxydatif. Les méthionines internes aux
proteines, présentes en surface, permettraient elles aussi de protéger la protéine contre
1’oxydation, en s’oxydant elle-méme, afin de protéger le site actif **,

- le clivage de la méthionine N-terminale permet également de générer une trés grande diversité
de résidus N-terminaux (« N-end rule ») chez les protéines, qui peuvent étre ainsi des signaux
potentiels de stabilisation ou de déstabilisation, influant donc sur la demi-vie et I’homéostasie
des protéines #7151 En effet, un systéme de dégradation reconnait spécifiquement le N-
terminal des protéines, les N-recognines pour les eucaryotes qui avec 1’ubiquitination du N-
terminal envoie le peptide dont le signal est déstabilisant, au protéasome. On retrouve chez les
procaryotes la protéine ClpS, qui dirige la protéine dont le N-terminal est déstabilisant vers la

protéase CIpAP pour sa dégradation .

La proportion de protéines dont la méthionine N-terminale est excisée varie beaucoup
selon les organismes ou les compartiments étudiés. Ainsi, la NME concerne plus de 50% du
protéome chez les bactéries, environ 70% du protéome cytoplasmigue des eucaryotes, plus de
40% dans les chloroplastes et un peu plus de 10% dans les mitochondries, mais les pourcentages
varient selon les organismes étudiés 145158159 47 T >excision de la méthionine N-terminale

existe également chez les archées, environ 40% des protéines sont concernées 7.

La NME peut étre suivie d’autres modifications co-traductionnelles qui affectent

I’extrémité N-terminale des protéines en cours de synthése, comme la N-a-acétylation catalysée
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par des N-acétyltransférases (Nat) ou la myristoylation catalysée par des N-
myristoyltransférases (NMT) dans les organismes eucaryotes *’. 1l est donc nécessaire que ce
mécanisme soit finement régulé afin de ne pas perturber I’ensemble du processus de

modification de la chaine naissante, et ainsi son devenir.

C.1 - Les méthionine aminopeptidases (MetAP)

1) Différentes classes de MetAP, et différentes localisations.
Les MetAP sont des enzymes essentielles identifiées dans tout le regne du vivant, des
bactéries aux eucaryotes supérieurs 42147, Ce sont des métalloprotéases contenant deux cations
divalents (comme Fe?*, Co?*, Mn?* ou Zn?*) indispensables au mécanisme enzymatique, mais

dont la nature exacte reste encore débattue.

Les MetAP se distinguent en 2 groupes (1 et 2) et plusieurs sous-groupes (1a, 1b, 1c, 1d
et 2a, 2b). Les MetAP ne présentent qu’une faible homologie de séquences entre elles, mais
présentent de fortes homologies de structure au niveau du site actif et du site de liaison aux
métaux. Les organismes eucaryotes possedent les deux types de MetAP (1 et 2), contrairement
aux bactéries qui ne possedent que des MetAP1s et les archées qui n’ont que des MetAP2
(Figure i.18). Les MetAP1la se retrouvent dans le cytoplasme des eucaryotes. Elles sont
également présentes chez les bactéries, ainsi que les MetAPla’ récemment découvertes chez
Streptococci et Lactobacilli *%°, possédant une insertion dans le corps de la protéine. Les trois
MetAP1b, 1c, 1d, s’observent dans les organites eucaryotes (Figure i .18). D’autres bactéries,
comme les actinobactéries, possédent une autre MetAP, de type 1c, qui possede en N-terminal
un domaine de fixation aux domaines SH3 (« SH3 binding motif »), contenant le motif typique
P-X-X-P. De plus, les MetAP eucaryotes possédent une extension N-terminale de 50 a 100
résidus, qui n’est pas présente chez les MetAP procaryotes 42 (Figure i.18). La différence
majeure qui permet de distinguer les deux types de MetAP est I’existence de deux insertions au
sein du domaine catalytique des MetAP de type 2, dont la fonction est encore inconnue. Par
ailleurs, la MetAP2b posséde également un domaine additionnel en N-terminal*’. Le r6le de ce
domaine supplémentaire, qui n’est pas nécessaire pour I’activité catalytique !, reste encore
inconnu mais il serait probablement impliqué dans les interactions avec différents partenaires,
dans le but de réguler le processus de NME. Il a par exemple été montré que le domaine N-
terminal riche en lysines de la MetAP2b permet de prévenir la phosphorylation du facteur
d’élongation elF2, afin d’éviter ’inhibition de Iinitiation de la traduction %213, || a également
été propose, mais non prouveé, que le domaine en doigt de zinc des MetAP1b et le « SH3 binding

motif » des MetAP1c seraient impliqués dans I’interaction avec les ribosomes %97, Cependant,
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des travaux récents ont propose que c’est une boucle chargée positivement et située au cceur du
domaine catalytique de la MetAPla d’E. coli qui serait responsable de la formation du

complexe avec le ribosome %, Si I’interaction MetAP:ribosome a bien été mise en évidence -

%, le mode d’interaction précis reste donc a élucider.
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Figure .18 : Les différentes classes de MetAPs et leur répartition par compartiments/organismes. La

localisation des différentes classes de MetAPs est présentée, cependant les cellules ne possédent que certaines

classes de MetAPs, et non pas I’ensemble de celles présentées dans la figure, au sein d’une cellule.

2) Activité peptidase des MetAP et thérapeutique.

La spécificité de substrat des MetAPs les conduit a ne cliver la méthionine initiatrice

que si celle-ci est suivie d’un acide aminé dont la chaine latérale est peu volumineuse : Val,

Gly, Cys, Pro Ala, Ser et Thr 131164166 Bien qu’in vitro, les MetAPs de types 1 et 2 semblent
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partager la méme spécificité de substrat, la situation in vivo est légérement différente. Ainsi,
I’inactivation de la MetAP1 induit chez la levure un fort retard de croissance, alors que ce
phénotype est moins fort lors de I’inactivation de la MetAP2 %718 Ay contraire, les cellules
de mammiféres sont plus sensibles a I’inactivation de la MetAP2. Enfin, chez Arabidopsis

thaliana, la fonction des deux types d’enzyme peut étre interchangeable 7.

Les méthionine aminopeptidases étant des enzymes essentielles a la survie des cellules,
les avancées dans la compréhension de leurs mécanismes d’action ont fait d’elles des cibles
thérapeutiques prometteuses. En effet, le fait que les cellules procaryotes ne possédent qu’un
seul géne codant une MetAP, celle de type 1, la découverte de composés inhibiteurs a large
spectre est envisagée. De plus, I’implication de ces enzymes dans un grand nombre de
pathologies, comme le développement tumoral et I’angiogencse ont attis¢ 1’intérét des
chercheurs %171 Cependant, 1’inconvénient majeur réside dans le fait que les cellules
humaines possédent également des MetAP de type 1, cytoplasmiques et mitochondriales, qui
risquent d’€tre également inhibées par des anti-MetAP1 et ainsi provoquer des effets
secondaires. Il est donc important de connaitre avec précision le mécanisme d’action des MetAP

a travers I’ensemble des organismes du régne du vivant.

La fumagilline, un composé d’origine naturelle provenant du champignon Aspergillus
fumigatus, est un inhibiteur naturel des MetAPs de type 2. Des dérives synthétiques de ce
compose ont été découverts et ont pu montrer leur role dans 1’arrét de la prolifération cellulaire
d’un grand nombre de lignées de cellules cancéreuses /2174, L’implication de la MetAP dans
un grand nombre de processus cellulaires implique qu’elle est actuellement une cible
thérapeutique d’importance pour la lutte contre certains types de cancers, ainsi que d’autres
pathologies, comme 1’obésité 17°.

De plus, jusqu’alors il était admis que les MetAP pouvaient agir sur un peptide seul,
indépendamment du ribosome, les tests d’activité étant réalisés in vitro avec de courts peptides
portant une méthionine. Cependant des données récentes indiquent que ces enzymes ont la
capacité d’interagir avec le ribosome, aux niveau des protéines ribosomales bLL17 et ulL.23, grace
a une boucle chargée positivement, proche du site actif et contenant un brin p % (Figure i.12B).
Bien que ces résultats concernent la MetAP d’E. coli, il est reconnu que cette interaction existe
également chez les eucaryotes %%, Cependant, les sites de fixation des MetAP eucaryotes avec

le ribosome ne sont pas encore identifiés.
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C.2 — Les peptides déformylases

Comme deécrit plus haut, la méthionine initiatrice des protéines bactériennes et des
protéines codées par les génomes mitochondriaux ou chloroplastiques posséde un formyle au
niveau de son groupement amino-terminal, lequel est généralement excisé. La peptide
déformylase (PDF) est la premiere enzyme qui modifie le N-terminal des protéines. Cette
réaction de déformylation est essentielle et irréversible 142, Les PDF sont des métalloenzymes
contenant 140 a 200 résidus en moyenne, qui nécessitent la présence d’un ion métallique au
sein de leur site actif. Les PDF ont été identifiées chez les bactéries, les archées, les
chloroplastes et les mitochondries, et sont absentes dans le cytoplasme eucaryote et les levures.
Il est a noter que les PDF mitochondriales et chloroplastiques sont codées par le génome
nucléaire et sont donc exprimées dans le cytoplasme puis adressées vers les organites, grace a

une extension N-terminale de 50 a 100 acides aminés, servant de peptide signal 176178,

Les peptides déformylases présentent une faible identité de séquence globale, environ
20% a 30% 7°18° mais une forte homologie au niveau de trois motifs conservés (Figure i.19A)
participant a la structure du site actif: GOGDPAAxQ (motif 1), EGC®S (motif 2) et
HE®DHxxG (motif 3), @ étant un acide aminé hydrophobe et x un acide aminé quelconque
179,180 Certaines PDFs présentent des insertions typiques, conduisant a des particularités
structurales qui ont permis d’établir une classification en différents sous-types 142181182 | eg
PDFs de type 1B, dont le représentant est I’enzyme codée par E. coli, sont généralement
trouvées chez les bactéries a Gram négatif ainsi que dans les chloroplastes et mitochondries des
plantes (Figure i.19B). Les PDFs de type 2, exprimées par les bactéries a Gram positif (Figure
I.19B), présentent deux a trois insertions dans le cceur globulaire de la protéine. Le type 1A est
spécifique des organites (Figure i.19B) et contient une longue insertion entre les motifs 1 et 2.
Les PDFs de type 3, retrouvées chez les protistes et dont la structure et le rdle sont encore
inconnus, contiennent des mutations critiques dans les motifs conservés, les rendant inactives

ou peu actives (Figure i.19A).
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Figure i.19 : Les différentes classes de peptides déformylases. A) Alignement des ségquences protéiques des
domaines catalytiques et C-terminaux de plusieurs types de déformylases. Les trois motifs du site actif sont
représentés. Deux séquences représentatives de chaque groupe sont présentées. Les PDF1B sont représentées par
les séquences des peptides déformylases d’Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa. Les types 2 sont
représentés par Bacillus stearothermophilus et Streptococcus aureus. Les types 3 sont représentés par
Trypanosoma brucei et Leishmania major. Les 38 et 90 derniers résidus des PDFs de types 3 ne sont pas
représentés. Les résidus strictement conservés sont en blanc sur fond rouge et les résidus majoritairement
conservés sont rouges. B) Répartition des différentes classes de peptides déformylases dans les organismes et

organites.

Les difféerents types de déformylases possedent genéralement un corps globulaire, et
different fortement au niveau de leur extrémité C-terminale (Figure i.20). La plupart des
représentants des types 1B possedent une région C-terminale structurée en hélice o, alors que
les PDF1A ont une région C-terminale relativement désordonnée. Les PDFs de type 2 possedent
quant a elle un brin B. Aucune structure de PDF de type 3 n’a encore été résolue, mais les
programmes de prédiction de structures secondaires indiquent que leur extrémité C-terminale

pourrait se replier en hélice a.
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Figure i.20 : Structure et position du domaine C-terminal des différents types de PDF. 4. A) Structure
des PDF d’E.coli, B. stearothermophilus et H. sapiens, représentant respectivement les PDF de type 1B, 2 et
1A. Les trois motifs du site actif sont colorés en magenta, I’extrémité C-terminale en vert et les insertions en
bleu et rouge. B) Comparaison du repliement du domaine C-terminal des PDF de types 1A, 1B et 2 par

superposition sur le corps globulaire de la PDF d’E.coli.

Les genomes codent generalement une seule PDF mais on rencontre parfois deux génes,
notamment chez les bactéries. Nous ne savons pas quelles sont les conséquences physiologiques
pour un organisme qui exprime différentes PDFs, et si celles-ci peuvent se lier simultanément
au méme ribosome. Chez certaines bactéries seule une des deux PDF serait fonctionnelle car
1’une des deux isoformes est inactive 133184 Pourtant, comme décrit plus haut, les plantes codent
et expriment deux PDFs, toutes deux fonctionnelles, au niveau des chloroplastes et
mitochondries. Ces deux isoformes présentent quelques différences qui pourraient leur conférer
des roles spécifiques. Il a par exemple été montré que les deux PDFs de plante n’utilisent pas
le méme ion en guise de co-facteur. Ainsi, la PDF1A possede naturellement un ion zinc alors

que la PDF1B contient vraisemblablement un ion fer 18,

Les trois motifs conservés décrits plus haut (GOGPAAxQ, EGCDS et HE®@DHXXG)
participent a la structure du site actif et sont impliqués aussi bien dans la reconnaissance et la
fixation du substrat que dans le mécanisme enzymatique. Il a été montré que contrairement aux
MetAP, les PDF n’ont pas de spécificité de substrat et peuvent ainsi virtuellement agir sur tous

les peptides qui se présentent a elle 9186-188 | ¢ site de fixation du ligand est composé de trois
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« poches » distinctes, appelées S1°, S2” et S3° (Figure i.21). La poche S1°, fortement
hydrophobe et trés conservée, accueille la chaine latérale de la méthionine formylée . Il est a
noter que les PDF de type 1A ont une poche S1° plus étroite et moins flexible que celle retrouvée
chez les PDFs bactériennes 8. Chez la PDF humaine la poche S1° est par ailleurs considérée
comme la seule véritable poche permettant de recevoir le substrat formylé %8, Les poches S2’et
S3’ sont moins conservées et ne participent que peu a la reconnaissance du substrat. La cystéine
du motif 2 et les deux histidines du motif 3, combinées a une molécule d’eau, participent a la
fixation du métal 910191 | e métal naturel de la plupart des PDF est le fer Fe?*, mais celui-ci
étant trés sensible a 1’oxydation il contribue a rendre I’enzyme particuliérement instable 1921%,
Cependant il a été démontré que les déformylases peuvent étre actives et plus stables en
substituant d’autres ions comme le NiZ* 192194 gy le Co?* 1%, |l est a noter que certaines
enzymes, comme la PDF1A d’A. thaliana, possedent naturellement du zinc, et sont
naturellement actives avec ce métal 185, Ainsi I’obtention de PDFs recombinantes pleinement
actives est difficile et nécessite la mise au point de protocole de purification adapté, consistant
a tester plusieurs concentrations et types d’ions dans les tampons, ainsi que différents pH. La
glutamine du motif 1 et le glutamate du motif 2 sont essentiels dans le mécanisme de catalyse
et directement impliqués dans la reconnaissance du groupement formyl 13019019 | es autres

résidus du motif 1 sont impliqués dans la reconnaissance et la fixation du substrat *°.

Poche S2’

Poche S3’

Poche S1’

Figure i.21 : Le site actif des peptides déformylases. Représentation schématique du site actif fixant un substrat
formylé. Le peptide est représenté en vert, et les liaisons hydrogéne en rouge. Le X représente n’importe quelle

chaine, a condition qu’elle ne soit pas chargée négativement. Le métal est représenté en rose. D’apres Ragusa et al,
1999 130,
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Les peptides déformylases étant des enzymes essentielles, elles sont, depuis leur
découverte, considérées comme des cibles thérapeutiques intéressantes 13%196-1%° Un puissant
inhibiteur naturel des PDFs, I’actinonine, a été découvert il y a déja plusieurs années 200201,
Cette molécule ne peut étre utilisée en thérapie car i) elle est cytotoxique 292-2% i) elle est
rapidement ¢éliminée par les bactéries via des pompes d’efflux 2°-2%8 jii) des phénomeénes de
résistance apparaissent rapidement 183184209211 iy des homologues sensibles a 1’actinonine
existent chez les eucaryotes, notamment chez I’homme 178203.204.212213 ot enfin v) elle semble
affecter a haute concentration d’autres aminopeptidases 2142, De nombreux autres composés
anti-PDFs, dérivés ou non de I’actinonine, ont été décrits et certains d’entre eux sont entrés en
phase d’essais cliniques, sans avoir pu a ce jour aboutir a une autorisation de mise sur le marché.
Cependant, les PDFs restent une cible attractive pour la conception de nouveaux antibiotiques

et les tentatives de mise au point de nouveaux inhibiteurs de PDF continuent 26:217,

D-Problématique

La NME est un processus essentiel chez tous les organismes vivants. Les avancees
scientifiques des derniéres annees ont montré son importance dans la régulation du
développement cellulaire et d’un grand nombre de pathologies. Certains composés anti-NME
ont été identifiés et sont fréeqguemment utilisés en laboratoire pour les études sur les mécanismes
catalytiques de ces enzymes. Néanmoins, il reste encore beaucoup de zones d’ombres
concernant la régulation de la NME et son implication dans diverses cascades de réactions

métaboliques.

Comme nous 1’avons vu précédemment, les peptides déformylases jouent un role crucial
dans la maturation des protéines nouvellement synthétisees, et sont présentes dans la quasi-
totalité des génomes du regne du vivant. De leur action découle toute une cascade de réactions,
permettant d’aboutir a des protéines fonctionnelles. Ces enzymes sont étudiées depuis plus de
20 ans et leur mécanisme enzymatique est maintenant fortement documenté. Jusqu’alors, les
moyens techniques ne permettaient pas de démontrer que les déformylases pouvaient interagir
au niveau du ribosome. La démonstration que la PDF d’E. coli interagit avec le ribosome, au
niveau du tunnel de sortie du peptide en cours de synthése, a ouvert la voie a de nouvelles
perspectives concernant la régulation de la NME et de la traduction en régle générale. En effet,
I’interaction de ces enzymes au niveau d’une plateforme de régulation de la synthése protéique
sur le ribosome suggere une régulation fine du mécanisme d’intervention des déformylases. Le

fait que le domaine C-terminal des PDF1B soit présenté comme le déterminant majeur
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permettant I’interaction de I’enzyme au ribosome, il est alors possible que d’autres structures
présentes en C-terminal chez les différentes sous-familles permettent des formes de régulation
différentes de la traduction. Actuellement aucune information n’est encore disponible quant au
mode d’interaction des autres types de PDFs, ne disposant pas de I’hélice a. Le modele décrit
chez E. coli n’est donc pas généralisable a I’ensemble des voies NME présentes dans le régne
du vivant. Il parait ainsi évident que des différences concernant la localisation de 1I’enzyme sur
le ribosome, son affinité ainsi que le « moment » de son intervention sont autant de paramétres
permettant de réguler la synthése protéique. De plus, nous ne savons pas réellement qu’elle est
I’influence de la chaine naissante sur I’affinité de la PDF puisque seuls des ribosomes blogqués
avec une chaine naissante de 40 acides aminés ont été utilisés dans les expériences d’interaction
PDF:ribosome. Il ressort ainsi des études que ’affinité de la PDF pour le ribosome est tres
faible, lui permettant de « scanner » rapidement les ribosomes afin d’intervenir sur le peptide
lorsqu’il émerge du tunnel de sortie, puis de libérer instantanément son site de fixation pour
I’intervention d’autres facteurs, comme la MetAP ou le TF. Il semble donc important de réussir

a décrypter ces mécanismes chez les différentes sous-familles de peptide déformylases.

Durant cette these, je me suis ainsi intéresse a la fonction du domaine C-terminal en hélice
o des PDF1B. Je me suis plus particulierement intéress¢ a une PDFI1B d’origine virale,
Vp16PDF codée par le bactériophage Vp16T 28, dont le role est encore inconnu. Cette enzyme
présente un intérét tout particulier. Tout d’abord, parce que c’est I'une des séquences de peptide
déformylase les plus courtes connues a ce jour, et ne possédant pas a priori d’hélice a C-
terminale, comme c’est le cas pour ECPDF. Ainsi, cette enzyme semblait étre un bon outil pour
I’étude du role du domaine C-terminal des PDF, dans leur interaction et leur localisation sur le
ribosome. De plus, jusqu’a trés récemment, I’existence de ce type d’enzyme était encore

insoupgonnée chez les virus. Ainsi j’ai tenté de répondre a un certain nombre de questions:

% Le gene homologue de peptide déformylase découvert chez le phage Vpl6T permet-il
de coder pour une enzyme a fonction déformylase in vivo ? Si oui, quelles sont ses
particularités biochimiques, structurales et enzymatiques lui conférant un intérét
évolutif pour le phage ? Pour répondre a ces questions j’ai donc étudié la
complémentation fonctionnelle in vivo de ce géne chez E. coli et réalisé une étude

structure-fonction in vitro, afin de déterminer ses parametres cinétiques.

*

% La peptide déformylase du phage Vp16T, bien que ne possédant pas d’hélice o en C-
terminal, peut-elle tout de méme interagir avec le ribosome ? Si oui, sa localisation et

son affinité sont-elles différentes par rapport a une enzyme présentant une hélice o en
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C-terminal ? J’ai donc réalisé des études in vitro d’interaction avec les ribosomes, par

sédimentation, pontage chimique et analyse en Western-blot et spectrométrie de masse.

Pour la PDF d’E. coli, une étude a montré que la taille de la chaine peptidique en cours de
synthése ne modifie pas son affinité pour le ribosome %. Cependant, une enzyme présentant
un domaine C-terminal modifié pourrait montrer une différence de comportement durant la
synthése peptidique.

0,

% Ainsi, la taille de la chaine peptidique en cours de synthese a-t-elle une influence sur
I’affinité de I’enzyme pour le ribosome ? Pour cela, j’ai réalisé des études d’interaction
par sédimentation, en utilisant des ribosomes bloqués en cours de synthese, possédant
différentes longueurs de chaines peptidiques.

% Enfin, quel pourrait-étre I’intérét pour les virus, et plus particuliérement le phage Vp16T

d’exprimer une peptide déformylase ? Pour répondre a cette question, j’ai étudié

I’impact in vivo que pouvait avoir 1’expression de cette enzyme chez la bactérie E. coli.

Les réponses a ses différentes problématiques ont pour objectif d’approfondir les connaissances
sur la regulation de la NME, et son lien avec les autres modifications affectant la synthése des
protéines. De plus, la peptide déformylase étant une cible thérapeutique faisant 1’objet de
nombreuses recherches, il semble intéressant de pouvoir décrypter ses meécanismes
d’interaction, en vue de rechercher des composés thérapeutiques non plus ciblés uniquement
sur Pactivité enzymatique, mais également sur la capacit¢ des enzymes a interagir avec le

ribosome.
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A - Identification d’homologues de PDFs chez des virus et bactériophages

A.1 - Identification et caractérisation de séquences codant des PDFs

virales
Durant les 15 derniéres années, des séquences codant des PDFs ont été trouvées dans la

majorité des génomes (eucaryotes et procaryotes) et, en 2003, deux séquences trés proches des
peptides déformylases ont également été mises en évidence chez les phages Vpl6T et Vp16C
de la bactérie Vibrio parahaemolyticus 28, Un travail pionner plus récent, portant sur ’analyse
des données métagénomiques des océans (GOS) et des données provenant du séquencage de
viromes et de microbiomes marins a révélé la présence de nombreux génes métaboliques
auxiliaires (AMGs), incluant des homologues de protéines impliquées dans la traduction, telles
que des protéines ribosomales, des facteurs d’initiation, des phosphorylases et des peptides
déformylases 22°. 1l est d’ailleurs intéressant de noter que les séquences de peptide déformylase
sont les plus fréquemment retrouvées parmi les AMGs. Les génomes de nombreux autres
phages et virus ont depuis été séquenceés, et des sequences de peptide déformylases ont ainsi été

observées dans I’ensemble de ces organismes 21%220,

Un alignement de séquences entre différentes PDFs retrouvees chez des virus, ainsi que
des représentants des divers types de PDFs retrouvees chez les procaryotes et les eucaryotes,
nous permet de mettre en évidence certaines caractéristiques des PDFs virales (Figure 1-1). Tout
d’abord, il faut signaler que la plupart des déformylases ont une faible homologie de séquence
globale, ce qui contraste fortement avec la forte homologie retrouvée au niveau des motifs du
site actif 42, Ainsi, les trois motifs conservés participant a la structure du site actif et
caractéristiques des PDFs (GOGPAAXQ, EGC®PS, et HEODHxxG ou @ est un acide aminé
hydrophobe et x un acide aminé quelconque) sont bien présents dans I’ensemble des séquences
des PDFs putatives retrouvées chez les virus, permettant de les classer comme homologues de

peptides deformylases (Figure I-1A).

Apres avoir identifié les motifs « signature » des PDFs, la comparaison des séquences
et des structures permet de classer ces enzymes en trois groupes distincts, 1, 2 et 3. Les PDFs
de type 1 se répartissent en deux sous-groupes, les 1A et les 1B. Les déformylases de type 1B,
et en particulier la PDF d’E. coli (ECPDF), sont considérées comme les peptides déformylases
modeéles. Une de leur principale caractéristique est une extrémité C-terminale se repliant sous
forme d’hélice o 191221222 | e sous-type 1A se distingue par la présence d’une longue insertion
dans le corps de la protéine et par une extrémité C-terminale non structurée, adoptant une

conformation étendue %818, |es PDFs de type 2 possédent quant a elles plusieurs insertions
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par rapport au type 1, et une extrémité C-terminale qui a tendance a former des brins p 8 .
Enfin, les PDFs de type 3, dont aucune structure n’a encore été déterminée, présentent des
substitutions cruciales au niveau des motifs | et 11, les rendant trés peu ou totalement inactives
41223 y’aprés 1’ensemble des données issues de la littérature et de 1’alignement de séquences
(Figure 1-1A), il apparait que les peptides déformylases virales se rapprochent plus
particulierement du sous-groupe 1B. En effet, celles-ci ne présentent pas d’insertion particuliére
dans le corps de la protéine, les distinguant des PDFs de type 1A et 2, et les trois motifs du site

actif sont conservés.

Il ressort donc clairement que les PDFs virales identifiées et analysées sont apparentées
aux PDFs de type 1B, avec toutefois une extrémité C-terminale fortement tronquée. Les PDF
virales forment alors un sous-groupe parmi le type 1B (Figure 1-1B). Par ailleurs, toutes les
PDF virales appartiennent a ce nouveau sous-groupe, et correspondent aux séquences de

déformylases putatives actives les plus courtes parmi I’ensemble des séquences répertoriées.

A
Motif I Motif II Motif III C-helix
PDFS lB ‘Escherichia coli EEGIGLAATQVDI Beme=-] EGCLSIP HEMDHL FMDYLSPLKQQRIRQKVE-KLDR-LKARA
Arabidopsis thaliana 1B TDGIGLSAPQVGL D= EGCLSFP HEYDH FFDRMTDQVLDSIREELEALEKKYEEKTGLPSPERVEARQKRKAGVGFGKR
H ‘Ostreococcus lucimarinus 1B TVGCGLAAPQVGV Bemew=-] EGCLSFP HEYDH YHDRMSPEVRASVQSTLDGFVEAYPGE-DSEKA!
PmoeucarVOtes Thalassioria pseudonana 1B TNGAGLAAPQVGI Qemmme] EGCLSFP HEYDH! YVDRLSEEGRKEVQGRLDELVEEF EGGAL
At Aani Micromonas sp. RCC299 TEGVGLAAPQVGY Emmmee EGCLSFP HEYDH FHDRMTDEVRGTVQGELDALIEAHP-A-NEPKGV
phOtosynthet|ques et oceanlques Micromonas pusilla CCMP1545 SDGVGLAAPQVGV | EGCLSFP HEYDH FHDRMAADVVAKVRAELDDLIAAEP-E-GEPKAL
"1096627083742.1777.2196 YQGVGLSANQIGI Demeee) EGCLTYP HEYDH FTDGVSKVK
1096627780346.771.1175 YGGVGLSANQIGI E-=ewe-] EGCLSFP HEFDH FTER
1101667218961.186.590 HQGVGLSANQIGI E-=ew-] EGCLSYP HEFDH FTOR
H H 1096627321915.1502.1906 HNGVGLSANQIGI Eeeee] EGCLSYP HEFDH FTOR
PDFs VIraIes marines 1096627055049.1149.1577 HEGVGLSANQIGM Bevee-] EGCLSYP HEYDH
1096627056218.1975.2364 HNGVGLSANQIGI Bomee] EGCLSYP HEFDH
1096626990463.455.847 HRGVGLSANQIGI E-=o=-] EGCLSYP HEYDH
1096627014575.2343.2750 NDGIGLAANQVGV E-=oe-] EGCLSIP HELDH
1096626988346.609.1055 ADGIGLAAPQIGI Deweme] EGCLSVP HEIDH FVDYL
‘Acaryochloris marina ADGIGLAAPQVAV Q=== EGCLSIP HEMDHL LLNQEL Q VEAA
Gloeobacter violaceus ADGIGLAAPQVGV Q=== EGCLSVP HEIDHLDEVLFVDRVENQIALAPQLVEKGFAVR-DVQVRA
. & Synechocystis sp. ANGIGLAAPQVGI Ee=ee-] EGCLSVP HEMDHLNRVMFVDRVDNPLALAESLKKEGFSMQ-AVKPVA
Cyanobacterles Crocosphaera watsonii WH8501 SQGIGLAAPQVAIL Ewmmm-] EGCLSIP HEMDHLI ALTEOL VKS
Cyanothece sp.PCC7424 SNGIGLAAPQVAV Eeeneme] EGCLSIP HEMDHLNRI! ALTTEL NVQ-AVKPIA
Calothrix sp. KDGIGLAAPQVGI Q=== EGCLSIP HEMDHLNRVVFVDRVDNSLTLAQELSKNGFSYQ-AVKPVA
Prochorococcus marinus AKGIGLAAPQIGI Bemeee] EGCLSIP HEMDHLNQVLFVDRVTSKEDLNKELIKEGFHQK-DVIPIK
Prochlorococcus arinus strMIT AKGIGLAAPQVGI E==e=-] EGCLSIP HEVDHLKRVLFVDRVTSKEDLKKELIKEGYKMK-DVLPIN
. Synechococcus SpRS9917 ARGIGLAAPQVGV Bemoes EGCLSIP HEMDELKEVLFVDRVTDEGNRNRELNEHGFKAV-DVRPLA
Vp16PDF VP16C phage AGGIGLAGNQVGV GHVYSPEGCLSYP HEIDH 1
‘Streptococcus pneunomiae 2 DTRVG: IGV  —=eme EGCLSLV HELDH 184
Streptococcus agalactiae 2 NYRV IGS  ==eeee ESCLSLV HELDH I
Streptococcus pyogenes 2 QE] IGE  ===w==- ESCLSLS HELDH I
Streptococcus dysgalactiae 2 DHJ IGE = ==wmwa] ESCLSLT HELDH I
Streptococcus uberis 2 EN| IGE = —====-] ESCLSLS HELDH I
PDF type 3 Streptococcus thermophilus 2 DTRV! IGV  —=mmee ESCLSLE HELDH 184
Clostridium beijerinckii EHEUGLAANNTGY =====-ESCLSLT HEMDH 183
\Biﬁdobacten'un longum 3 SRV IGV  =memea EGCLSLT HEVDH 184

Figure I-1 : Comparaison de séquences protéiques de peptide déformylases provenant de divers organismes. A) Alignement
de séquences de PDFs appartenant aux types 1A, 1B, 2 et 3. Les PDFs virales marines sont surlignées en gris, celles de
cyanobactéries en vert, celles de picoeucaryotes océaniques photosynthétiques en bleu, et enfin la PDF du bactériophage Vp16C
en beige. Les PDFs de type 3 sont quant & elles surlignées en orange. La numérotation des acides aminés est basée sur la séquence
d’EcPDF. Figure tirée de Sharon et al, 2011 #°, B) Classification des peptides déformylases dans un arbre phylogénétique basé
sur la comparaison de 192 séquences choisies pour représenter la diversité des PDFs, d’aprés Sharon et al, 2011 21° (supplementary

figure S2 de la publication citée).
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A.2 - Deux PDFs présentes dans deux bactériophages de Vibrio

parahaemolyticus : Vp16T et Vp16C

Notre laboratoire a focalisé son attention sur les séquences de peptide déformylases
provenant des phages Vp16T et Vp16C 8 car ce sont les séquences de PDFs parmi les plus
courtes identifiées a ce jour. L’analyse de la séquence de ces deux enzymes a révélé qu’elles
appartiennent a la méme classe que la PDF d’E. coli, mais qu’elles présentent des
caractéristiques distinctes, notamment au niveau de leur extremité C-terminale (Figure 1-1 et I-
2A). Les motifs conservés du site actif ne présentent pas de mutations pouvant suggérer une
déficience dans Dactivité de la protéine, comme c’est le cas pour les PDFs de type 3 22* ou
certaines PDF1A, comme la peptide déformylase humaine!’®. De plus, aucune insertion
particuliére n’est observable par rapport a la séquence d’ECPDF et des PDFs de type 1B en
général. Cependant, I’extrémité C-terminale differe puisque elle ne présente pas I’extension
permettant le repliement sous forme d’une hélice a. Une étude précédemment réalisée avec
EcPDF indique que la protéine peut étre active en dépit de ’absence de son hélice a3 C-
terminale, tant que la délétion n’a pas lieu trop pres du motif 3 permettant la structure du site
actif. Ainsi chez ECPDF, une délétion en amont du 139°™ acide aminé (Val) aboutit & une perte
totale d’activité alors qu’une délétion a partir du résidu 141 (Lys) n’empéche pas la
complémentation in vivo du géne endogéne °2. Le dernier acide aminé des déformylases de
phage (lle) correspond au 143%™ acide aminé d’EcPDF (Figure 1-1A), ce qui signifie que
malgré leur trés courte séquence, celle-ci sont potentiellement d’une taille suffisante pour coder
une protéine active. Finalement, les séquences des PDFs des phages Vpl6T et Vpl6C ne
montrent pas de mutation dans les motifs conservés du site actif, ne présentent pas d’insertion
particuliére suggérant un repliement différent d’ECPDF, et ’extrémité C-terminale tres courte
ne semble pas rédhibitoire pour la conservation de 1’activité de la protéine. Il est donc probable
que le géne des peptides déformylases identifié chez ces phages code pour deux enzymes

actives.

Ainsi, I’identification de séquences nucléotidiques codant potentiellement des protéines
ayant toutes les caractéristiques des peptides déformylases nécessite de caractériser ces
protéines. Jusqu’a présent, seule la PDF identifiée dans le génome du cyanophage S-SSM7 a
été caractérisée 22°, indiquant que cette protéine est en tout point similaire aux PDFs connues
jusqu’alors. Au cours de ce travail, nous avons souhaité aller plus loin en caractérisant la PDF
présentant la plus courte sequence identifiée a ce jour mais potentiellement active, et avons

alors choisi la PDF codée par le bactériophage Vp16T 218 la plus proche homologue de la PDF
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de Vp16C (Figure I-2A). Nous avons procédé a une caractérisation structure-fonction poussée
de cette protéine, cherché a caractériser la fagon dont elle interagit avec les ribosomes bactériens
(voir chapitre II), et enfin tenté de comprendre les conséquences de 1’expression du géne lors

de I'infection de bactéries par le phage (voir chapitre I1I).

A
PDF de Vp16C MKVLTGDAYELHAIAADVPHGEDVIGLVDAMTARMIAAGGIGLAGNQLGVLKRVIVVRAP
PDF de Vp16T MKILKDDAPELHATAREVPHGEDV m VLDMTARMIAAGGIGLAGNQVGVLKRIIVLRCP
L ok hhkdkkkk whkdkkkk * % Fhhk ke d hdkhdk *k * &
PDF de Vp16C KFKGCIVNPVITRHISGHVNSREGCLSFPGKTVDKKRHNKI TVEGFDAHWQPIKVEAKGL
PDF de Vp16T TFKGCVINPIITRHIDGHVYSPEGCLSYPGKTVAKKRRNKVVVEGYDMDWQPITIAAKGL
% % % % Wk dkdkdk kddk ok ddkkk ddkkdkk kkk k% kv * fe e g % o ek %
PDF de Vp16C TAFCIQHEIDHLNGVTI
PDF de Vp16T TAFCLQHEIDHLNGVTI
deode de e ek e e ok o e e e Rk
B
10 20 30 40 50 60

MKILKDDAPE LHAIAAEVPH GEDVKDLVLD MTAAMTAAGG IGLAGNQVGV LKRIIVLRCP

70 80 90 100 110 120
TFKGCVINPI ITRHTDGHVY SPEGCLSYPG KTVAKKRRNK VVVEGYDMDW QPITIAAKGL

130
TAFCLQHEID HLNGVTI

Figure 1-2 : Séquence de la protéine Vp16PDF recombinante étudiée au cours de cette thése. A) Alignement
de séquence des PDFs de Vpl6C et Vp16T. L’alignement a été réalisé avec Clustal Omega. Les étoiles indiquent
les résidus identiques. B) Séquence protéique de Vp16PDF. Les motifs conservés typiques des PDFs sont indiqués
en rouge (motif | : GEGDOAAXQ, motif IT : EGC®S, motif 11l : HE®ODH ou @ est un acide aminé hydrophobique

et X un acide aminé quelconque).

La protéine recombinante Vp16PDF que j’ai étudiée au cours de cette thése est codée
par un gene synthétique (voir Matériels et Méthodes), contenu dans différents plasmides en
fonction du type d’approche expérimentale utilisée. Les phages Vpl6T et VpP16C ayant un
contenu en bases GC élevé 8 le géne a été congu avec optimisation de codons pour une
expression optimale en systeme bactérien. La protéine est composée de 137 acides aminés
(Figure 1-2B) ; elle a une masse moléculaire théorique de 14783,2 Da ainsi qu’un point

isoélectrique (pl) calculé de 7,00.

B - Le géne codant une PDF putative chez le bactériophage Vp16T possede une

activité déformylase : Complémentation fonctionnelle in vivo
Avant de démarrer une étude structure-fonction sur la protéine recombinante Vp16PDF,

nous avons cherché a savoir si cette protéine présente une activité déformylase in vivo, c’est-a-

dire si elle est capable de déformyler les protéines dans un contexte cellulaire. Nous avons pour
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cela réalisé des expériences de complémentation fonctionnelle selon un protocole mis au point
précédemment au laboratoire (voir Matériels et Méthodes). L’expérience est basée sur
'utilisation d’une souche d’E. coli Iétale conditionnelle (PAL421Tr), dont le géne
chromosomique codant la PDF endogéne a été inactivé, et possédant un plasmide pMAK
portant le géne codant ECPDF sauvage (voir Matériels et Méthodes) 2%, Ce plasmide présente
une origine de réplication thermosensible 22’. Ainsi, pour des températures inférieures ou égales
a 37°C (températures dites permissives), le plasmide peut se répliquer durant les divisions
cellulaires : les cellules filles possedent alors le plasmide et peuvent survivre. Pour des
températures supérieures a 37°C (températures dites non permissives), le plasmide n’est plus
répliqué durant les divisions : les cellules filles ne possédent plus le plasmide, ni aucun géne de
déformylase, aboutissant & la mort cellulaire. L’utilisation de ce plasmide permet ainsi une
expression thermosensible de la PDF d’E. coli sauvage. Lors d’une expérience de
complémentation fonctionnelle visant a étudier une activité déformylase in vivo, la souche
PAL421Tr est transformée par un plasmide pBAD/Myc-HisA portant le géne codant la protéine
d’intérét. L expression de la protéine codée dans ce plasmide est inductible par I’arabinose. En
réalisant une gamme de concentration d’arabinose dans le milieu de croissance, il est ainsi
possible de moduler et contrdler le niveau d’expression de la déformylase testée. Ce protocole
permet de disposer d’une souche pour laquelle nous pouvons contrdler aussi bien 1I’expression
du gene EcPDF sauvage que celle du gene de complémentation Vpl6PDF, en jouant sur la
température d’incubation des bactéries et/ou 1’ajout d’arabinose dans le milieu de culture. La
croissance des bactéries est alors suivie sur milieu solide, a 30 et 42°C (températures permissive
et non permissive respectivement). Ainsi, a 42°C et avec ajout d’arabinose dans le milieu, seule
I’expression de la PDF portée par le plasmide pBAD est assurée. Si cette protéine est active,
c’est-a-dire qu’elle est capable d’assurer la déformylation des protéines d’E. coli, la souche

pousse; si la protéine est inactive, la souche ne pousse pas.

Préalablement a I’expérience de complémentation fonctionnelle, un controle est réalisé
a 30°C sur milieu solide contenant du glucose et non de ’arabinose, qui réprime I’expression
du gene porté par le plasmide pBAD. Ainsi, seul le gene porté par le plasmide pMAK (codant
ici ECPDF wt) est exprimé, et les bactéries doivent pousser correctement, quel que soit le géne
inséré dans le plasmide pBAD. Des gouttes de dilutions successives réalisées a partir d’une
culture bactérienne en milieu liquide sont déposees sur boite et incubées a 30°C, permettant de
s’assurer que les quantités de bactéries testées sont équivalentes pour chacune des constructions

testées, contrbles inclus. Le contrdle préalable a 30°C sur milieu glucose ayant été concluant
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(Figure 1-3A), nous avons pu réaliser I’expérience de complémentation fonctionnelle a 42°C en
présence d’arabinose. Comme attendu, les bactéries possédant le plasmide pBAD vide ne
poussent pas, alors que celles possédant le gene codant ECPDF wt poussent (Figure 1-3B). Les
bactéries exprimant le géne Vpl16PDF poussent également a 42°C en présence d’arabinose
(Figure 1-3B), ce qui indique que I’enzyme est active in Vivo et est capable d’assurer la

déformylation du protéome d’E. coli.

A B
Dilutions successives Dilutions successives
1/10 1/10 1/10 1/10 1/10 1/10 1/10 1/10 1/10 1/10 1/10 1/10
NNNNNN NnNNnNNNNN

DBAD ®) () & 2% PBAD .@'-&A'-" g
pBAD-ECPDF @) @) D ® 28 ‘% PRAD-ECPDE . e & .

pBAD-Vp16PDF

oorsror (N 000G & " -

Glucose 0,5%-Incubation 30°C Arabinose 2%-Incubation 42°C
-> Expression du pMAK - Expression du pBAD

Figure 1-3 : Mesure de la fonction déformylase du gene du bactériophage Vpl6T codant une PDF putative
par un test de complémentation fonctionnelle. Des gouttes de dilutions successives de 10 en 10 prélevées sur
une culture liquide poussée une nuit a 30°C sont déposées sur milieu gélosé. Les bactéries de la souche
PAL421Tr contiennent le plasmide pMAK portant le géne codant ECPDF wt, et sont transformées avec un
plasmide pBAD vide ou portant les génes codant ECPDF ou Vpl6PDF wt. A) Les boites contenant 0,5% de

glucose sont incubées une nuit @ 30°C. B) Les boites contenant 2% d’arabinose sont incubées une nuit a 42°C.

C - Caractérisation biochimique de la PDF du phage Vp16T

C.1 - Purification a homogénéité de Vp16PDF en utilisant les protocoles

mis au point pour les formes bactériennes
Vp1l6PDF a initialement été purifiée dans les conditions habituellement utilisées au

laboratoire pour d’autres PDFs, ce qui inclut la présence de nickel dans les tampons de lyse et
de purification. En effet, les déformylases sont des métalloenzymes utilisant un ion métallique
lors du mécanisme enzymatique d’hydrolyse du groupement formyl de la méthionine N-
terminale des protéines 1%°. A 1’état natif, il s’agit généralement de fer Fe?* 192193 Qr, le Fe?*
s’oxyde facilement en Fe**, ce qui conduit a 1’oxydation de la Cys catalytique, rendant I’enzyme
inactive 19322 De plus le Fe?* a une faible affinité pour les PDFs et est facilement remplacé
spontanément par du zinc, dont I’affinité pour les PDFs est bien supérieure 4222°, Cependant la
plupart des PDFs sont trés peu actives lorsqu’elles sont complexées a du Zn?* 2%, Il est toutefois

possible de substituer le métal catalytique natif par d’autres cations divalents lors de la
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purification des PDFs, notamment du Ni?*, permettant de purifier des protéines recombinantes

dont I’activité enzymatique est préservée 2%,

Vpl6PDF étant une PDF de type 1B, nous avons choisi dans un premier temps de suivre
le protocole utilisé pour purifier la PDF d’E. coli 2%, qui est la protéine de référence pour le
type 1B. Apres surexpression de la protéine codée par le géne contenu dans le plasmide pBAD
dans un milieu contenant de ’arabinose, la lyse des bactéries a ainsi été effectuée en présence
de 20mM NiCl, concentration qui permet de préserver I’activité d’ECPDF mais également de
précipiter de nombreuses protéines. Une concentration de 5mM NiClz a ensuite été utilisée au
cours des différentes étapes de purification, afin de maintenir 1’ion Ni?* dans le site actif de
I’enzyme. De maniére classique, les PDFs purifiées au laboratoire ne possédent pas d’étiquette
d’affinité et sont purifiées sur colonne échangeuse d’ions. Compte tenu du point isoélectrique
inhabituel de Vp16PDF (pl = 7,0 contre 5,5 pour ECPDF), nous avons lysé les bactéries dans
un tampon a pHS,5, permettant a la protéine d’étre chargée positivement et ainsi de s’accrocher
a une colonne échangeuse de cations (voir Matériels et Méthodes). L’analyse de la protéine sur
gel d’¢lectrophorese en conditions dénaturantes apres cette premiere étape de chromatographie
a révélé la présence de nombreux contaminants (Figure 1-4 puits 2), ce qui nous a conduits a
procéder a une seconde étape de purification sur tamis moléculaire (voir Matériels et

Méthodes). Nous avons ainsi pu obtenir une protéine pure a 95% (Figure 1-4 puits 3, 4 et 5).

Figure 1-4 : Suivi de la purification
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C.2 - Vp16PDF purifiée dans des conditions classiques est peu active

L’activité enzymatique de la protéine purifiée comme décrit ci-dessus a été mesurée in

vitro et comparée a I’activité d’autres PDFs bien caractérisées. J’ai utilisé le test d’activité
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déformylase couplé a I’activité de la formyl déshydrogénase, réalisé comme décrit dans la
littérature 2%, Dans ce test, la PDF clive le groupement formyl de son substrat (généralement
un tripeptide formylé), lequel est oxyde par la formate déshydrogénase pour réduire une
molécule de NAD" en NADH (voir Matériels et Méthodes). La production du NADH est suivie
au cours du temps par mesure d’absorbance a 340 nm. Les vitesses initiales de réaction obtenues
sont exprimées en fonction de la concentration en peptide formylé utilisé dans le test, et
I’équation de Michaélis-Menten permet alors de déterminer les constantes cinétiques de la PDF

testée.

Comme attendu suite aux résultats de complémentation, Vp16PDF présente bien une
activité déformylase. En revanche, dans les conditions de purification décrites ci-dessus,
Iefficacité catalytique de VP16PDF s’est révélée particuliérement faible : Keat/Km= 915 ML
1 contre Keat/Km= 54000 M™.s pour ECPDF par exemple (Tableau I-1). Cette faible efficacité
catalytique n’est pas due a I’affinité pour le substrat, qui est comparable a celle généralement
obtenue pour d’autres PDFs actives, quel que soit le type (Km de ’ordre de 1 a 6 mM, voir
Tableau 1-1), mais a la vitesse de réaction. En effet, ket = 3 s pour Vp16PDF, la ot on obtient
une valeur supérieure a 20 s pour les PDFs actives, pouvant méme aller jusqu’a 1007 s pour
les enzymes les plus actives (Tableau I-1). Ainsi, la vitesse de réaction de Vpl6PDF se
rapproche plus de celle mesurée avec des PDFs connues pour étre constitutivement peu actives,

232 ou de celles dont le

comme les enzymes humaine'’® ou issue de Plasmodium falciparum
métal catalytique est un Zn?* et non un Ni?* (Tableau I-1). L’activité de Vp16PDF est également

similaire a celle mesurée pour la peptide déformylase du phage S-SSM7 2%,
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Keat (s1) Km (MM) Keat/ Km (M1.s7) Référence

Type 1B

Zn-EcPDF 56+15 70+ 20 80+ 22 Ragusa et al, 1998 1

Ni-EcPDF 210+ 13 3,9+0.6 54000 + 8000 Ragusa et al, 1998 1%
Bactéries TtPDF ND >10 ND Ragusa et al, 1998 1

Ni-TtPDF 27+3 2,3+05 11739 + 2500 Ragusa et al, 1998 1

SePDF 150-250 1-1,9 88-313 Frank et al, 2013 2%

AtPDF1B 13+2 8,2+0.2 1600 + 40 Serero et al, 2001 18
Organites

Ni-AtPDF 75+ 15 56+19 13300 + 1500 Serero et al, 2001 18

Vpl6PDF 3 3,2 915 Ce travail
Phages

S-SSM7 PDF 583-800 0,3-1,3 449-2204 Frank et al, 2013 2%
Type 1A

AtPDF1A 2+2 0,25 +0.07 88,000 + 150 Serero et al, 2003 178
Organites 0.030

HsPDF . (’)’005 1,6 +0.4 18+2 Serero et al, 2003 17
Type 2

BstPDF ND >10 ND Ragusa et al, 1998 1%
gar‘;triiies Ni-BstPDF 1,007 + 191 41412 245000 + 10000  Ragusa et al, 1998 1%

Ni-SaPDF 50+ 3 1,20+0,8 41993 Fieulaine et al, accepté
Type 3
Archées Ni-PfPDF ND ND 13700 + 1000 Bracchi-Ricard et al, 2001 22
'el'trypanosomes Zn-TbPDF ND ND 8 Bouzaidi-Tiali, 2007 24

Tableau I-1: Constantes cinétiques de Vpl6PDF et autres PDFs. Les vitesses initiales de réaction ont été

mesurées en utilisant le test couplé a la FDH et du Fo-Met-Ala-Ser (fMAS) comme substrat 1%, et les paramétres

cinétiques ont été calculés en utilisant le logiciel Sigma Plot. Pour la PDF de Synechococcus elongatus et du phage
associé S-SSM7 les tests d’activité ont été réalisés avec les substrats fMTSI, fMLIS, fMTTA, fMAKK, fMARI,
fMSRV . Pour la PDF de Plasmodium falciparum (PfPDF), le test d’activité a été réalisé selon le protocole de Wei

et al, 1997 2*avec le substrat formyl-Met-Leu-p-nitroanilide. Ec pour Escherichia coli, Tt pour Thermus

thermophilus, Se pour Synechococcus elongatus, At pour Arabidopsis thaliana, Vp16 pour phage Vp16T, S-SSM7

pour phage de Synechococcus elongatus, Hs pour Homo sapiens, Bst pour Bacillus stearothermophilus, Sa

(Streptococcus agalactiae, Pf pour Plasmodium falciparum, Tbh pour Trypanosoma brucei. Ni et Zn indiquent que

la protéine purifiée est une forme avec nickel ou zinc respectivement, lorsque le métal a été identifié.
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La mesure d’une faible activité de Vp16PDF suggere une mauvaise substitution du metal
catalytique natif par le nickel au cours de la purification de la protéine, impliquant que le
protocole suivi n’est pas optimal. Cependant, d’autres hypothéses pourraient expliquer la faible
activité catalytique de cette protéine. En effet, il est possible que Vp16PDF soit naturellement
peu active, et ce pour plusieurs raisons. 1l est par exemple connu que les PDFs mitochondriales
des mammiféres présentent deux mutations critiques dans les motifs consensus qui caractérisent
la famille des PDFs 1’8 expliquant la faible activité mesurée pour I’enzyme humaine
158,178,204.213.234 _OQr, comme décrit plus haut (Figure 1-1A), I’analyse de la séquence de Vp16PDF
ne permet pas d’identifier une quelconque mutation qui pourrait altérer le mécanisme
enzymatique, conduisant a une faible vitesse de réaction. Une autre explication tiendrait a
I’extrémité C-terminale atypique de Vp16PDF, qui est la plus courte découverte a ce jour (voir
paragraphe A.2). Enfin, il n’est pas exclu que Vp16PDF adopte un repliement atypique et/ou

qu’elle ait une spécificité de substrat inhabituelle.

Ainsi, bien que cette premiére tentative de purification de la protéine Vp16PDF ne nous
ait pas permis d’obtenir une protéine tres active, la haute pureté de I’échantillon (Figure I-
4) ainsi que le bon rendement de purification (8 mg de protéine pure pour 2 litres de culture
bactérienne) nous ont permis de caractériser la protéine par différentes approches afin de mettre
en évidence ses particularités éventuelles (voir sections C.4 a C.6). En parall¢le, j’ai également
optimisé les conditions de purification de Vp16PDF, dans le but de disposer d’une protéine dont

’activité enzymatique est préservée (Voir section D).

C.3- Production d’anticorps dirigés contre Vp16PDF
L’obtention de la protéine Vp16PDF pure nous a permis de stimuler la production

d’anticorps dirigés contre la protéine par immunisation de lapins (voir Matériels et Méthodes).
La caractérisation de ces anticorps sur des extraits bruts bactériens nous a permis de démontrer
leur spécificité : ils reconnaissent exclusivement la PDF de phage et pas celle d’E. coli (Figure
I-5). Un signal unique et intense est observé dans les extraits bruts surexprimant Vpl6PDF,
correspondant a une protéine ayant une taille d’environ 14 kDa, comparable a celle attendue
d’apreés sa séquence codante (Figure 1-2). Ces anticorps spécifiques et de haute affinité sont
devenus un outil trés puissant pour la suite de mes études. Ils sont utilisé a une dilution de

1/5000 durant les expériences.
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Figure 1-5 : Test des anticorps-anti-Vp16PDF. Pour chaque gel, 10ng, 50ng et 100ng de protéine purifiée ont
été déposés, et comparés a un aliquote d’extrait brut (EB). Chaque membrane a ét¢ incubée avec une dilution
d’anticorps primaire variable (1/1000, 1/2000, 1/5000 et 1/10000), suivie d’une incubation en présence
d’anticorps secondaire porteur d’un fluorophore. La fluorescence a ensuite été détectée, révélant une bande

spécifique entre 10 et 15 kDa, qui correspond a Vp16PDF.

C.4 - U'extrémité C-terminale tres courte de Vp16PDF stabilise fortement
la protéine
Gréace a différentes collaborations, nous avons pu caractériser la stabilité thermique de

Vp16PDF en utilisant deux techniques différentes.

En collaboration avec la plateforme « Mesures d’interaction des macromolécules »
(PIM) de I'I2BC, la stabilité thermique de Vpl6PDF a été mesurée par la technique DSC
(« differential scanning calorimetry »), qui mesure la variation de capacité calorifique associée
a la dénaturation de la molécule lorsque celle-ci est chauffée a vitesse constante. Le

thermogramme obtenu permet alors de déterminer une température de transition notée T.

A titre de comparaison, la valeur Trm a été mesurée pour Vpl6PDF ainsi que pour
d’autres PDFs (la valeur Tm associée a la PDF1B d’A. thaliana (AtPDF1B) est tirée de
précédentes expériences réalisées dans les mémes conditions 2%). 1l est a noter que les protéines
ont systématiquement précipité a haute température, donnant des thermogrammes qui ne
peuvent pas étre pleinement analysés (c’est-a-dire que les variations d’enthalpie et d’entropie
ne sont pas quantifiables), mais permettant tout de méme une bonne estimation du Tr, associé a

chaque protéine testée.

Les PDF 1Bs d’E. coli et A. thaliana ont une stabilité thermique semblable, avec un T
de 60°C et 61°C respectivement (Figure 1-6 et 2%). Le Tm de la PDF1B de Thermus
thermophilus (TtPDF) est bien plus élevé (73°C, Figure 1-6), vraissmblablement car elle est

produite par une bactérie hyperthermophile. De maniére intéressante, le Tm mesuré de Vp16PDF
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est également élevé, avec une valeur de 68°C (Figure 1-6). Cette valeur est tres proche de celle
obtenue avec une version de la PDF d’E. coli dont 'extrémité C-terminale a été tronquée
(variant 1-148 ; Tm = 72°C, Figure 1-6). Ce résultat signifie que 1’absence d’hélice alpha en C-
terminal stabilise significativement les PDFs de type 1B, effet qui avait déja été observe lors

d’une précédente étude avec ECPDF %2,

14000 -

TtPDF
T,.=73°C
Vp16PDF
T,=68°C
9000 -
g
>
o
£
>
g
5
4000
1000 50 80

Temperature (°C)

Figure 1-6: Stabilité thermique de différentes PDFs de type 1B dont Vp16PDF. La stabilité thermique de
différentes PDFs de type 1B a été mesurée par la technique DSC. Les températures apparentes de transition T,
ont été déduites des thermogrammes aprés correction de la ligne de base. En rouge: Vp16PDF, bleu: ECPDF,
vert: ECPDF variant 1-148, noir: TtPDF.

La stabilité thermique de Vpl6PDF a également été analysée par la technique de
thermofluor ou FTSA (« Fluorescence-based Thermal Shift Assay »), en collaboration avec
Eric Jacquet a I'Institut de Chimie des Substances Naturelles (ICSN, Gif-sur-Yvette). Cette
technique est basée sur I’analyse des variations de I’intensité de fluorescence de colorants
fluorescents, tels que le Sypro Orange, en présence de la protéine et en fonction de la
température ; le fluorophore fluoresce lorsqu’il est en contact avec les régions hydrophobes des
protéines, régions qui sont progressivement exposees a mesure que la protéine est dénaturée par
la température croissante. Les courbes de fluorescence obtenues sont dérivées afin d’avoir acces

a la température de demie-dénaturation Tp.

La dénaturation thermique de Vp16PDF a été mesurée pour différentes concentrations
de protéine (de 13 a 49 uM) ; la protéine étant stockée dans un tampon 50 mM MES-KOH
pH5,5, 5 mM NiCl; et diluée dans un tampon 50 mM MES-KOH pH5,5 sans NiCly, une quantité

résiduelle de NiCl était présente dans les échantillons (de 208 a 750 uM). Cette premiere série
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de tests a permis de déterminer un Trm égal @ 67 + 1°C (Figure 1-7A courbes bleues), égal a celui
déterminé par DSC (Figure 1-6). L’ajout de 7,5 mM EDTA, a fortement modifi¢ le
comportement de Vpl6PDF. En effet, nous avons pu observer i) une augmentation de la
fluorescence du fluorophore associée a la dénaturation de Vpl6PDF, ii) une diminution
significative du Tm (61 + 1°C), et iii) I’apparition d’une phase précoce de dénaturation entre 30
et 45°C (Figure I-7A courbes vertes). Ce résultat suggérait une influence du NiCl sur la
conformation et la stabilité de la protéine, son absence contribuant a une stabilité moindre. Nous
avons alors purifié Vp16PDF en absence totale de nickel afin de proceder a de nouveaux tests.
La protéine ainsi purifiée en absence de NiCl; s’est avérée aussi stable, que ce soit en absence
ou en présence de NiCl. supplémentaire dans 1’échantillon (Tm = 70 £ 1°C et 68 + 1°C, Figure
I-7B courbes noire et verte respectivement). En revanche, 1’ajout de 2 mM EDTA a comme
précedemment modifié le comportement de la protéine (diminution du Tm (62 + 1°C) et
apparition d’une phase précoce de dénaturation, voir Figure I-7B courbe rouge). La protéine
testée ayant été purifiée en absence de nickel, ce dernier résultat suggére un lien entre la stabilite
de Vp16PDF et la présence d’un ou plusieurs métaux lié(s) intrinséquement a la protéine et non
pas ajoutés au cours de la purification ou de I’expérience. De plus, Vp16PDF ayant un pl
particulierement élevé en comparaison d’autres PDFs, nous avons souhaité tester 1’influence du
pH sur sa stabilité (les expériences ont été réalisées en utilisant la protéine purifiée en absence
de NiCl2). Nous avons ainsi pu constater que la protéine était déstabilisée lorsqu’elle était diluée
dans un tampon a pH 4,0 au lieu de 5,5 (Tm = 52 + 1°C, avec une forte diminution de la
fluorescence, Figure I-7C courbes bleues). De plus, les résultats précédents ont eté confirmés,
a savoir une stabilité inchangée par ’ajout de 2 mM NiClz (Tm = 51 = 1°C), mais diminuée en

présence d’EDTA (Tm = 45 + 1°C) (Figure I-7D courbes vertes et rouges respectivement).

Bien que ces résultats soient encore préliminaires et mériteraient d’étre approfondis, il
en ressort un lien évident entre la stabilité de la protéine et le tampon dans lequel elle est purifiée
et/ou diluée, tant au niveau de I’influence du pH que du métal li¢ au niveau du site actif et/ou a

d’autres sites non identifiés jusqu’ici.
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Figure 1-7 : Influence des métaux et du pH sur la stabilité thermique de Vp16PDF. La stabilité thermique de
Vp16PDF a été mesurée par la technique de thermofluor. L’effet du NiCl,, de ’EDTA et du pH a été testé. Les
températures apparentes de transition T, ont été déduites a partir de la dérivation des courbes de fluorescence
obtenues en fonction de la température. Pour chaque condition I’expérience est répétée deux fois. A) Vpl6PDF
stockée dans un tampon 50 mM MES-KOH pH 5,5, 5 mM NiCl; a été diluée dans un tampon 50 mM MES-KOH
pH 5,5, conduisant a une concentration résiduelle de NiCl, de 750 puM, et contenant ou non de ’EDTA a 7,5 mM.
B) Vp16PDF purifiée en absence totale de NiCl; et stockée dans un tampon 50mM MES-KOH pH 5,5 a été diluée
dans un tampon contenant au final 2 mM de NiCl, ou d’EDTA. A titre de contrdle, la protéine a été diluée dans le
tampon 50mM MES-KOH pH 5,5 seul (courbe noire). C) Vpl6PDF purifiée en absence totale de NiCl; et stockée
dans un tampon 50 mM MES-KOH & pH 5,5 ou 4,0. D) Méme expérience que C mais avec ajout de 2 mM de NiCl;
ou d’EDTA.
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C.5- La structure cristalline de Vp16PDF révele un repliement PDF classique,

assorti de quelgues particularités.

Dans le but de déterminer si I’extrémité C-terminale trés courte et/ou un repliement atypique de
Vp16PDF pourraient expliquer la faible activité mesurée, nous avons résolu sa structure cristalline. La
protéine purifiée en présence de faibles concentrations en nickel était parfaitement adaptée pour la
technique de cristallographie des rayons X, car purifiée a homogénéité en relativement grande quantité,
et stable (voir résultats précédents).

De maniere inattendue, nous avons obtenu plusieurs dizaines de formes cristallines en utilisant
des kits de cristallisations disponibles a la plateforme de cristallographie de I'I2BC (voir Matériels &
Méthodes). La diffraction des cristaux a pu étre testée directement a partir des plaques de cristallisation
(voir Matériels & Méthodes), et une douzaine d’entre eux a diffracté a une résolution comprise entre 2
et 4,5 A. L optimisation manuelle de ces cristaux a été réalisée avec succés pour deux conditions de
cristallisation. Les cristaux ainsi obtenus ont permis de résoudre la structure cristalline de Vp16PDF a
1,7 A de résolution, par remplacement moléculaire en utilisant la structure de la PDF de Pseudomonas
aeruginosa (code PDB 1LRY, ) privée de son extrémité C-terminale, qui présente une identité de
séquence de 34%. Les deux formes cristallines obtenues sont parfaitement superposables (r.m.s.d. < 0,5

A pour 100% des Ca), et seule I’une d’elle a ensuite été considérée pour I’analyse structurale.

Vpl6PDF adopte un repliement classique, comparable a celui des autres PDFs de type 1B
connues, notamment celles de Vibrio cholerae (code PDB 3FWX) et E. coli (code PDB 2AI8 *#2) qui
sont les plus proches homologues structuraux, ainsi qu’avec la PDF du phage S-SSM7 (code PDB
3UWA %), Elle posséde sept brins B (B1 a B7), deux hélices a (al et a2) ainsi que deux hélices 310 (n1

et n2) (Figure 1-8). Bien que la structure de Vp16PDF soit classique, plusieurs différences sont notables.

Vp16PDF

Figure 1-8: Comparaison structurale de plusieurs PDFs de type 1B. La structure de Vp16PDF (& gauche)
est comparée aux structures des PDFs d’E. coli (milieu) et du phage S-SSM7 (droite). Les hélices a et les brins

B sont représentés en violet et vert respectivement. Les trois motifs caractéristiques des PDFs, constituant le site

actif, sont représentés en jaune. L’hélice 310 (n3) présente chez E. coli et S-SSM7 est entourée en rouge.
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La différence la plus importante concerne 1’extrémité C-terminale de Vpl6PDF. La
protéine s’arréte quelques résidus aprés 1’hélice a2 ; elle ne comporte donc ni I’hélice a C-
terminale ni I’hélice 310 N3 typiques des PDFs de type 1B, que 1’on retrouve par exemple chez
EcPDF (Figure 1-8). Or cette hélice 31 est présente dans quasiment toutes les PDFs de structure
connue (voir Figure S1 dans 2%°), et constitue une région critique pour ’activité de la protéine.
En effet, comme décrit plus haut (section C.5), une délétion de la protéine ECPDF au niveau
des résidus 139 a 143, situés avant ou dans cette hélice n3, conduit a une inactivation partielle
ou totale de la protéine 2.

L’extrémité C-terminale de Vp16PDF n’est pas flottante, elle est collée contre le coeur
globulaire de la protéine, a proximité du site actif. La chaine latérale de la Thr136, l'avant-
dernier résidu, fait une liaison hydrogéne avec la chaine latérale de la Tyr88, tandis que la
chaine latérale de 11e137 est enfouie a lI'intérieur d'une poche hydrophobe constituée de résidus
provenant des brins B4 et 5 (Figure 1-9). Enfin, un pont salin maintient le groupement
carboxyle terminal du dernier résidu (1le137) avec I’extrémité de la chaine latérale de la Lys91
(Figure 1-9). Ce réseau d’interactions a été comparé a celui existant dans les PDFs d’E. coli et
du cyanophage S-SSM7. La seule interaction conservée entre ces trois PDFs est le contact
hydrophobe mentionné ci-dessus. Cette interaction implique généeralement un résidu Phe ou Tyr
(que I’on retrouve dans plus de 93% de PDFs, y compris celle du cyanophage S-SSM7), et il
est relativement rare de trouver une lle dans cette position (moins de 2% des cas). La PDF de
Thermotoga maritima représente I’'une des exceptions puisqu’elle posséde une Ile a cette
position, et non une Phe ou une Tyr. Cependant, la présence de ce résidu ne modifie pas le
réseau d’interactions dans cette zone (Figure 1-9). Il est également intéressant de souligner
qu’une Ile est systematiquement retrouveée a la place des résidus conservés Phe ou Tyr dans la

plupart des PDFs de classe 3 qui sont inactives (Figure 1-1) 21°,

Malgré ces particularités, I’environnement de I'extrémité C-terminale de la protéine
semble finalement assez similaire a celui observé dans d'autres PDFs, et ne permet donc pas
d’expliquer la faible efficacité catalytique observée in vitro avec la protéine purifiée dans les

conditions décrites précédemment.
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Figure 1-9 : Zoom sur les extremités C-terminales de plusieurs PDFs de type 1B. Les structures de la PDF
du phage Vpl6T, du phage S-SSM7, d’E. coli et T. maritima sont représentées. A) Repliement de la structure
C-terminale pour les différentes PDFs. B) Interactions entre la région C-terminale et I’extrémité de la protéine

pour les différentes PDFs.

Il a été montré que le domaine C-terminal des deformylases ne joue pas un réle majeur
dans I’activité enzymatique °2, mais qu’il est nécessaire pour I’interaction avec le ribosome .
A ce jour, I'interaction PDF:ribosome a été montrée uniquement pour la protéine d’E. coli,
indiquant que cette interaction est médiée par I’hélice a3 C-terminale d’EcPDF, qui entre en
contact avec la protéine ribosomale ulL22 via des contacts hydrophobes et électrostatiques
(Figure i.12 de I’introduction) °*. Or, comme décrit plus haut, nous savons que les PDFs de type
1A et 2 n’ont pas d’hélice o en C-terminal, et que certaines PDFs de type 1B ont une extrémité
C-terminale trés courte, sans équivalent de I’hélice a3 d’EcPDF. Ainsi, en supposant que toutes
les PDFs sont capables d’interagir avec le ribosome, ce qui reste a démontrer, d’autres types
d’interactions sont a envisager. Quelques particularités structurales ont pu étre relevées sur la
structure de Vp16PDF, qui pourraient entrer en jeu lors de I’interaction avec le ribosome le cas
échéant.

En raison de son point isoélectriqgue moins acide que celui calculé pour les autres PDFs
(pl =7,00 contre 4,0-5,5 habituellement), la répartition des charges en surface de Vp16PDF est
Iégerement modifiée. En effet il apparait clairement que la surface de Vp16PDF est globalement
moins chargée que d’ordinaire, en particulier autour du site de fixation du ligand (Figure I-
10A). Cela est particuliérement valable en comparaison d’EcPDF (Figure 1-10A Panneau du
haut). Etonnement, cette altération de répartitions de charges ne s’applique pas pour la PDF trés

courte du cyanophage S-SSM7, dont le pl calculé est de 5,45 (Figure 1-10A). De plus, bien
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qu’aucun patch acide ou basique ne soit caractéristique de tel ou tel type de PDF, un faible
patch basique est observable sur la protéine Vp16PDF (Figure I-10A). Par ailleurs, la répartition
des résidus hydrophobes semble étre altérée chez Vp16PDF, avec une hélice al qui présente
une surface accessible au solvant particulierement hydrophobe (Figure 1-10B). Enfin, avec un
tour en moins a son extrémité N-terminale, I’hélice ol de Vp16PDF est significativement plus
courte que celle des autres PDFs, quel que soit le type.

Il n’est pas exclu que I’ensemble de ces particularités puisse moduler I’interaction avec
le ribosome, et seules des études complémentaires permettront de valider ces hypothéses.

Enfin, les cartes de densité électronique ont révélé la présence d’un ion métallique dans
le site actif de la protéine Vp16PDF, coordonné de fagon classique a la cysteine du motif 2,
aux deux histidines du motif 3 et 4 une molécule d’eau. Cet ion s’est avéré étre un Zn?* et non
un Ni?*. La présence d’un ion zinc dans le site actif des PDFs est courante, car I’affinité de ce
métal pour les PDFs est tres elevée ; cet ion provient généralement de la solution de
cristallisation. Or Vp16PDF a cristallisé dans des conditions de cristallisation sans zinc (voir
Matériels et Méthodes), ce qui suggére une mauvaise substitution du métal lors de la
purification de la protéine, ayant conduit & 1’incorporation de Zn?* et non de Ni?*. Cette
hypothése est renforcée par une experience de spectrométrie de masse native sur la protéine
purifiée (réalisée en collaboration avec Sarah Cianferani au LSMBO de Strasbourg), qui
indique une masse moléculaire expérimentale de 14847 + 1 Da. Cette masse correspond
exactement a la masse moléculaire théorique de Vpl6PDF (MM = 14783,2 Da) complexée a
un atome de Zn?* (MM théorique = 65,38 Da).

Ces résultats suggeérent fortement que nous ne sommes pas parvenus a substituer le métal
endogéne de I’enzyme (probablement du Fe?*, comme beaucoup d’autres PDFs) par du nickel
au cours de la purification de I’enzyme. En présence de faibles concentrations en nickel, nous
aurions donc produit une forme Zn-Vp16PDF, ce qui expliquerait la faible activité enzymatique

mesurée in vitro.
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Figure 1-10: Répartition des résidus chargés ou hydrophobes a la surface de différents types de PDFs.
Les structures de PDFs de type 1B (issues de Vpl6T, E. coli et S-SSM7), de type 2 (issue de B.
stearothermophilus) et de type 1A (issue d’A. thaliana) ont été comparées. A) La surface des protéines est
représentée et colorée selon la répartition des résidus basiques (arginine, lysine et histidine) et acides (aspartate
et glutamate), respectivement en bleu et rouge. Un patch chargé positivement (entouré en rouge) est présent sur

Vpl6PDF . B) Les résidus hydrophobes sont représentés en orange.

D - Détermination des conditions nécessaires pour la préservation de I’activité

de Vp16PDF in vitro.

L’ensemble des résultats obtenus et décrits dans la premiere partic de ce chapitre
montrent que Vp16PDF est une protéine trés semblable aux autres PDFs décrites, avec quelques
particularités de sequence et de structure. Les résultats indiquent également que 1’incorporation
du nickel dans le site actif n’a vraisemblablement pas été effective, conduisant a une mauvaise
activit¢ enzymatique, et donc a I'impossibilit¢é de déterminer totalement les propriétés
enzymatiques de cette PDF de bactériophage, notamment sa spécificité de substrat. Dans cette
deuxiéme partie, j’ai donc naturellement cherché a optimiser la purification de Vp16PDF, dans
le but de disposer d’une protéine pleinement active. En plus de jouer sur la concentration en
nickel au moment de la lyse des bactéries qui surexpriment la protéine, j’ai également testé
I’influence du pH dans les tampons de lyse. Par ailleurs, voulant augmenter les rendements de
purification, j’ai produit la protéine a partir du géne sous-cloné dans un plasmide pET16b,
inductible a I'IPTG (voir Matériels et Méthodes).
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D.1 - L'activité de Vp16PDF est significativement plus élevée lorsque I'on

augmente la concentration en nickel dans le tampon de lyse

Il est connu que la concentration en nickel du tampon dans lequel est effectuée la lyse
des bactéries surexprimant une PDF recombinante représente un point critique pour
I’incorporation de ce métal 1**. C’est pourquoi j’ai fait varier la concentration en nickel dans le
tampon de lyse et mesuré la vitesse initiale de réaction de Vpl6PDF sur les extraits bruts
solubles ainsi obtenus. Le test d’activité a été réalisé dans les conditions classiques, a 37°C en

utilisant le substrat de référence fMAS a 4 mM.

J’ai ainsi constaté qu’entre 0 mM et 20 mM d’ion nickel dans le tampon de lyse,
’activité mesurée était pratiquement nulle et qu’il fallait utiliser des concentrations supérieures
a 20 mM pour observer une augmentation significative de 1’activité (Figure I-11A, courbe
bleue). Ces concentrations élevées étant inhabituelles, j’ai reproduit I’expérience en utilisant
une plus forte concentration de substrat (6 mM au lieu de 4 mM) afin de verifier que la
concentration de NADH formé était bien en lien avec I’hydrolyse du substrat, et donc I’activité
déformylase. Les vitesses initiales de réaction mesurées étaient significativement supérieures
(Figure I-11A, courbe rouge), indiquant que I’activité mesurée était bien due a Vp16PDF et non
a un artefact. De plus j’ai voulu savoir si I’activité de Vp16PDF mesurée in vitro pouvait étre
modulée par la température. J’ai donc reproduit I’expérience précédente en testant quatre
températures (25°C, 30°C, 37°C et 42°C), a une concentration fixe de fMAS (4 mM). Les
vitesses initiales de réaction mesurées ont été significativement plus élevées lorsque le test
d’activité était réalisé a 37 ou 42°C comparé a 30 ou 25°C, avec une différence d’autant plus
marquée que la concentration en nickel dans le tampon de lyse était plus élevée 2%° (Figure I-
11B). Ce comportement est courant pour une PDF, et les tests d’activité suivants ont donc été

réalisés classiquement a 37°C.
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Figure 1-11 : Influence de la concentration en nickel dans le tampon de lyse sur P’activité de Vp16PDF
dans des extraits bruts solubles. Des aliquotes de culture bactérienne ayant surexprimé Vpl6PDF ont été
resuspendus dans du tampon de lyse a pH5,5 en présence de différentes concentrations de NiCl, (de 3 a 30 mM).
La vitesse initiale de réaction (vo) a ensuite été mesurée sur les extraits bruts solubles ainsi obtenus, et reportée
sur le graphique en fonction de la concentration en nickel présente dans le tampon de lyse. A) Le test d’activité
a été réalisé a 37°C, et deux concentrations en substrat fMAS ont été testées : 4 mM et 6 mM, représentés en
bleu et rouge respectivement. B) Le test d’activité a été réalisé a différentes températures : 25°C, 30°C, 37°C et

42°C (représentés respectivement en jaune, vert, rouge et bleu), en utilisant 4 mM de fMAS.

Cette premiere étape de l’optimisation du protocole de purification a montré une
dépendance au nickel de Vpl6PDF inhabituelle, indiquant que la concentration en nickel
utilisée au moment de la lyse des bacteéries lors des premieres purifications de la protéine était
loin d’étre optimale, conduisant a une activité enzymatique tres faible. La premiére gamme de
concentration testée m’a permis de montrer que le tampon de lyse doit contenir un minimum
de 30 mM de NiCl, pour pouvoir préserver efficacement 1’activité enzymatique de Vp16PDF.
Durant les tests suivants, j’ai encore augmenté cette concentration afin de déterminer la
concentration optimale a utiliser lors de la lyse des bactéries. De plus, je me suis intéressé au

point isoélectrique particulier de la protéine.

D.2 - 'activité de Vp16PDF est fortement augmentée lorsque le tampon
de lyse est de bas pH et qu’il contient de tres fortes concentrations en

nickel

Comme décrit plus haut, Vp16PDF possede un point isoélectrique théorique inhabituel
égal a 7,00, conduisant a une répartition atypique des charges en surface de la protéine (voir
section C.5 Figure 1-10). De plus, nous avons montré que des variations de pH influencent la
stabilité de la protéine (voir section C.4 Figure 1-7). Au cours d’une deuxi¢me série de tests,
j’ai donc cherché a évaluer I’influence du pH sur I’activité de Vp16PDF, en modifiant le pH du

75



Chapitre |

tampon de lyse des bactéries ayant surexprimé la protéine. L’ensemble des tests d’activité a été

réalisé a partir des extraits bruts solubles ainsi obtenus, a 37°C et en utilisant 4 mM de fMAS.

Outre le tampon de lyse a pH 5,5 (celui utilisé lors de la premiere série de tests, voir
section précédente), j’ai testé deux pH, I'un inférieur (pH 4,0) et I'autre proche du pl
théorique (pH 7,5) permettant a la protéine d’étre globalement chargée positivement dans un
cas et globalement neutre dans I’autre. J’ai commencé par tester I’activité sur des bactéries
lysées dans un tampon contenant 0, 10 ou 50 mM de NiCl,. Une augmentation de la vitesse
initiale de réaction a pu étre observée a 50 mM de nickel pour des bactéries lysées dans un
tampon a pH 5,5 comparé a 7,5 (Figure 1-12A, courbes rouge et noire). Une activation bien plus
importante a pu étre mesurée pour des bactéries lysées dans un tampon a pH 4,0 (Figure 1-12A,

courbe bleue).

Une concentration de 50 mM NiCl, étant relativement élevée, j’ai voulu vérifier la
solubilité des protéines dans les échantillons testés. J’ai donc analysé sur gel d’¢électrophorese
en conditions dénaturantes les fractions solubles et insolubles des extraits bruts lysés dans les
différents tampons. Comme observé précédemment, on retrouve Vpl6PDF majoritairement
dans la fraction insoluble, quel que soit le pH (Figure 1-12B, puits « 0 »). De plus, au contraire
des contaminants qui précipitent, Vp16PDF reste stable en présence de 10 ou 50 mM de nickel,
et reste partiellement soluble a pH 4,0 (Figure 1-12B, puits « 10 » et « 50 »). Ces résultats étaient
particulierement intéressants car ils montraient que lyser les bactéries dans un tampon a pH 4,0
et fortement concentré en nickel permettait non seulement d’activer Vp16PDF (Figure 1-12A)
mais également de la purifier partiellement en précipitant de nombreux contaminants. J’ai donc
par la suite testé une gamme plus large de concentrations en nickel (jusqu’a 100 mM) afin de
déterminer la concentration la plus élevée que je pouvais utiliser dans le tampon de lyse pour
obtenir I’activit¢ maximale de I’enzyme, mais également ¢liminer le maximum de
contaminants. Ainsi, pour chaque aliquote de culture bactérienne lysé dans un tampon a pH 4,0
et contenant des concentrations croissantes en NiCly, j’ai mesuré la vitesse initiale de réaction
et quantifié les protéines contenues dans les échantillons testés; la vitesse initiale de réaction a
également été mesurée pour un tampon a pH 5,5. J’ai ainsi montré que ’activité de Vp16PDF
est fortement augmentée en utilisant un tampon de lyse contenant jusqu’a 80 mM de NiCl,
concentration au-dela de laquelle un plateau semble étre atteint (Figure 1-12C). Par ailleurs,
’activation semble meilleure avec un tampon de lyse a pH 4,0 comparé a pH 5,5. De plus,
comme attendu suite aux tests précédents, la quantité totale de protéines diminue a mesure que

I’on augmente la concentration en nickel (Figure 1-12C). De maniére surprenante, j’ai méme pu
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observer une augmentation de la quantité totale de protéines au-dela de 50 mM de nickel (Figure
[-12C), qui semble correspondre a I’augmentation de la quantité de Vp16PDF soluble (Figure
1-12B).
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Figure 1-12 : Influence du pH et de la concentration en nickel dans le tampon de lyse sur I’activité de
Vpl6PDF dans des extraits bruts solubles. Des aliquotes de culture bactérienne ayant surexprimé Vpl6PDF
ont été resuspendus dans du tampon de lyse a pH variable en présence de différentes concentrations en NiCls.
La vitesse initiale de réaction (vo (Assp.mint)) a ensuite été mesurée sur les extraits bruts solubles ainsi obtenus,
et reportée sur le graphique en fonction de la concentration en nickel présente dans le tampon de lyse. De plus,
les échantillons ont été analysés sur gels d’électrophorése en conditions dénaturantes, colorés au bleu de
Coomassie. A) Le test d’activité a été réalisé a 37°C et 4 mM de fMAS, a partir d’échantillons lysés dans un
tampon a pH 4,0, 5,5 ou 7,5 (courbes en bleu, rouge et noir respectivement). B) Les échantillons testés en A ont
été analysés sur gel. C) Le test d’activité a été réalisé a 37°C et 4 mM de fMAS, a partir d’échantillons lysés
dans un tampon a pH 4,0 ou 5,5 (courbes en bleu et rouge respectivement), avec des concentrations en NiCl;
allant jusqu’a 100 mM. La quantité de protéines totales dans les échantillons a été mesurée et les valeurs
reportées sur le graphique. D) L’activité spécifique (vitesse initiale divisée par la quantité de protéines totales)
est représentée en fonction de la concentration en nickel dans le tampon de lyse, pour chacun des deux pH (4,0

et 5,5, courbes en bleu et rouge respectivement).
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L’ensemble des résultats précédents m’a permis de déterminer le tampon de lyse adéquat
(50 mM MES-KOH pH4 avec 80 mM de NiCly) permettant a la protéine Vp16PDF d’étre a la
fois soluble et de préserver son activité. Par ailleurs, un avantage non négligeable de ce tampon
est qu’il permet une purification partielle de la protéine via I’élimination d’un grand nombre de
contaminants. Cependant, avant de procéder a une nouvelle purification de Vpl6PDF en
utilisant ce tampon optimis¢€, j’ai voulu vérifier si 'on pouvait diminuer la concentration en nickel
apres la lyse, c’est-a-dire durant la purification, sans affecter I'activité enzymatique. En effet, dans la
suite de ma thése (voir Chapitre II), j’ai étudié les interactions de Vp16PDF avec les ribosomes
bactériens, qui sont trés sensibles aux ions métalliques 2%¢. Nous avons donc cherché a travailler
avec des concentrations de nickel les plus faibles possible pour ne pas risquer de perturber leur
intégrité. Ainsi, une dialyse de la fraction soluble active obtenue en lysant les bactéries ayant
surexprimé Vp1l6PDF dans le tampon 50 mM MES-KOH pH4,0, 80 mM NiCl; a été effectuee
contre un tampon 50 mM MES-KOH pH4,0 contenant des concentrations plus faibles en NiCl
(2mM, 5 mM, 10 mM et 15 mM). L’analyse des échantillons dialysés sur gel d’électrophorese
en conditions dénaturantes a montré que diminuer la concentration en nickel aprés 1’étape de
lyse n’altére pas la solubilité de la protéine, quelle que soit la concentration en nickel (Figure
[-13A). Les échantillons contiennent donc tous la méme quantité de Vpl6PDF, et des tests
d’activité ont donc pu étre réalisés. La mesure des vitesses initiales de réaction a montré une
perte quasi-totale de I’activité de Vp1l6PDF lorsque celle-ci était dialysée contre un tampon
contenant une faible concentration en nickel (Figure 1-13B), indiquant que le maintien de
I’activité enzymatique nécessite un minimum de 15 mM de NiCl, dans le tampon de dialyse.
Cette concentration étant déja trop importante pour la stabilité des ribosomes utilisés lors
d’expériences ultérieures, nous avons décidé de ne pas tester d’autres concentrations en nickel
dans le tampon de dialyse. Comme décrit dans le chapitre II, les tests d’interaction avec les
ribosomes ont donc été réalisés avec la forme peu active de Vpl6PDF, purifiée avec des
tampons faiblement concentrés en nickel (5 mM) comme décrit précédemment (voir section
C.1 et C.2). Par ailleurs, les tests d’activité ont révélé une diminution de I’activité enzymatique
au-dela de 3 mM de substrat fMAS, phénomene connu pour étre une inhibition par exces de
substrat propre aux PDFs 22°. Ce phénoméne n’avait pas été observé jusqu’a maintenant (j’ai
au contraire montré une vitesse initiale de réaction supérieure en utilisant 6 mM de fMAS
comparé a 4 mM, voir Figure I-11A), probablement parce que I’activité enzymatique n’était
pas optimisée en raison de conditions de tampons non adaptées (mesures réalisées sur des

bactéries lysées dans un tampon a pH 5,5).
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Figure 1-13 : Activité de Vp16PDF apreés dialyse dans des tampons contenant de faibles concentrations en
nickel. Des aliquotes de culture bactérienne ayant surexprimé Vpl6PDF ont été resuspendus dans du tampon
MES-KOH 50 mM pH 4,0, 80 mM NiCly, puis dialysés contre des tampons contenant des concentrations en
NiCl, plus faibles (2 a 15 mM). A) Les échantillons dialysés ont été analysés sur gel d’électrophorése en
conditions dénaturantes, coloré au bleu de Coomassie. B) Les vitesses initiales de réaction ont été mesurées sur
les échantillons dialysés ainsi obtenus pour des concentrations croissantes de substrat fMAS. En bleu, la vitesse
initiale mesurée pour la protéine Vp16PDF non dialysée, en jaune, violet et bleu les protéines dialysées contres
des tampons contenant respectivement 5, 10 ou 15 mM de NiCl,.

E — Purification et caractérisation enzymatique d’'une forme active de Vp16PDF
Par la suite, j’ai procédé a une nouvelle purification de Vpl6PDF en utilisant les

conditions de tampon permettant le maintien de I’activité, ce qui m’a permis de déterminer

précisement ses constantes catalytiques.

E.1 — Purification de Vp16PDF dans des tampons fortement concentrés en
nickel

Vp1l6PDF a été surexprimée en bacteries et les cellules ont été lysées dans le tampon
optimisé 50 mM MES-KOH pH 4,0, 80 mM NiCl.. La protéine étant globalement chargée
positivement dans ce tampon, j’ai pu procéder a une étape de chromatographie en utilisant une
colonne échangeuse de cations (voir Matériels et Méthodes). A I’issue de cette étape, la pureté

de Vp16PDF s’est avérée supérieure a 90% (Figure 1-14).

Grace a ’optimisation du tampon de lyse des bactéries, il est donc possible, en une seule
étape chromatographique, d’obtenir la protéine Vp16PDF sous forme pure et active avec un bon

rendement de purification (12 mg de protéine pour 2 litres de culture bactérienne).

79



Chapitre |

MM 0,5ug  1lug 2ug

180 kDa
130 kDa -
100 kpa

70 kpa

55107 Figure 1-14 : Analyse de la pureté de Vp16PDF
40 kDa
35 o apres purification dans des conditions de bas
25 koa pH (4,0) et forte concentration en nickel (80
mM). Gel SDS-PAGE 14% coloré au bleu de
15 kpa - — -
Coomassie.

10 kpa

E.2 —La caractérisation de "activité déformylase in vitro de la protéine Vp16PDF
purifiée avec le nouveau protocole révele une protéine tres active partageant

des constantes catalytiques comparables aux autres PDFs actives

Les constantes enzymatiques de Vp16PDF purifiée via le protocole optimisé ont éte
déterminées avec le test d’activité couplé a la FDH (voir Matériels et Méthodes), en utilisant le
substrat Fo-Met-Ala-Ser (fMAS), comme précédemment. Les vitesses initiales de réaction
obtenues en faisant varier la concentration en substrat ont pu étre traitées selon 1’équation de

Michaélis-Menten (Figure 1-15A).

La modification des conditions de purification a permis d’obtenir une enzyme ayant une
vitesse de catalyse nettement améliorée par rapport au premier protocole utilisé (Keat=20+ 2 s
1 contre 3 s1) (Tableau I-1). L’efficacité catalytique, déterminée par le rapport entre la vitesse
catalytique (kcat) et la constante de Michaélis (Km) est également fortement ameliorée (8478 M-
1 s contre 915 M™.s obtenue initialement avec la forme purifiée en condition pH5,5 et 5 mM
de nickel), et est comparable a celle d’autres déformylases actives connues, comme Ni-
AtPDF1B ou Ni-TtPDF (Tableau I-1). De plus Vp16PDF possede une affinité pour le substrat
fMAS qui est dans I’ordre de grandeur de celui observé pour les peptides déformylases actives

(Km = 2,3 £ 0,3 mM).

D’apres les données obtenues, et comparées a celles issues de la littérature, il semble
que Vpl6PDF soit une déformylase pleinement active une fois purifiée dans les nouvelles

conditions que j’ai établies.
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Figure 1-15 : Vitesse initiale de déformylation de Ni-Vpl6PDF. Les vitesses initiales de réaction pour chaque
concentration de substrat sont représentées selon les représentations de Michaélis et Menten (A) et Lineweaver

et Burke (B). L’activité deformylase a été mesurée en présence de concentrations croissantes de fMAS et 67,5

nM d’enzyme.

E.3 — Vp16PDF est sensible a I'inhibiteur naturel des PDFs, I'actinonine

L’actinonine est un inhibiteur peptidomimétique naturel des PDFs 2% dont le mode
d’action est connu 2°%2%5, C’est un inhibiteur compétitif 20921 qui se fixe aux PDFs selon un
mécanisme a deux etapes (Figure 1-16). Au cours de la premiére étape, ’actinonine se fixe
rapidement a I’enzyme avec une constante d’inhibition K; moderée. Le complexe EI ainsi formé
évolue ensuite lentement vers un complexe EI* de trés haute affinité (K~ << K;). Ce complexe
final est qualifié de quasi-irréversible car il posséde une constante de dissociation tres faible.
Le passage du complexe EI en complexe EI* est vraisemblablement dd a un changement de
conformation de I’enzyme en réponse a la fixation de 1’actinonine (processus d’induced-fit)
235231 1 ’actinonine étant un inhibiteur universel des PDFs, j’ai cherché a savoir si Vp16PDF y
est également sensible, et si oui, a en déterminer les constantes d’inhibition, en comparant
notamment les valeurs K; et Ki*. La mesure des constantes d’inhibition utilise le test d’activité
couplé a la FDH et le substrat fMAS, et ’actinonine est ajoutée a des concentrations variables

de maniere a obtenir des courbes dose-réponse (voir Matériel et Méthodes).

E+l =—> El =—> E.I*

Figure 1-16 : Mode d’action de I’actinonine (I) sur une PDF (E) selon un mécanisme de slow-tight binding

en deux étapes.
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Dans un premier temps, j’ai déterminé la valeur d’ICso, correspondant a la concentration
d’actinonine nécessaire pour inhiber I’activité PDF de moitié. Pour cela, j’ai pré-incubé la
protéine et ’actinonine pendant 10 min a 37°C, en utilisant des concentrations croissantes
d’actinonine, puis déclenché la réaction enzymatique par I’ajout de substrat a une concentration
fixe (3 mM). J’ai ainsi obtenu une ICso de 51 = 4 nM pour 100 nM de Vp16PDF (Figure I1-17A).
Par ailleurs, la pré-incubation conduit a la formation d’un complexe final EI* stable ce qui
permet, le cas échéant, de s’affranchir de 1’étape lente du mécanisme d’inhibition par slow-tight
binding, permettant ainsi d’avoir acces a la valeur Ki*. Dans ce travail, j’ai déterminé une
constante d’inhibition apparente (Kipp), Via la représentation du rapport vo/ vi (= vitesse initiale
de réaction en absence d’actinonine / vitesse initiale de réaction en présence d’actinonine) en
fonction de la concentration en actinonine, qui conduit a une courbe dose-réponse sous la forme
d’une droite (figure I-18B droite avec les carrés) dont le coefficient directeur est égal a la valeur

1/ Kyxapp. J’ai ainsi pu déterminer une valeur Kj=pp €gale a 30 + 3 nM.

Par la suite, j’ai reproduit ’expérience en utilisant les mémes concentrations en
actinonine, substrat et enzyme, mais cette fois sans pré-incubation du complexe
Vpl6PDF:actinonine. Les cinétiques obtenues étaient différentes de celles observées
précédemment, avec deux phases clairement distinctes. Les vitesses initiales de réaction pour
la premiére phase ont été relevees, et la droite vo/ vi en fonction de la concentration en actinonine
tracée (Figure 1-17B droite avec les triangles). J’ai ainsi pu déterminer une valeur de K, égale a
167 + 10 nM (le coefficient directeur de la droite est égal a 1 / K)).

Les cinétiques d’inhibition ainsi que la comparaison des valeurs K; et Kixapp (Ki*app <
Ki) montrent clairement une différence de comportement de Vp16PDF selon qu’elle est pré-
incubée ou non avec I’actinonine. Cela est tout a fait cohérent avec un mécanisme d’inhibition

par slow-tight binding, que 1’on retrouve pour la plupart des PDFs 201235238,
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Figure 1-17 : Inhibition de Vp16PDF par I’actinonine. A) Mesure de 1’ICsp de ’actinonine sur Vp16PDF
(100 nM). L’activité résiduelle de I’enzyme a été mesurée pour des concentrations croissantes d’actinonine, en
présence de 3 mM fMAS. L’activité initiale hors présence d’inhibiteur est considérée comme équivalente a
100%. B) Représentation des vitesses initiales de réaction mesurées en A sous la forme vo/ vi = f(actinonine).
Le coefficient directeur de la droite ainsi obtenue permet de déterminer le K, apparent. Les carrés représentent
I’expérience avec préincubation du complexe enzyme/inhibiteur et les triangles 1’expérience sans préincubation

du complexe enzyme/inhibiteur.

E.4 - Analyse de la spécificité de substrat de Vp16PDF

Jusqu’a présent, I’ensemble des propriétés enzymatiques de Vp16PDF a été déterminé
avec un seul tripeptide (fMAS), qui est le plus souvent utilis¢ au laboratoire car I'un de ceux
qui permettent d’obtenir les meilleures efficacités catalytiques avec la PDF d’E. coli $3%22°, Or
il n’est pas exclu que Vpl6PDF ait une spécificité de substrat particuliere, permettant de
favoriser la déformylation de I'une ou I’autre des protéines codées par le génome du phage
Vp16T, ou au contraire de défavoriser la déformylation des protéines de la bactérie hote. Une
telle observation serait un ¢lément pour comprendre la présence d’un géne codant une PDF
dans des génomes de virus. Il est a noter que la caractérisation in vitro de I’activité déformylase
de la PDF du cyanophage Synechococcus S-SSM7 en utilisant différents tétrapeptides formylés
dérivés de séquences de protéines du phage a mis en évidence une légere différence de
spécificité de substrat de 1’enzyme par rapport a I’enzyme de I’hdte 2%, Afin de déterminer si
Vp16PDF pourrait déformyler spécifiquement des protéines codées par son propre génome,
nous avons défini des tripeptides dont la séquence est dérivée des séquences N-terminales du
protéome du phage. D’aprés les données de séquengage, le génome du phage Vp16T contient
64 ORFs (Figure I-18) 2!8, Une fonction a pu étre attribuée pour seulement douze des protéines

218

codées par ces ORFs *°, mais aucune d’elle n’a encore été confirmée expérimentalement.
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Figure 1-18: Carte génomique du phage Vpl6T. Seules les ORFs codant pour des séquences protéiques
supérieures a 70 acides aminés sont représentées. Seules 12 ORFs codent pour des protéines dont la séquence

est homologue a celle de protéines dont la fonction est connue. D’aprés Seguritan et al, 2003 %€,

Apres analyse des séquences protéiques codées par les ORFs de Vpl6T, nous avons
choisi de tester les peptides MNE, MAL, MPA et MSN, correspondant respectivement aux N-
terminaux des protéines putatives ADN polymérase, protéine de queue (« tail fiber protein »),
capside et hélicase. De plus, nous avons choisi de tester les peptides MAK, MTT et MKL,
correspondant a des séquences N-terminales représentees plusieurs fois (3 fois maximum) dans
le génome du phage (le peptide MNE est trouvé deux fois dans les séquences N-terminales du
phage). Les efficacités catalytiques de Vpl6PDF et ECPDF vis-a-vis de ces peptides ont été
déterminées en utilisant le test d’activité couplé a la FDH; les efficacités catalytiques obtenues

avec le peptide de référence fMAS ont été fixées arbitrairement comme étant 100%.

Les peptides ont été solubilisés dans de I’eau (voir Matériels et Methodes).
Malheureusement, malgré de nombreux essais, dont I’ajout de DMSO (voir Matériels et
Méthodes), les peptides TMNE et fMAL n’ont pas pu étre solubilisés et ils n’ont donc pas été
testés. De plus, en raison de problemes expérimentaux, le peptide fMAK a pu étre testé

uniquement avec ECPDF.

L’efficacité catalytique de Vpl6PDF vis-a-vis des peptides fMKL et fMTT est
équivalente a celle obtenue avec le fMAS, tandis que celle pour les peptides fMPA et fMSN est
Iégérement moins bonne (Tableau I-2). Néanmoins, bien qu’une légére spécificité de substrat
semble ressortir de ces résultats, celle-ci n’est pas significative car les mémes tendances ont été
obtenues avec la PDF d’E. coli (Tableau I-2). Si ces résultats ne révélent pas pour I’instant une
activité préférentielle de la PDF du phage pour ses propres protéines, il serait toutefois
nécessaire de tester d’autres tripeptides correspondant aux N-terminaux d’autres protéines du
phage afin d’avoir une vision plus exhaustive et pouvoir déterminer plus sirement si Vp16PDF

pourrait ou non favoriser la déformylation des protéines du phage.
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Vpl6PDF EcPDF
Peptide K, Kes Ko ! K, K./ K, K.t k.. /K, K./
(mM) (sec™) sec' MY | K (%) | (mM) (sec™) sec* M) | K, (%)
fMAS 2,3 19,6 8478 100 2,49 57 22800 100
fMKL 2,9 27,4 9448 111 0,19 34.4 86000 377
fMPA 1,43 53 3711 43,7 51 82 16080 70,5
fMSN 12 27,4 2286 26,9 58 88,6 15355 67,3
fMTT 1,01 9,04 8950 105 1,4 70,1 49366 216
fMAK ND ND ND ND 3,8 144,2 44808 205

Tableau I-2: Constantes enzymatiques de Vp16PDF et EcCPDF pour différents tripeptides formylés. Tableau
comparatif des constantes catalytiques mesurées pour différents substrats entre ECPDF et Vp16PDF. Efficacité

catalytique pour le fMAS fixée arbitrairement comme 100% d’activité.

Les PDFs n’ayant pas de spécificité de substrat, elles reconnaissent virtuellement
n’importe quelle protéine du moment que celle-ci débute par une méthionine formylée 22°, ce
qui conduit a la déformylation de la quasi-totalité des protéines en cours de synthese, la
proportion allant jusqu’a 95% chez les bactéries *"1%°. De ce fait, I’ensemble des vingt acides
amines est représenté en N-terminal des protéines, notamment en deuxieéme position (voir
Figure 1-19 sur laquelle les protéomes des bactéries E. coli et V. parahaemolyticus ont été pris
pour exemples). De maniére étonnante, la nature du deuxieme acide aminé dans les protéines
codées par Vpl6T est un peu différente. Aucun résidu Trp, Cys, Met ou Glu n’est trouvé en
deuxiéme position (Figure 1-19). De plus, le résidu Ala est particulierement abondant tandis
que le résidu Ser est sous-représenté (Figure 1-19). Dans une moindre mesure, une Tyr est plus
fréquemment retrouvée en deuxiéme position dans le protéome de Vpl6T comparé aux deux
génomes bactériens pris en exemple (Figure 1-19). Cette tendance est partiellement retrouvée
dans le protéome du cyanophage S-SSM7 : les résidus Trp et Cys ne sont jamais présents en
deuxiéme position, et il plutot rare d’avoir une His (Figure 1-19). Ces particularités pourraient
conduire a une spécificité de substrat inhabituelle. Bien que les tests préliminaires de spécificité

de substrat ne I’indiquent pas (Tableau 1-2), des études complémentaires seront nécessaires.

Par ailleurs, si le résidu en deuxiéme position n’a généralement pas d’influence pour les
PDFs, elle en a une pour les méthionines aminopeptidases (MetAPs). En effet, il a été montré
qu’une chaine latérale peu encombrante en deuxiéme position (Gly, Ala, Pro, Ser, Cys, voire

Thr et Val) permet aux MetAPs de cliver la Met initiale préalablement déformylée, tandis
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qu’une chaine latérale encombrante ne permet pas le clivage 3. La nature du deuxiéme acide
aminé étant inhabituelle dans le protéome du phage Vp16T, nous hous sommes demandé quelle
sera la conséquence quant au clivage de la Met initiatrice des protéines du phage lors de
I’expression de ces protéines par la cellule hote (le génome de Vp16T ne possédant a priori pas
d’ORF codant une MetAP putative, I’excision de la Met initiatrice sera vraisemblablement
assurée par la MetAP de [I’hote). Nous avons utilis¢é le logiciel TermiNator

(https://bioweb.i2bc.paris-saclay. fr/terminator3/) 8 qui permet de prédire, pour un protéome

donné, la proportion de protéines qui subissent la voie de la NME (c’est-a-dire perte de la
formyl-méthionine). D’apreés cette prédiction, 41% des protéines du phage Vpl6T devraient
perdre leur formyl-Met, proportion trés similaire a celle prédite pour les protéines des bactéries
E. coli et V. parahaemolyticus, ainsi que pour le cyanophage S-SSM7 (respectivement 39, 36
et 41%). La nature atypique des extrémités N-terminales des protéines du phage Vpl6T ne
devrait donc pas avoir d’effet sur le clivage des Met N-ter, hypothese qui reste toutefois a

valider expérimentalement.
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Figure 1-19 : Fréquence des aminés retrouvés en seconde position dans le protéome d’E. coli, V.
parahaemolyticus, Vp16T et S-SSM7. Les fréquences de chaque acide aminé sont représentées en bleu, orange,
gris et jaune pour les organismes E. coli, V. parahaemolyticus, Vp16T et S-SSM7 respectivement.
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Conclusion
L’¢étude des séquences génomiques issues de programmes de séquengage récents a

permis d’identifier la présence jusqu’alors insoupgonnée de sequences homologues de peptides
déformylases chez un certain nombre de virus et bactériophages. Parmi ces séquences, celle
provenant du phage Vp16T apparait comme étant 1’'une des plus courtes identifiées a ce jour.
L’analyse des alignements de séquences avec de nombreuses peptides déformylases indique
que cette enzyme est la plus proche du sous-type 1B, comme celle d’E. coli. Néanmoins cette
PDF est tronquée en C-terminal et ne possede donc pas I’hélice o caractéristique des PDFs de

type 1B décrite comme permettant I’interaction avec le ribosome .

L’étude de sa structure et de sa stabilit¢ a permis de montrer que la protéine a un
repliement classique pour une PDF de type 1B ainsi qu’une stabilité similaire aux autres
déformylases connues. Cette PDF est active in vivo, ayant la capacité de complémenter la
déformylase endogéne d’E. coli. De plus, les expérimentations in vitro indiquent que les
constantes catalytiques sont similaires a celles obtenues pour d’autres déformylases actives et
aucune spécificité de substrat n’a pu étre observee. Néanmoins, une particularité réside dans les
conditions de purification de I’enzyme. En effet, afin de substituer son métal naturel et de
conserver son activité durant la purification, Vp16PDF nécessite d’étre extraite et purifiée dans
un tampon acide (pH 4,0) avec une forte concentration en nickel (80 mM). L’étude de son
inhibition par I’actinonine, puissant inhibiteur des PDFs, révele des constantes d’inhibition de

I’ordre de grandeur de celles observées pour d’autres déformylases.

Nous pouvons ainsi conclure, a I’issue de ce chapitre, que la séquence homologue des
PDFs identifiée chez le phage Vp16T code bien une peptide déformylase de type 1B, possédant
des caractéristiques de structure, de stabilité et d’activité communes a un grand nombre de
déformylases connues. J’ai par la suite cherché a savoir si Vp16PDF est capable d’interagir avec
les ribosomes malgré I’absence de I’hélice o C-terminale caracteristique des PDFs de type 1B

et, si oui, comment. Les résultats sont decrits dans le chapitre suivant.
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J’ai montré dans le Chapitre I que I’ORF 60 identifiée dans le génome du bactériophage
Vp16T, supposée coder une PDF 28, code effectivement une protéine ayant une activité peptide
déformylase, in vitro et in vivo. J’ai également montré que cette protéine (Vpl6PDF) est
globalement comparable aux autres PDFs connues, si ce n’est son extrémité C-terminale
extrémement courte, conduisant a I’absence de 1’hélice a C-terminale typique des PDFs de type
1B auxquelles elle est affiliée. Or cette hélice permet vraisemblablement aux PDF1Bs
d’interagir avec les ribosomes bactériens, au moins chez E. coli ®. Nous nous sommes alors
demandé si Vp16PDF est capable d’interagir avec les ribosomes malgré I’absence d’hélice o C-
terminale et, si oui, comment. Quelles sont les régions de Vp16PDF et du ribosome impliquées
dans I’interaction ? Quelle est I’affinité du complexe PDF:ribosome ? Quel est le role exact de
I’hélice o C-terminale de la PDF d’E. coli ? Quel est le r6le de la chaine polypeptidique en
cours de synthése dans la formation du complexe ? J’ai tenté de répondre a ces questions en
mettant en place toute une série d’expériences basées sur des approches biochimiques et

structurales.

Les résultats obtenus au cours de la caractérisation biochimique et enzymatique de
Vp16PDF (voir Chapitre 1) ont montré qu’il est possible de préserver une bonne activité
déformylase a condition de maintenir ’enzyme dans un tampon contenant une trés forte
concentration en nickel (80 mM). Néanmoins, compte tenu de I’influence des ions divalents sur
la structure du ribosome et/ou sur I’interaction de ce dernier avec ses partenaires, ainsi que les
problemes techniques qui peuvent étre engendrés par la haute concentration de nickel, j’ai
décidé de travailler avec la protéine purifiée dans des tampons faiblement concentrés en nickel
(5 mM) pour éviter toute sorte d’interférence avec le ribosome.. La totalité des expériences
présentées dans ce chapitre a été realisée avec des ribosomes 70S d’E. coli. Pour les expériences
de pontage chimique j’ai utilisé des ribosomes que j’ai purifiés au laboratoire et pour les
expériences de sédimentation j’ai utilis¢ les ribosomes provenant d’un kit commercial (voir

Matériels et Méthodes).

A — Vpl16PDF interagit avec les ribosomes bactériens malgré 'absence de I'hélice

o, C-terminale typique des PDFs de type 1B

In vitro, la PDF d’E. coli (EcCPDF) interagit avec les ribosomes bactériens, et plus
particuliérement avec la grande sous-unité, selon une stoechiométrie 1:1 et avec une affinité de
I’ordre de 2 uM (Kq = 2,5 £ 1,0 UM pour les 70S et Kq = 1,8 + 0,9 uM pour les 50S selon

Bingel-Erlenmeyer et al. %!, Kg ~ 1,5 uM pour les 70S selon Bornemann et al. 132). ECPDF se
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positionne sur le ribosome a proximité des protéines bL17, bL32 et uL22, ¢’est-a-dire pres de
I’extrémité du tunnel de sortie (voir Figure i.11 en Introduction) ; elle interagit directement avec
la protéine ul.22 ainsi que I’ARN ribosomal 23S, via son hélice o C-terminale 1. Vp16PDF
étant une PDF trés proche structuralement d’EcPDF (voir Chapitre | section C5), mais ne
possédant pas I’hélice oo C-terminale qui permet a ECPDF de se fixer au ribosome, mon premier
objectif a donc été de déterminer si Vp16PDF est capable d’interagir avec les ribosomes malgré
I’absence de cette helice et, si oui, de déterminer avec quelle affinité. Pour cela j’ai mis au point
un protocole inspiré de la technique de sédimentation sur couche de sucrose utilisée
précédemment par Sandikci et al. % (voir Matériels et Méthodes). Dans cette expérience,
I’échantillon contenant le complexe PDF:ribosome préalablement formé est déposé a la surface
d’une solution de sucrose et soumis a ultracentrifugation (voir Matériels et Méthodes). Les
ribosomes se retrouvent alors dans le culot et les protéines solubles dans le surnageant. Un
Western-blot suivi d’une immunodétection en utilisant les anticorps anti-Vp16PDF que nous
avons produits (voir Chapitre 1) est réalise sur le culot afin de détecter ou non la présence de
Vp16PDF co-sédimentée avec les ribosomes.

Dans un premier temps, j’ai voulu reproduire I’approche suivie par Sandikci et al. %4, a
savoir utiliser une concentration fixe de ribosomes et des concentrations croissantes de
Vp16PDF. J’ai donc commencé par contréler le comportement de Vp16PDF en absence de
ribosomes. De maniére surprenante, 1’analyse par Western-blot a alors montré que la protéine
sédimente malgré I’absence de ribosomes dans I’échantillon, de fagcon proportionnelle a la
quantité de protéine testée (Figure 11-1). Nous avons constaté le méme comportement avec la
protéine d’E. coli. Ce résultat signifiait que I’expérience ne pouvait pas étre réalisée en présence

d’une concentration constante de ribosomes et d’une concentration variable de protéine

Vp16PDF.

Figure 11-1 : Sédimentation de Vp16PDF en
Vp16PDF 1 2 5 10 15
(M) absence de ribosomes. Des concentrations
croissantes de Vp16PDF (de 1 a 15 uM) ont été

35kDa

25kDa déposées a la surface d’une couche de sucrose,

puis les échantillons ont été centrifugés. Les

15kDa

- culots ont alors été resuspendus puis analysés
par Western-blot suivi d’une immunodétection
10kDa

en utilisant des anticorps anti-Vp16PDF.
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Pour pouvoir m’affranchir de la capacité de Vp16PDF a sédimenter seule, j’ai donc
modifié le protocole, en fixant la concentration de Vpl6PDF (5 puM) et en augmentant
progressivement la concentration en ribosomes (de 0,2 uM a 2 pM). Dans ces conditions, une
fraction constante de protéine sédimentera indépendamment de la présence de ribosomes (voir
ci-dessus), et I’augmentation de la quantité de PDF sédimentée en présence de ribosomes sera
donc due a sa capacité a interagir avec les ribosomes et non pas a I’augmentation de la quantité
de déformylase dans le mélange réactionnel. Comme attendu, une légére fraction de Vp16PDF
sédimente en absence de ribosomes et une quantité plus importante de protéine sédimente a
mesure que I’on augmente la quantité de ribosomes dans les échantillons (Figure 11-2). Ce
résultat indique une interaction PDF:70S qui semble spécifique, et signifie donc que 1’absence

d’hélice o C-terminale chez Vp16PDF n’empéche pas la protéine de se lier au ribosome.

La quantité de Vp16PDF co-sedimentee avec les ribosomes peut étre quantifiée a partir
du résultat de Western-blot (voir Matériels et Méthodes), permettant de représenter la quantité
de protéine co-sédimentée en fonction de la concentration de ribosomes dans I’échantillon
(Figure 11-2B). On remarque qu’entre 0,2 uM et 1,5 UM de ribosome, la quantité de Vp16PDF
sédimentée reste trés faible (bien que supérieure a la quantité sédimentée en absence de
ribosomes, voir Figure 11-2A) alors que lorsque la concentration en ribosomes atteint 2 uM, on
observe une forte augmentation de la sédimentation de Vpl6PDF (Figurell-2). L’affinité
apparente est donc supérieure ou égale a 1-2 uM, ce qui parait comparables aux valeurs
mesurées pour le complexe ECPDF:Ec70S 1132, Aucun plateau correspondant a la quantité
maximale de protéine qui peut co-sédimenter n’a pu étre atteint et, pour des raisons techniques,
la quantité de ribosomes testée n’a pas pu €tre augmentée. En effet, pour pouvoir ensuite
comparer ces résultats avec ceux obtenus avec des ribosomes ayant une chaine polypeptidique
précise, j'ai utilisé les ribosomes d’un kit commercial adapté pour la préparation des ribosomes

blogués, dont la concentration en ribosome est tres faible.
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Figure 11-2: Interaction de Vp16PDF avec les ribosomes 70S vides d’E. coli. A) Résultat typique montrant
I’interaction Vp16PDF:70S qui a été mesurée par une expérience de co-sédimentation sur couche de 20%
sucrose et analysée par gel SDS-PAGE 15% suivi d’un Western-blot en utilisant des anticorps anti-Vp16PDF.
B) Quantification du signal de fluorescence et normalisation en quantité sédimentée de Vpl6PDF (%) en
fonction de la concentration en ribosome (uM). La quantification provient de gels d’analyses ou I’on compare
sur le méme gel, la sédimentation de Vp1l6PDF en présence de ribosome possédant plusieurs longueurs de
chaine peptidique. C’est la raison pour laquelle le point a 1,5 uM présent sur la figure A (qui représente une

gamme de concentration de ribosome la plus large possible), ne figure pas sur la figure B.

B —L'absence de I'hélice oo C-terminale chez Vp16PDF semble conduire a une

localisation au ribosome différente de celle observée avec EcPDF

Apres avoir montré que Vpl6PDF interagit avec des ribosomes bactériens vides, j’ai
cherché a savoir quelles protéines ribosomales sont impliquées dans I’interaction. J’ai pour cela
procédé a deux types d’approches: des expériences de pontage chimique couplées a des
analyses par Western-blot et spectrométrie de masse, ainsi que des expériences de cristallisation
visant a déterminer la structure du complexe Vp16PDF:ribosome par cristallographie des rayons
X.
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B.1- Vpl16PDF semble présenter trois sites de fixation au ribosome

Le cross-linking ou pontage chimique est une technique qui utilise un agent pontant (ou
cross-linker) permettant de lier de maniére covalente deux partenaires, par exemple des
protéines, impliqués dans un complexe stable. Le complexe protéine-protéine ainsi formé peut
alors étre étudié par différentes approches dont la spectrométrie de masse. Dans le cadre de
I’étude des interactions PDF:ribosome, cette technique a permis a Bingel-Erlenmeyer et al. de
révéler une proximité spatiale entre la PDF d’E. coli et la protéine ribosomale bL17, située a
proximité de I’extrémité du tunnel de sortie °%. J’ai voulu reproduire cette expérience et

appliquer le protocole pour étudier la formation du complexe Vp16PDF:ribosome.

Afin de pouvoir comparer aisément les résultats obtenus avec ECPDF !, j’ai choisi
d’utiliser comme décrit T’EDC (ou 1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]carbodiimide
hydrochloride) comme agent pontant. Cette molécule posséde deux extrémités réactives. L’ une
réagit avec le groupement carboxylate d’un aspartate ou glutamate pour produire un composé
a fonction amine réactive mais qui est instable et donc sujet a I’hydrolyse. L’ autre extrémité, si
elle réagit rapidement avec 1’amine primaire d’une lysine, forme alors une liaison amide avec
I’EDC. L’EDC a la particularité d’étre un agent pontant de longueur nulle, ¢’est-a-dire qu’il
peut lier un aspartate ou glutamate avec une lysine qui sont trés proches spatialement. D’autre
part, a I’issue de la réaction de pontage, ’EDC n’existe plus, les deux chaines latérales étant
liées covalemment I’'une a I’autre par une liaison amide. Cela génére donc des complexes
proteiques dont la masse moléculaire est la simple addition de la masse des protéines liées,
moins une molécule d’eau perdue lors de la formation de cette liaison amide.

A Tl’issue de la réaction de pontage chimique, une étape d’ultracentrifugation permet la
sédimentation des ribosomes seuls ou complexés avec Vp16PDF, ce qui permet d’éliminer les
contaminants de faibles poids moléculaires se trouvant dans le surnageant. Une digestion a la
RNAse permet ensuite de dégrader ’ARN et de dissocier I’ensemble des ribosomes en
protéines seules ou complexes covalents protéine-protéine. D’autre part, nous avons utilisé dans
cette expérience une protéine Vpl6PDF qui possede une étiquette Strep-tag insérée a son
extrémité N-terminale, ou une étiquette 6xHis en C-terminal, permettant une étape de
purification partielle de la protéine contenue dans le mélange réactionnel. Ainsi 1’échantillon
final analysé ne contient en théorie que la protéine Vp16PDF (éventuellement en complexe avec
elle-méme), en complexe covalent avec un ou plusieurs partenaires protéiques ribosomaux le
cas échéant. Les protéines contenues dans I’échantillon sont séparées par électrophorése sur gel

de polyacrylamide en conditions dénaturantes, suivie par un transfert sur membrane et une
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immunodétection en utilisant les anticorps anti-Vp16PDF. L’expérience a également été

réalisée avec EcPDF.

En présence de ribosomes mais en absence d’EDC (Figure 11-3 A et B), une bande
correspondant & ECPDF ou Vp16PDF est observée, confirmant la co-sédimentation de chacune
des deux protéines avec les ribosomes. En ajoutant de ’EDC aux mémes échantillons, des
bandes de plus hauts poids moléculaires apparaissent (Figure 11-3A et B), que I’on ne retrouve
pas lorsque ’EDC est ajouté a de la PDF seule (Figure 11-3-A et B). Cela indique la formation
de complexes impliquant 1'une ou I’autre des deux PDFs, ce qui suggére, comme publié
précédemment °!, la formation de complexes covalents entre les PDFs et des protéines

ribosomales.
A B
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Figure 11-3 : Analyse des produits de cross-linking entre la PDF et le ribosome 70S. A) Analyse du produit de cross-
linking entre Strep-EcPDF et les ribosomes 70S migré sur gel SDS-PAGE 12% puis Western-blot avec anticorps anti-
EcPDF. B) Analyse du produit de cross-linking entre His-Vp16PDF et les ribosomes 70S (panneau de gauche) et entre
Strep-Vp16PDF et les ribosomes 70S (panneau de droite) migré sur gel SDS-PAGE 14% puis Western-blot avec anticorps
anti-Vpl6PDF. Les astérisques représentent les bandes protéiques contenant la PDF d’intérét, liée a d’autre(s) protéine(s).

L’étiquette Strep se trouve en N-terminal et 1’étiquette His en C-terminal.

Une analyse des bandes de plus haut poids moléculaire par spectrométrie de masse a
effectivement révélé la présence de protéines ribosomales au sein de ces bandes de hauts poids
moléculaires (Figure 4A et B). La protéine bL17 a été identifiée dans les échantillons obtenus
avec ECPDF, confirmant les données de la littérature . Les protéines bL17, bL19, uL23, uL.24,
bL25 et bL32 ont été identifiées dans les échantillons obtenus avec His-Vp16PDF (Figure I1-
4A), et les protéines uL22, uL23, uL24, bL25, uL29, uL30, bL31 et bL32 ont été identifiées
pour les échantillons obtenus avec Strep-Vpl6PDF (Figure I1-4B).Ces protéines sont toutes,
pour la plupart, situées dans la région de I’extrémité du tunnel de sortie (Figure I1-4C), ce qui
est cohérent avec ce que I’on attend du mode de fixation de Vp16PDF sur le ribosome. De plus,

ces résultats semble indiquer que nous aurions identifié un site de fixation de Vpl6PDF
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commun avec ECPDF, situé a proximité du tunnel de sortie du peptide et impliquant la protéine
bL17, mais également deux autres sites potentiels de fixation de Vp16PDF, également situés au
voisinage du tunnel de sortie (Figure 11-4C).
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Figure 11-4 : Analyse des produits de cross-linking entre Vp16PDF et les ribosomes 70S par spectrométrie

de masse (NanoLC-/MS LTQ-Orbitrap). A) Analyse du produit de cross-linking entre His-Vp16PDF et les
ribosomes 70S. Le gel SDS-PAGE 14% est coloré au Sypro ruby (panneau de gauche).Les données de

spectrométrie de masse sur les echantillons du gel SDS-PAGE sont normalisées (en bleu les protéines retrouvées
dans le contrdle, en rouge les protéines retrouvées dans 1’échantillon contenant Vpl6PDF). B) Analyse du
produit de cross-linking entre Strep-Vp16PDF et les ribosomes 70S. Le gel SDS-PAGE 14% est coloré au Sypro
ruby (panneau de gauche).Les données de spectrométrie de masse sur les échantillons du gel SDS-PAGE sont
normalisées (en bleu les protéines retrouvées dans le contr6le, en rouge les protéines retrouvées dans
I’échantillon contenant Vp16-PDF). L’étiquette Strep se trouve en N-terminal et 1’étiquette His en C-terminal.
C) Représentation des sites putatifs de fixation de Vpl6PDF et EcPDF au ribosome, déterminés par
spectrométrie de masse. Les cercles rouges représentent les sites de fixation identifiés pour Vp16PDF et le cercle

bleu pour ECPDF. L’étoile blanche indique la position de la sortie du tunnel du peptide.
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B.2 —Vers la structure cristalline d’'un complexe Vp16PDF :

ribosome

La résolution de la structure tridimensionnelle de complexes PDF:ribosome par la
technique de cristallographie des rayons X permettrait d’identifier et décrire les interactions
entre les ribosomes et les PDFs a un niveau atomique. Pour cela, il est nécessaire de produire
des cristaux de complexe ribosome:PDF. Plutot que de chercher de nouvelles conditions de
cristallisation des ribosomes en complexe avec la PDF, approche qui s’avérait particulicrement
ardue, nous avons choisi de partir de conditions de cristallisation de ribosomes bactériens
connues et largement utilisées par différents laboratoires. Dans le cadre d’une collaboration
avec 1’équipe de Marat Yusupov (IGBMC, Strasbourg), nous avons donc choisi de travailler a
partir de conditions de cristallisation des ribosomes 70S de Thermus thermophilus qui ont
permis de résoudre de nombreuses structures. J’ai donc purifié au laboratoire des ribosomes de
T. thermophilus (voir Matériels et Méthodes) et j’ai ensuite suivi deux approches : la co-
cristallisation et le trempage. La co-cristallisation consiste a former un complexe ribosome:PDF
en solution, puis ensuite a cristalliser ce complexe. Avec cette approche, des modifications du
protocole de cristallisation peuvent possiblement étre nécessaires par rapport au protocole
utilisé pour la cristallisation des ribosomes seuls. En effet, le macrocomplexe ribosome:PDF
étant différent du ribosome seul, les parametres permettant la cristallisation ainsi que
I’agencement des molécules au sein du cristal peuvent étre différents. La technique de trempage
quant a elle consiste a former des cristaux de ribosomes seuls puis a ajouter la protéine PDF
dans la goutte de cristallisation contenant les cristaux de ribosomes stables. La PDF peut alors
pénétrer dans les cristaux pour aller se fixer a son ou ses site(s) de liaison. Cette approche
suppose que les canaux de solvant présents dans les cristaux de ribosomes vides sont
suffisamment larges pour que la PDF puisse y diffuser. De plus le ou les site(s) de fixation de
la PDF sur le ribosome doivent étre accessibles, c¢’est-a-dire non impliqués dans des contacts
cristallins. Nous avons donc analysé I’empilement cristallin des cristaux de ribosomes 70S de
T. thermophilus obtenus a partir des conditions de cristallisation que nous avons choisi d’utiliser
18239 Cela nous a montré que la zone située autour de I’extrémité du tunnel de sortie n’est pas
impliquée dans des contacts, ce qui signifie qu’elle est accessible a Vp16PDF.

Les cristaux ont été produits a 24°C par la technique de diffusion de phase-vapeur, en
gouttes assises, avec une solution de cristallisation qui contient un mélange de deux PEG a
concentrations égales, du thiocyanate de potassium ainsi qu’un tampon Tris 823 (voir

Matériels et Méthodes). Par rapport a une purification de référence donnant de nombreux beaux
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cristaux (ribosomes purifiés donnés par M. Yusupov), la préparation de ribosomes que j’ai
obtenue a permis I’obtention de cristaux de ribosomes seuls présentant sensiblement les critéres
attendus, notamment en terme d’aspect et de taille (figure 11-5A). J’ai donc procédé a des
expériences de co-cristallisation et trempage, avec Vp16PDF mais également les protéines PDF
et MetAP d’E. coli (EcPDF et EcCMetAP). La co-cristallisation a produit des cristaux, de taille
et d’aspect attendus (Figure 11-5B). Cependant, rien n’indique la présence de 1'une ou ’autre
des protéines au sein des cristaux. Les expériences de trempage ont quant a elle donné des
cristaux dont I’aspect n’est pas altéré (Figure 11-5C), indiquant soit la fixation de la protéine sur
les molécules de ribosomes cristallisés sans affecter I’empilement cristallin, soit qu’aucune

protéine n’est rentrée dans les cristaux.

A

Figure 11-5 : Cristaux de ribosomes de T. thermophilus. A : Cristaux de ribosomes seuls, obtenus dans des
conditions de cristallisation connues !32%, B : Cristaux obtenus par co-cristallisation avec un échantillon
contenant des ribosomes et ECPDF (gauche) ou EcMetAP (milieu) ou Vpl6PDF (droite). C: Cristaux de
ribosomes apres trempage avec ECMetAP.

J’ai ensuite testé la diffraction des différents types de ribosomes obtenus, au synchrotron
SOLEIL (Gif-sur-Yvette). J’ai pour cela procédé a une étape préalable de cryoprotection des
cristaux (voir Matériels et Méthodes), selon le protocole utilisé par I’équipe de M. Yusupov 2%,
Malheureusement, les cristaux ont été fortement altérés par ce traitement, allant méme jusqu’a
leur dissolution compléte. J’ai malgré tout pu tester la diffraction des rayons X des cristaux qui

restaient et qui ne semblaient pas endommagés. Les meilleurs cristaux ont diffracté jusqu’a 10
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a 15A de résolution, ce qui est trés loin des 3A attendus 2*°. Etant donné la qualité visuelle des
cristaux avant le protocole de cryoprotection, nous avons alors supposé que c’était cette étape
critique qui avait fortement altére les cristaux. Dans le but de tester cette hypothese, nous avons
confié une de nos préparations de ribosomes a Axel Innis (IECB, Bordeaux). Dans ses mains,
les ribosomes que nous avons produits ont donné des cristaux qui ont diffracté jusqu’a 3,5A de
résolution. C’est pourquoi, afin d’augmenter nos chances de résoudre des structures de
complexes ribosome-protéine de la NME, nous avons décidé d’entamer une collaboration avec

lui, en lui confiant I'étude des interactions PDF:ribosome par cristallographie des rayons X.

C—Role de I'hélice a. des PDFs de type 1B et des résidus Vi3sT13gl137 C-terminaux

de Vp16PDF dans la formation du complexe PDF : ribosome

Ayant montré que Vp16PDF est capable d’interagir avec le ribosome malgré 1’absence
de I’hélice a supposée médier I’interaction, j’ai par la suite cherché a mieux comprendre le role
joué par l’extrémité C-terminale des PDFs de type 1B dans la formation du complexe
PDF:ribosome. Nous avons donc décidé de construire des protéines chimériques, a savoir une
PDF de bactériophage Vp16T a laquelle on ajoute une région C-terminale hélicale mimant une
PDF de type 1B classique et, inversement, une PDF d’E. coli dépourvue de son extréemité C-
terminale, mimant Vp16PDF. J’ai alors testé I’effet des modifications apportées a chacune des
deux PDFs par un test de complémentation fonctionnelle a 42°C, identique a celui réalisé au
chapitre 1. Dans ce test, les génes codant les différentes constructions chimériques sont insérés
dans un plasmide pBAD inductible a I’arabinose, lequel est utilisé pour transformer la souche
PAL421Tr d’E. coli dont le géne chromosomique codant la PDF endogéne a été inactivé (voir
section B du Chapitre | et Matériels et Méthodes). Les bacteries possédant le plasmide codant
la protéine d’intérét sont déposées sur milieu gélosé supplémenté en arabinose et incubées a
42°C. Dans ces conditions, la déformylase endogéne n’est pas exprimée, seule la protéine

d’intérét est induite.
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Figure 11-6 : Alignement de séquences de plusieurs PDFs appartenant aux différents types. Les PDFs 1B sont
représentées par celle du phage VP16T de V. parahaemolyticus (Vp16PDF1B), d’E .coli (ECPDF), de A. thaliana
(AtPDF1B) et du phage S-SSM7 (S-SSM7PDF1B). Les PDFs du type 1A sont représentées par celle d’A. thaliana
(AtPDF1A) et de H. sapiens (HsPDF1A). Les PDFs de type 2 sont représentées par celles de B. stearothermophilus
(BstPDF2) et S. aureus (SaPDF2).

Dans un premier temps, nous avons simplement souhaité ajouter a Vp16PDF les deux
hélices C-terminales d’ECPDF (n3 et a3) (Figure 11-6 et 11-7). Or le dernier résidu de Vp16PDF
(1137) correspondant au premier résidu de 1’hélice 310 n3 d’ECPDF (F143), et voulant étre sdrs
que cette région se replierait bien sous forme d’une hélice 310, Nous avons choisi de conserver
la séquence située en amont de cette hélice et avons donc substitué les trois derniers résidus de
Vp16PDF par les trois résidus équivalents dans ECPDF, soit le motif V135 T136l137 muté par le
motif KissLiseF137. Cette chimére, appelée Vpl6PDF(KLF)hélice, possede donc la séquence
correspondant aux deux helices C-terminales complétes d’ECPDF, mais ne contient pas la
séquence totale de Vpl6PDF (Figure I1-7A et B). De maniére surprenante, cette chimére s’est
avéree incapable de complémenter la souche E. coli def conditionnelle dans des conditions non
permissives (Figure 11-9A). Les contrdles étant conformes aux résultats attendus, a savoir la
protéine Vpl6PDF sauvage qui complémente a un niveau comparable a celui obtenu avec
EcPDF (Figure 11-9A), ce résultat suggérait que cette chimeére présentait une capacité de
déformylation fortement diminuée in vivo.

Nous avons donc décidé de construire une deuxiéme chimére, ou nous avons cette fois
conservé les trois derniers résidus VTI de Vp16PDF, et ajouté la séquence C-terminale d’ECPDF
en respectant exactement I’alignement de séquences (Figure 11-6 et 11-7A et B). Cette chimére,
appelée Vp16PDF(VTI)hélice, possede alors la séquence compléte de Vp16PDF additionnée en

C-terminal de la séquence d’ECPDF allant du résidu M144 (situé au milieu de I’hélice n3) au
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résidu terminal A169. Les expériences ont montré que cette chimere permettait la
complémentation de la souche PAL421Tr (Figure 11-9A), ce qui signifiait que cette chimere
était capable, comme Vp16PDF ou EcPDF sauvages, de deformyler des protéines in vivo.

Les résultats totalement opposés obtenus avec ces deux chiméres nous ont conduits a
regarder plus attentivement la séquence dans la région située autour de I’hélice n3 d’EcPDF.
En alignant plusieurs séquences, et conformément a ce que nous avions déja noté au Chapitre |
(voir Figure I-1 et section A.1), nous avons remarqué que les résidus terminaux Thr et Ile de
Vp16PDF sont plutdt inhabituels et qu’ils correspondent trés généralement a des résidus Leu
ou Met et Phe ou Tyr respectivement (Figure 11-6).
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Figure 11-7: Structure du domaine C-terminal des versions chimériques de Vpl6PDF. A) Protéines
chimériques destinées a 1’étude de I’impact de I’hélice o C-ter des PDF1B sur les propriétés de la protéine
Vp1l6PDF. Lanumérotation des acides aminés correspond a la séquence d’EcPDF. B) Zoom sur la superposition
des structures d’ECPDF et Vp16PDF au niveau du C-terminal. En bleu, structure du C-ter de Vp16PDF et les
résidus C-terminaux associés. En marron, structure du C-ter d’EcPDF et les résidus C-terminaux associés. Les
trois structures présentes a la droite correspondent aux C-ter des trois protéines chimeéres décrites. Les rectangles

correspondent aux trois résidus de jonction entre la séquence de Vp16PDF et la séquence C-ter d’ECPDF.

Nous avons alors construit une derniére chimere, appelée Vpl6PDF(VTF)hélice, dans
laquelle nous avons remplacé le dernier résidu 1137 de Vpl6PDF par la séquence C-terminale
d’EcPDF a partir du résidu F143 (Figure 11-7A et B). Cette chimére s’est montrée incapable de
déformyler des protéines in vivo (Figure 11-9A). La seule différence entre cette chimere et la
précédente qui est active (Vp16PDF(VTI)hélice) étant le résidu 1137 de Vp16PDF substitué par
une Phe, ce résultat a mis en évidence le rdle crucial de ce résidu 1137. Cependant, les tests

d’activité in vitro sur extraits bruts ainsi que les tests de complémentation in vivo ne nous
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permettent pas de déterminer si ce résidu est impliqué dans I’interaction de ’enzyme avec le
ribosome, et/ou dans l’activité catalytique. Des tests d’activité sur les protéines purifiées
permettraient d’établir les constantes catalytiques des différentes chiméres et ainsi déterminer
si le résidu 1137 posséde un role dans la catalyse enzymatique. Des sédimentations en présence
de ribosome détermineront si ce résidu est impliqué dans I’affinité de I’enzyme avec le
ribosome.

En paralléle, des constructions de protéines mutantes d’ECPDF ont également été
réalisées afin de mimer la structure de Vp16PDF. Les résultats précédents ayant mis en évidence
un réle important des résidus VTI chez Vp16PDF, nous avons donc décidé dans un premier
temps d’observer I’influence de ces résidus chez ’enzyme ECPDF. Ainsi, nous avons construit
un mutant d’ECPDF au niveau du résidu F143, substitué par le résidu 1137 de Vp16PDF, appelé
EcPDF(KLI). Un second mutant a également éte construit, en remplacant les résidus
K141L142F143 d’ECPDF par les résidus V13sT13el137 de Vp16PDF appelé ECPDF(VTI) (Figure 11-
8). Ces deux mutants permettront de déterminer I’influence de ces résidus dans I’activité
catalytique et/ou I’interaction avec le ribosome. Dans un second temps, nous avons choisi
d’étudier la forme courte d’ECPDF, pour déterminer I’influence de 1’hélice a dans I’interaction

de ’enzyme avec le ribosome.
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Figure 11-8 : Protéines ECPDF mutantes destinées a I’étude du role de I’hélice o C-ter. La numérotation

des acides aminés est basée sur la séquence d’EcPDF.
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La construction de la forme courte d’ECPDF, dépourvue de son extrémité C-terminale,
a reposé sur des données biochimiques reliant I’activité de ’enzyme a la longueur de I’extrémité
C-terminale %2, Si la délétion se fait aprés le résidu 145 (Figure 11-8), la protéine conserve 100%
de son activité, alors que si I’on tronque la protéine aprés le résidu 143, ’activité mesurée n’est
que de 20%. Les delétions du domaine C-terminal ont donc été faites aprés le résidu 143
d’EcPDF.

Le mutant ECPDF(KLF)AC-ter possede la séquence ECPDFwt mais avec une délétion
du C-terminal, a partir du résidu 144. Le mutant ECPDF(KLI)AC-ter posséde la séquence du
mutant ECPDF(KLI) (variant 1 & 143) mais avec délétion du domaine C-ter & partir du résidu
144. Le mutant ECPDF(VTI)AC-ter posséde la séquence du mutant ECPDF(VTI) mais avec
délétion du domaine C-ter a partir du résidu 144 (Figure 11-8). Ainsi, ces mutants vont permettre
de comprendre le role que peut avoir I’hélice a dans I’affinité et la localisation des protéines au

ribosome, ainsi que la fonction des résidus V13sT13sl137 C-terminaux de Vp16PDF.

L’expérience de complémentation fonctionnelle a été réalisée avec les mutants d’ECPDF
chez qui j’ai testé les différentes délétions de I’extrémité C-terminale décrites ci-dessus (Figure
[1-9B). De maniére surprenante, 1’ensemble des constructions s’est avéré capable de
complémenter la souche PAL421Tr, ce qui signifie que la délétion des hélices C-terminales
d’ECPDF n’affecte pas la capacité de déformylation de I’enzyme (Figure 11-9B). De méme, la
substitution des résidus KLF par KLI et VTI, qu’ils soient avant 1’hélice o C-terminale (dans
les constructions ECPDF(KLI) et EcPDF(VTI)) ou directement en C-terminal
(ECPDF(KLI)AC-ter et ECPDF(VTI)AC-ter) ne diminue pas la capacité des cellules a
complémenter la PDF endogéne (Figure 11-9B). Les constructions étant fonctionnelles, nous
pouvons supposer que les protéines sont solubles et correctement exprimées. Elles seront donc
purifiées, et pourront servir d’outil pour observer I’interaction et la localisation au ribosome des
PDFs mutantes. Nous déterminerons ainsi si 1’absence de I’hélice a C-terminale modifie la
capacité d’interaction de I’enzyme, et le réle que peuvent avoir les résidus VTI (présents en C-

terminal de Vp16PDF) dans ces interactions.
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Figure 11-9 : Déformylation in vivo des versions chimeres de la protéine Vp16PDF (ajout d’hélice o en C-
terminal) et des versions mutantes de la protéine ECPDF (suppression de ’hélice o en C-terminal) par un
test de complémentation fonctionnelle. Des gouttes de dilutions successives de 10 en 10 prélevées sur une culture
liquide poussée une nuit a 30°C sont déposées sur milieu gélosé. Les bactéries de la souche PAL421Tr contiennent
le plasmide pMAK portant le gene codant ECPDF wi, et sont transformées avec un plasmide pBAD vide ou portant
les génes codant pour les protéines chimeéres et mutantes. A) Test de complémentation fonctionnelle réalisé sur les
protéines Vp16PDF chimeéres. Les boites contenant 0,5% de glucose sont incubées une nuit a 30°C. Les boites
contenant de I’arabinose sont incubées une nuit a 42°C. B) Test de complémentation fonctionnelle réalisé sur les
protéines EcCPDF mutantes. Les boites contenant 0,5% de glucose et celles contenant I’arabinose sont incubées une

nuit a 30°C. Le milieu gélosé contient toujours 50pg/mL d’ampicilline.

Afin de déterminer si le défaut de déformylation observe in vivo avec la chimeére
Vpl6PDF(KLF)hélice pouvait avoir un lien avec une perte d'activité enzymatique, jai voulu
tester l'activité déformylase in vitro de cette chimere, a comparer a celle des autres chimeres
qui, elles, complémentent. J’ai donc produit les différentes chiméres en suivant le protocole
utilis¢ pour ’expression de la protéine sauvage et sa purification sous forme active. Des
aliquotes de cultures bactériennes ont alors été resuspendus dans un tampon 50 mM MES-KOH
pH4,0 contenant 80 mM de nickel, tampon déterminé comme permettant le maintien de
I’activité déformylase de Vp16PDF (voir chapitre I). 11 est a noter que les mutants d’ECPDF

étant fonctionnels in vivo (Figure 11-9B), je n’ai pas testé leur activité in vitro.
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Vp16PDFwt Vp16PDF (KLF)hélice Vp16PDF (VTI)hélice Vp16PDF (VTF)hélice
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Figure 11-10: Test d’expression des protéines Vp16PDF chimériques. Analyse sur gel SDS-PAGE coloré au
bleu de Coomassie. NI pour non-induit; I-ins pour fraction insoluble d’échantillon induit; I-sol pour fraction
soluble d’échantillon induit. Les protéines chimeres ont été produites selon le méme protocole que celui utilisé

pour la forme sauvage. Les constructions ne possédent pas d’étiquette.

Le niveau d’expression et la solubilité des chiméres se sont avérés comparables, si ce
n’est supérieur, a ceux obtenus pour Vp16PDF sauvage (Figure 11-10), et j’ai donc procédé a

des mesures d’activité enzymatique des différentes chimeres.

Jai pour cela utilisé le test d’activit¢ couplé qui m’avait préalablement servi a
déterminer les constantes cinétiques de la protéine sauvage (voir Chapitre 1). Avant de purifier
les protéines recombinantes, j’ai commencé par tester 1’activité enzymatique sur les fractions
solubles des aliquotes prépares ci-dessus. Ces premiers résultats ont montré que les trois
chimeres ont une activite deformylase in vitro mesurable. Néanmoins, la chimere
Vp16PDF(VTI)hélice semble Iégerement plus active que Vpl16PDF wt tandis que les chimeéres
Vpl6PDF(KLF)hélice et Vp16PDF(VTF) hélice ont une activité Iégerement inférieure a celle
de Vp16PDF wt (Figure 11-11). Ces résultats préliminaires devront étre confirmés en mesurant
précisément ’activité enzymatique in vitro des protéines purifiées (y compris en regardant la
spécificité de substrat des différentes chiméres), mais il apparait déja que les variations
d’activité semblent étre corrélées avec les résultats obtenus par ’approche de complémentation,

notamment une baisse d’activité enzymatique associée a une complémentation moins bonne
(Tableau I1-1).
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Figure 11-11: Test d’activité déformylase réalisé sur fractions solubles d’extraits bruts, exprimant
Vpl6PDF ou les protéines chimériques. Les activitts de Vpl6PDF, Vpl6PDF(KLF)hélice,
Vpl6PDF(VTI)hélice et Vpl6PDF(VTF) hélice sont exprimées par g de protéines totales dans 1’extrait brut

soluble.
Constructions Complement\atlo? fonctionnelle Activité in vitro
a42°C
VplGPDF +++ +++
Vp1l6PDF(KLF)hélice - +
Vp1l6PDF(VTI)hélice +++ FH++
Vp16PDF(VTF)hélice - +

Tableau I1-1 : Bilan de ’activité in vivo et in vitro des constructions de Vp16PDF sauvage et des différentes
chiméres.

L’ensemble de ces résultats indique que le simple ajout des hélices 310 et a C-terminales
d’EcPDF a la déformylase de phage ne perturbe en rien son activité. En revanche, ils mettent
en lumiére le r6le crucial joué par le tout dernier résidu Ile137 dans I’activité de Vp16PDF. Il
n’est toutefois pas exclu que cet acide aminé puisse également jouer un réle dans la formation
du complexe Vpl6PDF:ribosome, ce qu’il faudra déterminer en testant la capacité des
différentes chimeres a former des complexes avec les ribosomes, comme j’ai pu le faire avec

Vpl6PDF sauvage.
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D — L"affinité de Vp16PDF pour le ribosome semble étre influencée par Ia

longueur du polypeptide naissant

Aprés avoir montré que la PDF d’E. coli interagit avec des ribosomes vides °1, le groupe
de Bernd Bukau a montré que la protéine est également capable d’interagir avec des ribosomes
en cours de synthese, plus précisément avec des ribosomes possédant une chaine peptidique de
40 acides aminés fusionnée a une séquence d’arrét appelée SecM %, Toutefois, la présence de
cette chaine naissante ne modifie pas I’affinité d’ECPDF pour le ribosome (Kq=1,8 £ 0,9 uM),
ce qui suggeére un réle passif du polypeptide naissant dans la formation du complexe
PDF:ribosome 994, Cependant, les expériences n’ayant été menées qu’avec une seule longueur
de polypeptide, il serait nécessaire de tester d’autres longueurs de chaines afin de déterminer
clairement son role.

Au cours de ma thése, j’ai montré que Vpl6PDF semble avoir un comportement
différent d’ECPDF vis-a-vis de I’interaction avec le ribosome (voir parties precédentes). Nous
nous sommes donc demandé quelle pouvait étre ’influence de la chaine peptidique dans la
formation du complexe Vpl16PDF:ribosome. Pour cela, j’ai produit des ribosomes bloqués en
cours de traduction et regardé I’interaction avec Vp16PDF.

Les ribosomes bloqués (ou RNC pour « ribosome nascent chain ») ont été produits en
utilisant comme matrice de départ un ADN contenant une séquence particuliére en C-terminal,
appelée séquence d’arrét SecM, permettant de bloquer le ribosome en cours de synthése. Chez
E. coli, cette séquence fait naturellement partie d’un opéron secM-secA et permet de réguler
’expression de la protéine SecA via la protéine SecM, en réponse au statut de la cellule 2%,
Dans des conditions cellulaires normales, la séquence Shine-Dalgarno située en amont du gene
secA est masquee dans une structure tige-boucle formée par ’ARNm, rendant impossible la
fixation directe de ribosomes sur cette séquence, conduisant a la répression de 1’expression de
SecA (Figure 11-12A). 1l a été montré que lorsque le ribosome traduit I’ARNm de I’opéron
secM-secA, il marque une pause en 3’ de la séquence codante de secM, permettant la
déstructuration de la tige-boucle, démasquant ainsi la séquence Shine-Dalgarno, ce qui permet
la traduction de la séquence codante de secA située en aval. Ce processus conduit a un faible
niveau basal de protéine SecA dans la cellule. La reprise de la traduction de la séquence codante
de secM est induite par la prise en charge de ’extrémité N-terminale de la protéine SecM en
cours de synthese par une particule SRP, qui adresse le complexe ribosome: ARNm:SecM vers
la membrane plasmique (Figure 11-12A). SecM peut alors traverser la membrane plasmique

grace au translocon SecYEG, qui fonctionne de concert avec la protéine SecA (Figure 11-12A);
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par ce biais, la protéine SecA est synthétisée directement a proximité de la membrane
plasmique, ou elle exercera son rdle. Le ribosome se dissocie et la structure tige-boucle se
reforme (Figure 11-12A). Dans des cas de déficience en protéines de sécrétion, la pause du

ribosome se prolonge, ce qui conduit a la surproduction de la protéine SecA (Figure 11-12B).

Fin de la pause et terminaison \
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Figure 11-12 : Principe de fonctionnement de I’opéron secM-secA. A) Régulation de I’expression de SecA
en conditions normales. L opéron contient la séquence codante de SecM suivi de la séquence codante de SecA.
Les deux séquences sont séparées par une structure tige-boucle de I’ARNm qui rend inaccessible la séquence
Shine-Dalgarno (SD) qui précéde le géne secA. Une séquence d’arrét particuliére bloque le ribosome a la fin de
la séquence secM. Cela permet de déstabiliser la structure tige-boucle de I’ARNm et permet ainsi a d’autres
ribosomes de venir traduire la séquence secA en se fixant directement a la séquence SD ainsi démasquée. Lors
de la traduction de secM, le complexe ribosome: ARNm:SecM est adressé a la membrane par une particule SRP
et le peptide naissant est pris en charge par le complexe SecA-SecYEG. L’interaction avec ces autres facteurs
leve la pause du ribosome, aboutissant a la terminaison de la traduction du géne secM, suivi de la dissociation
du ribosome. B) Régulation SecM-dépendante de I’expression de SecA dans des conditions déficientes en
protéines de la vie de sécrétion. La pause au niveau de la séquence d’arrét dure plus longtemps, permettant

d’augmenter la quantité de protéine SecA synthétisée. Figure réalisée d’aprés Nakatogawa et Ito, 2004 240,

Il a été montré que la pause du ribosome pendant la traduction de secM est induite par
une sequence protéique de 17 acides aminés (F1so XXXXWIXXXXGIRAGP1e6, Figure 11-13A)
située dans la région C-terminale de la protéine 2**. Lorsque ce motif dit « séquence d’arrét »
traverse le tunnel de sortie du ribosome, il est capable d’adopter une conformation compacte et
d’interagir avec les composants du tunnel de sortie, au niveau d’une région appelée point de
constriction (Figure i.3 et 11-13B) 23, Des interactions spécifiques avec les protéines ribosomales
ul4 et ulL22 ainsi que I’ARN 23S (Figure 11-13B) modifient la conformation globale du

ribosome 2°, qui fait alors une pause pendant la traduction. Bien que des expériences biochimiques
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et des données de cryo-microscopie électronique aient conduit a I'identification de certains résidus
impligués dans la reconnaissance de la séquence SecM, la voie entiére d'interaction des résidus qui
relient SecM au ribosome n'a pas encore été établie de facon concluante. Néanmoins, il semblerait
que ce soit ’ARNt-P166 qui reste bloqué dans le site A du PTC (« peptidyl transferase
center »), empéchant sa translocation vers le site P et retardant ainsi 1’incorporation de la Pro166
aprés la Gly165 du polypeptide en cours de synthése 24242243 Cette séquence d’arrét peut
fonctionner de fagon indépendante au reste de la séquence de SecM et peut donc étre fusionnée
a n’importe quelle protéine d’intérét 24!, D’autres motifs riches en séquences XPPX, capables
d’induire un blocage des ribosomes en cours de traduction plus au moins fort, ont été identifiés
dans d’autres protéines 2**. Cela permet de produire des ribosomes bloqués en cours de

traduction, la longueur de la protéine produite étant modulable.

A
5°-TTCAGCACGCCCGTCTGGATAAGCCAGGCGCAAGGCATCCGTGCTGGCCCT -3
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Protéines ribosomales L22 et L4 avec des
résidus spécifiques de la séquence darrét

Woolhead et al, 2006 Fedyukino, DV, et ol, 2011

Figure 11-13 : Séquence d’arrét SecM et interaction avec PARNr et les protéines ribosomales. A)
Séquence d’arrét SecM. Les résidus conserves a travers les séquences SecM sont représentés en couleur. En
rouge les résidus qui interagissent avec les protéines ribosomales, et en vert les résidus qui interagissent avec
I’ARNr 23S. B) Représentation d’une chaine naissante avec séquence SecM dans le tunnel de sortie du
peptide. La séquence d’arrét situé en C-terminal de SecM se compacte en créant des interactions avec le
ribosome. Droite : zoom sur les interactions protéiques entre les résidus de la séquence SecM et les protéines
ribosomales uL4 et uL22. Figures d’aprés Woolhead et al, 2006 et Fedyakina et al, 2011 23125,
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Dans le but d’étudier I’influence du polypeptide naissant dans la formation du complexe
Vpl6PDF:ribosome, la séquence d’arrét SecM a été fusionnée en C-terminal de la protéine -
galactosidase d’E. coli. Cette protéine est substrat aussi bien de la PDF que de la MetAP et elle
ne possede pas de signal d’adressage pouvant étre clivé, le N-terminal est donc approprié pour
notre étude. De plus, cette séquence possede plusieurs domaines, lui conférant ainsi la
possibilité d’avoir des formes de repliements co-traductionnels intermédiaires. Enfin, toutes les
méthionines sauf la méthionine initiatrice ont été substituées par mutagénése dirigée, la
séquence ne posséde donc pas d’autres méthionines a part la méthionine initiatrice, ce qui est

important pour déterminer le ratio de ribosome bloqués (voir Matériels et Méthodes).

Différentes constructions ont éte réalisées et introduites dans un vecteur pET-22b(+),
compatible avec le systéme de traduction in vitro utilisé. Ces constructions ont été pensées pour
générer des RNC contenant des peptides naissants dont ’extrémité N-terminale reste confinée
a lintérieur du tunnel de sortie du ribosome, ou émerge a peine a la surface du ribosome, ou
encore soit totalement a I’extérieur du ribosome. Etant connu que la longueur moyenne du
tunnel de sortie du ribosome bactérien est d’environ 80-100A 34, qui correspond & un peptide
naissant de 30 a 60 acides aminés (30 a 40 si le polypeptide adopte une conformation totalement
étendue, 40 a 60 s’il se replie sous forme d’hélice o) 7, et compte-tenu également que la
séquence d’arrét SecM contient 17 résidus, des fragments N-terminaux de B-galactosidase
contenant les 3, 8, 18, 25, 36, 54, 78, 88 et 239 premiers résidus ont été fusionnés a la séquence
d’arrét SecM. Cela a donné les constructions notées SecMX ou X comprend le fragment de la
B-galactosidase suivi de la séquence SecM, soit SecM20, SecM25, SecM35, SecM42, SecM53,
SecM71, SecM95, SecM105 et SecM256 (Figure 11-14).
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Figure 11-14 : Représentation schématique de la séquence de la p-galactosidase et des différentes

constructions disponibles. Les constructions comprennent la séquence de la B-galactosidase et la séquence de

pause SecM.
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Les ribosomes blogqués en cours de traduction ont été produits en faisant de la traduction
in vitro a I’aide d’un kit commercial. Le plasmide pET-22b(+) contenant le géne codant I’'une
ou I’autre des constructions SecMX est ajouté dans le kit, qui contient tous les composants
nécessaires pour les étapes de transcription et traduction (voir Matériels et Méthodes). A I’issue
de la réaction, les ribosomes bloqués sont produits et peuvent étre utilisés directement. Le
rendement de production des ribosomes bloqués a été estimé au laboratoire en utilisant de la
méthionine marquée a I’isotope *S (3°S-Met), ce qui a montré des différences importantes selon
les constructions : obtention de 17%, 12%, 40%, 26%, 90%, 32%, 52%, 49% de RNC pour les
constructions SecM20, 25, 35, 42, 53, 71, 95 et 105 respectivement aprés 150 min de réaction.
J’ai choisi pour mes études de commencer a travailler avec les constructions SecM35 (40%) et

SecM53 (90%).

J’ai alors procédé a des expériences de sédimentation in vitro afin de regarder I’affinité
de Vpl6PDF pour ces ribosomes, en utilisant le méme protocole que précédemment (gamme
de concentrations de ribosomes croissantes et concentration constante d’enzyme, Voir section
A). Comme pour les expériences précedentes réalisees avec des ribosomes vides, les mélanges
réactionnels contenant les ribosomes bloqués et Vpl6PDF ont été fractionnés par
ultracentrifugation sur coussin de sucrose 20% et le contenu des culots a été analysé par
Western-blot suivi d’'une immunodétection en utilisant des anticorps anti-Vp16PDF. Comme
précedemment, une légere sédimentation de la protéine en absence de ribosome a pu étre
observée (Figure 11-15A et B). Les expériences réalisees avec chacune des deux constructions
SecM35 et SecM53 ont montré une interaction entre Vp1l6PDF et les ribosomes bloqués en
cours de traduction, avec un signal bien plus fort pour SecM53 par rapport aux ribosomes vides

ou blogués avec la construction SecM35 (Figure 11-15B), de fagon reproductible.

A SecM35 SecM53
5 s 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
PDF (uM) | > PDF (uM) | >
70S(UM) o oa o051 15 2| 70S(UM) o ep s 1 15 o
15kDa e 15kDa
- - - .-
10 kDa . 10 kDa

Figure 11-15: Interaction de Vpl6PDF avec des ribosomes bloqués SecM35 et SecM53. A) Test de
sédimentation entre Vp16PDF et 70S-SecM35. Gel représentatif des analyses sur gel SDS-PAGE puis Western-
blot avec des anticorps anti-Vpl6PDF. B) Test de sédimentation entre Vpl6PDF et 70S-SecM53. Gel
représentatif des analyses sur gel SDS-PAGE puis Western-blot avec des anticorps anti-Vp16PDF.
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La quantification des bandes obtenues par Western-blot permet de regarder la proportion
de protéine sédimentée en fonction de la concentration en ribosomes. A partir des différents
tests de sédimentations réalisés, j’ai alors normalisé les résultats pour pouvoir comparer les
données obtenues. J’ai pour cela représenté la quantité de Vp16PDF sédimentée sous forme de
pourcentage en fonction de la concentration de ribosomes (Figure 11-16). Les expériences de
sédimentation ont alors été reproduites avec comme témoin constant 5uM de Vpl6PDF
sédimentée en présence de 2uM de ribosome et ’ensemble des valeurs de fluorescence de

chacune des bandes a ensuite été exprimé en pourcentage a partir de cette référence 100%.

En comparant la proportion de Vpl6PDF qui sédimente selon « 1’état » du ribosome
utilisé, nous observons que le profil de sédimentation de Vp16PDF est le méme selon qu’elle
co-sedimente en présence de ribosome 70S vides ou de ribosomes 70S-SecM35 (Figure 11-16).
C’est a partir de 1,5 uM de ribosome que I’on observe une augmentation significative de la
sédimentation. Néanmoins, ne pouvant exceder 2 uM de ribosome dans ce test, les résultats ne
nous permettent pas de visualiser un plateau maximum de sédimentation de PDF et le Kq ne
peut donc pas étre détermine. On peut toutefois estimer une affinité apparente, avec un Kgy

supérieur ou égal a 2 uM.

Les résultats concernant la co-sédimentation de Vpl6PDF avec les ribosomes 70S-
SecM53 sont quant a eux significativement différents. En effet, la quantification du signal de
Vp16PDF indique qu’en présence de ces ribosomes, une quantité importante de PDF sédimente,
quantité supeérieure a celle observée lors de la sédimentation avec les autres constructions de
ribosomes (Figure 11-16). Nous pouvons observer qu’en présence de 0,5 uM de ribosome, la
quantité maximale de PDF sédimente, puisqu’en augmentant la gamme de concentration de
ribosome jusqu’a 2 uM, la quantité de Vp16PDF sédimentée reste la méme. Le plateau étant

apparemment atteint, le Kq est d’environ 0,25 uM.
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Figure 11-16: Comparaison de la sédimentation de Vp16PDF en fonction de différentes constructions de
ribosomes. Sédimentation de Vp16PDF selon qu’elle est incubée en présence de 70S vides, de 70S-SecM35 ou
de 70S-SecM53. Les résultats sont exprimés en pourcentage de signal de Vp16PDF. On considére comme 100%
le signal correspondant a la sédimentation de Vp16PDF en présence de 2uM de 70S-SecM53.

Conclusion

Je me suis intéressé dans ce chapitre a la capacité de Vpl6PDF a interagir avec les
ribosomes, et j’ai amorcé la caractérisation de cette interaction (affinité, protéines ribosomales
et motifs de Vp16PDF impliqués). J’ai pu montrer que Vp16PDF interagit avec les ribosomes
vides malgré I’absence d’hélice a en C-ter d a une extrémité C-terminale tres courte, avec une
affinité dans la gamme du micromolaire. Cette donnée suggére que 1’hélice o C-ter des PDFs
de type 1B n’est pas le seul déterminant permettant aux PDFs d’interagir avec le ribosome, et
permet de proposer que les autres types de déformylases (types 1A, 2 et 3) peuvent également
interagir avec le ribosome. Les données issues des expériences de pontage chimique et
d’analyse en spectrométrie de masse m’ont également permis d’observer que Vp16PDF pourrait
posséder plusieurs sites de fixation au ribosome, localisés a proximité du tunnel de sortie du
peptide. L’étude de I’interaction des protéines chiméres et mutants d’ECPDF nous permettra de
savoir si I’hélice a (ou les résidus charniére VTI de Vpl6PDF) jouent un réle dans cette
localisation.

Enfin, nous avons constaté que I’affinité de Vp16PDF semblait plus importante pour le
ribosome lorsque celui-ci avait synthétisé une chaine peptidique de 53 acides aminés. Ces
données suggerent donc que I'affinité de Vp16PDF pour le ribosome est fortement influencée

par la longueur de la chaine naissante qui devient un élément clé pour le recrutement de
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Vpl6PDF au ribosome. Ainsi, ces données nous laissent supposer que la protéine Vpl6PDF
n’est peut-€étre pas présente sur le ribosome dés le début de la traduction, mais qu’elle intervient
lorsque la chaine émerge du tunnel de sortie du peptide. L’¢tude de I’interaction de Vp16PDF
avec d’autres formes de ribosomes bloqués en cours de traduction nous permettra de déterminer

le stade de la traduction le plus favorable a I’intervention de cette enzyme.
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Dans les chapitres précédents, j’ai pu montrer que Vpl6PDF est capable de
complémenter une souche bactérienne (PAL421Tr) déficiente pour le gene def endogene a des
températures non permissives (42°C), confirmant une activité déformylase in vivo de cette
protéine. Néanmoins, nous nous sommes apergus que I’incubation des mémes boites a 30°C
induit une inhibition de la croissance bactérienne. Ces résultats inattendus, jamais observés avec
aucune autre PDF, nous ont conduits a réaliser une caractérisation plus approfondie de cet effet

inhibiteur associé a I’expression de Vp16PDF dans plusieurs souches bactériennes.

A — La surexpression de Vp16PDF dans E. coli inhibe |a croissance
bactérienne a basse température

A.1— L'expression de Vp16PDF inhibe la croissance bactérienne
Comme observé précedemment dans les tests de complémentation de la souche

PAL421Tr (voir Figure 1-3 du Chapitre 1), a 30°C et en présence de glucose, seule ECPDF dont
le gene est contenu dans le plasmide pMAK est exprimée et toutes les bactéries poussent de la
méme facon (Figure I11-1A). De méme, a 42°C et en présence d’arabinose, seules les bactéries
exprimant une PDF fonctionnelle portée par le plasmide pBAD inductible a I’arabinose peuvent
pousser, confirmant que Vp16PDF assure pleinement une activité peptide déformylase in vivo
(Figure 111-1B). Pourtant, nous avons constaté une inhibition de croissance de la souche
PAL421Tr quand des bofites identiques avaient été incubées a 30°C au lieu de 42°C. Cette
inhibition augmente avec la concentration d’arabinose et se manifeste déja a des concentrations

tres faibles (Figure 111-1C).

Afin de mieux comprendre cet effet inhibiteur, les bactéries PAL421Tr ont ensuite été
cultivées en milieu liquide contenant de I’arabinose, et incubées a 30°C. Le suivi de la
croissance bactérienne au cours du temps a montré une inhibition significative aprés 2h de
culture, suivi d’un arrét quasi-total de la croissance a 7h de culture, uniquement en présence de
Vpl6PDF (Figure 111-1D, courbe rouge a comparer au contréle (courbe noire) dans lequel les

bactéries expriment uniquement ECPDF, codée a la fois par les plasmides pBAD et pMAK).

L’ensemble de ces résultats indique une inhibition de la croissance bactérienne induite

par I’expression de Vp16PDF.
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Figure I11-1: Croissance bactérienne a 30°C et 42°C lors de I’expression de Vpl6PDF dans la souche PAL421Tr. Des
gouttes de dilutions successives de 10 en 10 prélevées sur une culture liquide poussée une nuit a 30°C sont déposées sur milieu
gélosé. Les bactéries de la souche PAL421Tr contiennent le plasmide pMAK portant le géne codant EcPDF wt, et sont
transformées avec un plasmide pBAD vide ou portant les genes codant EcCPDF ou Vp16PDF wt. A) Croissance sur milieu solide
a 30°C avec ampicilline et 0,5% de glucose pour inhiber I’expression de la protéine codée par le pBAD. Seule ECPDF, codée
par le pMAK, est exprimee. Les boites sont incubées 20h. Ce contréle permet de vérifier que la méme quantité de cellules est
déposée pour chacun des échantillons. B) Croissance sur milieu solide & 42°C avec ampicilline et une concentration croissante
d’arabinose afin d’induire ’expression du gene porté par le plasmide pBAD. Les boites sont incubées 20h. C) Croissance sur
milieu solide & 30°C avec ampicilline et des concentrations croissante d’arabinose pour 1’expression de la protéine codée par le
pBAD. Les hoites sont incubées 20h. D) Croissance bactérienne en milieu liquide & 30°C. Utilisation de milieu LB avec 1%
d’arabinose, pour I’expression de la protéine codée par le pBAD (indiqué sur les courbes). Les cellules expriment toutes ECPDF

codée par le pMAK.
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A.2 — L'inhibition de la croissance bactérienne n’est pas due a une

compétition entre Vp16PDF et EcPDF mais dépend de la température

Suite aux résultats précédents et afin de déterminer si I’effet inhibiteur de la croissance
observe chez les bactéries exprimant Vp16PDF serait dd a la co-expression avec ECPDF, j’ai
réalisé un nouveau test de complémentation fonctionnelle en utilisant cette fois une souche de
bactéries PAL421Tr ayant perdu le plasmide pMAK705 contenant le gene codant ECPDF aprés
plusieurs cycles de repiquage des cellules a 42°C (souche appelée PAL421TrApMAK). Par
conséquent, ces cellules n’expriment pas ECPDF mais uniquement Vpl16PDF codée par le
plasmide pBAD, quelle que soit la température d’incubation, dés lors que de I’arabinose est
présent dans le milieu de culture. L’expérience a montré une inhibition trés forte de la
croissance bactérienne a 30°C, de méme intensité que celle observée lorsque les deux protéines
EcPDF et Vpl16PDF sont exprimées simultanément (Figure I11-2A panneau de droite, deux
lignes du bas). Ces resultats signifient que 1’effet inhibiteur sur la croissance n’est pas dii a une
éventuelle compétition entre les deux déformylases mais uniquement a I’expression de
Vp16PDF. Par ailleurs, cet effet est dépendant de la température puisqu’il est également observé

a 25°C (Figure 111-2A panneau de gauche), mais pas a 37 ou 42°C (Figure 111-2B).
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Figure I11-2 : Test de croissance de bactéries E. coli sur milieu solide, exprimant soit Vp16PDF et EcCPDF

simultanément, soit uniqguement Vpl6PDF, a différentes températures et en présence d’arabinose. A) A
25°C et 30°C, la souche PAL421Tr exprime le géne EcPDF porté par le pMAK705-EcPDF. La souche
PAL421TrApMAK (derniére ligne pour chacune des boites) ne posséde plus le pMAK705-EcPDF, elle
n’exprime donc pas ECPDF mais uniquement Vp16PDF porté par le pBAD induit avec les 2% d’arabinose. B)
A 37°C et 42°C le plasmide pMAK705-EcPDF (thermosensible) n’est plus présent dans les cellules. Le géne
porté par le pBAD est toujours induit par I’arabinose présent dans le milieu (2%). La souche PAL421TrApMAK
(derniere ligne pour chacune des boites) ne possede plus le pMAK705-EcPDF, elle n’exprime donc pas ECPDF
mais uniquement Vp16PDF porté par le pBAD.

A.3 — L'inhibition de croissance est indépendante du fond génétique des

bactéries

Afin de vérifier si I’inhibition de croissance provoquée par Vp16PDF ne dépend pas du
fond génétique de la souche bactérienne utilisée, nous avons choisi d’étudier la croissance
d’autres souches d’E. coli. Les tests précédents ayant montré qu’il n’y avait pas de compétition
entre ECPDF et Vp16PDF, il n’était donc pas nécessaire d’utiliser des souches dont le geéne de
déformylase endogeéne a été délété, et I’expérience a donc simplement consisté a transformer
de nouvelles souches bactériennes (MG1655, W3110, MC4100 et IM101Tr, voir Matériels et
Méthodes tableau MM-1) avec le plasmide pBAD contenant le gene codant Vp16PDF. Les
bactéries ont alors été cultivées a 30°C en utilisant un milieu LB contenant différentes

concentrations d’arabinose. Comme observé dans la souche PAL421Tr, I’expression de la
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protéine Vp16PDF induit une inhibition de la croissance bactérienne de chacune des souches

testées, effet d’autant plus marqué que la concentration en arabinose est forte (Figure I11-3A).

L’effet inhibiteur est la encore dépendant de la température puisqu’il n’est pas observé a 37°C

(Figure 111-3B). De méme, I’inhibition de croissance provoquée par 1’expression de Vp16PDF

a pu étre observée sur des cultures en milieu liquide pour les deux souches MG1655 et IM101Tr
(Figure 111-3C).
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Figure 111-3: Effet de I’expression de Vpl6PDF sur la croissance cellulaire de différentes souches d’E. coli
sauvages. A) Effet de I’expression de Vp16PDF & 30°C chez différentes souches d’E. coli : MG1655, W3110, Jm101Tr
et MC4100. Les bactéries sont cultivées sur des milieux de culture solides (LB agar), avec ampicilline et différentes

concentration d’arabinose (0,2% et 1%). B) La méme expérience a été réalisée a 37°C avec les souches MG1655, W3110,

Jm101Tr. C) Cinétique de croissance des souches MG1655 et Jm101Tr en milieu LB liquide avec 2% d’arabinose. Effet
de I’expression de Vp16PDF & 30°C chez différentes souches E. coli, MG1655 et Jm101Tr en milieu liquide (LB) avec

ampicilline et 1% d’arabinose.
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A.4 — L'inhibition de la croissance bactérienne induite par
I’expression de Vpl16PDF nécessité une forme active de

'enzyme

L’ensemble des résultats précédents montre que Vp16PDF provoque un ralentissement
significatif de la croissance bactérienne, et ce a basse température. De plus, 1’inhibition est
indépendante de la souche bactérienne utilisée et n’est pas la conséquence dune compétition
avec la PDF naturellement exprimée par la bactérie. Je me suis alors demandé si I’inhibition
observée pouvait avoir un lien avec 1’activité enzymatique peptide déformylase de Vpl6PDF.
J’ai pour cela effectué des tests de complémentation en utilisant deux mutants catalytiques de
Vp16PDF, E128A et Q47K. J’ai choisi de muter les résidus E128 et Q47 car les résidus
équivalents chez ECPDF (E133 et Q50) sont impliqués dans I’affinité pour le substrat et dans le
mécanisme catalytique de déformylationt3%181% (voir Introduction Figure i.22). En effet le
mutant E133A d’EcPDF est inactif in vivo (il ne complémente pas a 42°C) et in vitro (Km =
0,011 mM vs 6,2 mM pour la wt; activité relative Keat / Km inférieure a 0,5% de ’activité obtenue
avec ECPDF sauvage) *°, de méme que le mutant Q50A d’EcPDF dont les paramétres
cinétiques indiquent clairement une perte d’efficacité catalytique mais dont 1’affinité pour le
substrat est inaltérée 130, Afin de vérifier que les mutations E128A et Q47K introduites dans
Vpl6PDF provoquent bien une inactivation de la protéine, le test de complémentation
fonctionnelle a d’abord été effectué a 42°C. Comme attendu par homologie avec EcPDF,
chacune des deux mutations inactive la fonction peptide déformylase de Vp16PDF, I’empéchant
de complémenter les bactéries PAL421Tr (Figure 111-4 a 42°C). En revanche, lorsque le test est
réalisé a 30°C, les bactéries possédant les versions mutées de Vp1l6PDF ont une croissance
normale et équivalente a celle des bactéries exprimant ECPDF sauvage (aucun effet inhibiteur
n’est observé, voir Figure I11-4 & 30°C). Cela signifie que I’effet inhibiteur de Vp16PDF sur la
croissance des bactéries est li¢ a ’activité enzymatique de la protéine, c’est-a-dire a sa fonction

de déformylation des protéines d’E. coli en cours de synthese.
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Figure 111-4: Influence de I’activité deformylase de Vp16PDF sur la croissance des bactéries PAL421Tr.
A 42°C, seule la déformylase codée par le pBAD est exprimée. A 30°C, les cellules expriment la déformylase

codée par le pBAD, ainsi que la déformylase endogéne d’E. coli codée par le pMAK705.

A.5 L'isoleucine terminale de Vp16PDF joue un réle crucial dans |'effet

inhibiteur exercé par I'expression de la protéine

Etant donné qu’une des différences majeures entre VP16PDF et ECPDF réside a I’extrémité
C-terminale de ces deux protéines, nous avons décidé d’évaluer la possibilité que cette région
(incluant I’hélice a Cter) ait un impact sur I’effet inhibiteur de la protéine Vp16PDF a des
températures inférieures a 30°C. Ainsi, dans le but d’identifier les déterminants responsables
de l’effet inhibiteur de Vp16PDF, nous avons d’abord analysé I’effet a 30°C des versions
chimeriques de Vp16PDF, qui possedent a leur extrémité C-terminale différents fragments issus
de I’hélice o C-terminale d’EcPDF, (chiméres précédemment utilisées pour les tests de

complémentation fonctionnelle, voir chapitre 11 section C.1 et Figure 11-7).

Comme attendu, Vp16PDF wt inhibe la croissance bactérienne a 30°C (Figure I11-5).
Au contraire, la chimere Vpl16PDF(KLF)hélice ne provoque pas d’inhibition de croissance
(Figure 111-5). Or, j’ai montré que cette chimére est trés peu active in vivo (voir Chapitre 11
Figure 11-10A), ce qui signifie qu’elle n’est pas capable d’exercer pleinement son activité
déformylase. Cela peut étre di a un défaut d’activité enzymatique et/ou une incapacité de se
lier au ribosome, hypothéses qui seront testées en purifiant la protéine recombinante. Les
cellules exprimant la chimére Vp16PDF(VTI)hélice ne montrent pas non plus d’inhibition de
croissance en présence d’arabinose a 0,2%, et une 1égére inhibition pour des concentrations en
arabinose plus élevées, comparable a celle observée avec Vp16PDF(KLF)hélice (Figure 111-5).
Cependant, d’apres les tests préliminaires d’activité et de complémentation fonctionnelle, cette
protéine est tres active (voir Chapitre 11 Figure 11-10A). 1l semble donc que I’ajout de 1’hélice

a en C-terminal, sans modification des trois derniers résidus VTI de la protéine, supprime 1’effet
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inhibiteur de croissance provoqué par Vpl6PDF. Enfin, les cellules exprimant
Vpl6PDF(VTF)hélice ont une croissance inhibée, le phénotype n’étant pas drastique mais
intermédiaire entre celui observé pour Vp16PDF wt et les deux autres chiméres (Figure 111-5).
L’inhibition est d’autant plus forte que la concentration en arabinose augmente et donc la

quantité de protéine chimére exprimée (Figure I11-5).

Arabinose 0,2% Arabinose 1% Arabinose 2%
PBAD vide o (X X | o & i u . o000 & . P090900® -
PBAD-ECPDF o ") Q [ @ &l o000 05 . [5) . | X g
PpBAD-Vp16PDF . » - . ®» . =
PBAD-Vp16PDF(KLF)hélice . . . . @ Wy . . ‘ . &8 -5 . . . . ?\:9
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Figure 111-5: Test de croissance de bactéries exprimant les protéines peptides déformylases chimeres sur
milieu solide a 30°C. Les boites sont supplémentées soit en glucose (pour ne pas exprimer le géne du pBAD)
soit avec différentes concentrations d’arabinose (pour exprimer le géne du pBAD). Elles sont incubées 24h a
30°C. La souche utilisée est In101Tr.

D’aprés mes résultats, la présence de 1’hélice a3 d’ECPDF a I’extrémité C-terminale de
Vp16PDF constitue un élément essentiel dans 1’effet inhibiteur de la protéine Vpl6PDF. En
effet, la présence de I’hélice a3 d’ECPDF a I’extrémité C-terminale de Vp16PDF n’altére pas
’activité déformylase in vivo et in vitro mais supprime de fagon drastique 1’effet inhibiteur sur

la croissance bactérienne a 30°C.

L’effet inhibiteur est également aboli avec les chiméres Vpl6PDF(KLF)hélice et
Vp16PDF(VTF)hélice. Néanmoins, 1’absence de complémentation fonctionnelle in vivo et la
faible activité in vitro, observées avec ces deux derniéres chimeres, nous laissent suggérer que
I’absence d’inhibition a 30°C est reliée a une baisse d’activité déformylase des deux chiméres
reproduisant la situation déja observée avec les mutants E128A et Q47K. Si c’est le cas, les
trois derniers résidus VissTizsliz7 de Vpl6PDF seraient des éléments déterminants pour
I’activité enzymatique de la protéine. En effet, si nos données enzymatiques sont confirmées,
cela impliquera que la substitution des résidus VTI en résidus KLF diminue fortement ’activité
et la complémentation a 42°C, mais n’inhibe pas la croissance bactérienne (comparer les
chimeres Vp16PDF(KLF)hélice et Vp16PDF(VTI)hélice, Tableau I11-1). Par ailleurs, la simple
substitution de 1’1137 en Phe suffit a diminuer fortement I’activité (comparer les chiméres
Vpl6PDF(VTF)hélice et Vp16PDF(VTI)hélice, Tableau I11-1).
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Cependant, la présence de la séquence VTI et I’absence de I’hélice a3 sont des
conditions nécessaires mais pas suffisantes pour transposer 1’effet inhibiteur a toute autre PDFs.
En effet, les versions chimériques d’ECPDF, construites pour mimer Vpl6PDF (Chapitre Il
Figure 11-9), ne provoquent aucune inhibition de croissance. Ainsi, bien que les différents
chiméres soient fonctionnellement actives (Chapitre 1), ni la délétion des hélices n3 et a3
d’EcPDF, ni la mutation des résidus KLF en VVTI, ne provoquent une inhibition de croissance
(Figure 111-6).

Complémentation

Construction fonctionnelle (42°C) Activité in vitro Croissance & 30°C
Vpl6PDF +++ +++
Vp16PDF(KLF)hélice T T ay
Vpl6PDF(VTI)hélice +4++ +++ P
Vpl6PDF(VTF)hélice - + I

Tableau I11-1 : Tableau récapitulatif de ’activité peptide déformylase de Vp1l6PDF et de ses chimeres.

PBAD vide [ N )

PBAD-EcPDFwt o0 O
PBAD-EcPDF(KLI) [ X X
pBAD-ECPDF(VTI) 000

pBAD-EcPDF(KLF)AC-ter Y
PBAD-ECPDF(KLI) AC-ter 'Y

pBAD-EcPDF(VTI) AC-ter
o0 ©

Figure 111-6 : Test de croissance a 30°C des bactéries PAL421Tr transformées avec des versions mutées
d’EcPDF au niveau de la région C-terminale. Les gouttes de cultures de dilutions successives au dixieme
sont déposées sur boite LB agar supplémentée avec 1% d’arabinose pour 1’expression des protéines.

L’incubation des boites est faite a 30°C durant 17h.

L’ensemble combiné de ces résultats met en lumicre le lien entre les différentes
particularités structurales de Vp16PDF et les conséquences de son expression dans une bactérie
a des températures inférieures a 30°C. En particulier, I’extrémité C-terminale tres courte est
directement responsable de I’inhibition de la croissance bactérienne par la protéine Vp16PDF,
vraisemblablement via un mode de fixation au ribosome différent de celui de la protéine d’E.

coli. En effet, ’ajout a ’extrémité C-terminale de Vp16PDF de I’hélice a3 d’ECPDF n’altére
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pas lactivité déformylase de la protéine mais suffit & restaurer la croissance bactérienne.
Néanmoins, d’autres facteurs spécifiques de la protéine Vpl6PDF, non encore identifiés,

semblent étre nécessaires pour pouvoir reproduire 1’effet inhibiteur dans d’autres PDFs.

B — La surexpression de Vp16PDF dans E. coli perturbe 'intégrité de I'enveloppe
bactérienne

B.1 — L’expression de Vp16PDF altere la structure de I'enveloppe

bactérienne

Apres avoir observé les cinétiques de croissance des bactéries exprimant Vp16PDF et
remarqué une mort cellulaire précoce a 30°C (voir ci-dessus), nous avons décidé d’observer
I’apparence des cellules afin de voir s’il était possible de déceler des particularités
phénotypiques permettant de nous éclairer sur les conséquences physiologiques de I’expression
de Vp16PDF. Ainsi, des bactéries de la souche JM101Tr ont été transformées avec le plasmide
pBAD contenant le gene codant ECPDF ou Vpl6PDF et mises en culture liquide a 30°C en
présence d’arabinose. Des aliquotes ont alors été prélevés a Sh et a 24h de culture (Figure I11-
1D) et traités avec du iodure de propidium (IP), un agent intercalant utilisé comme marqueur
de la viabilite cellulaire. En effet, a cause de sa lipophobie élevée, I’IP ne peut pénétrer dans les
cellules viables possédant une bonne intégrité membranaire. L’observation des échantillons au
microscope photonique a montre que les cellules exprimant Vp16PDF sont moins nombreuses
que celles exprimant ECPDF et qu’une forte proportion semble lysée (Figure I11-5A),
conduisant a une forte mortalité cellulaire (Figure 111-5B). De plus, I’observation des mémes
échantillons (aprés 5h de culture) en microscopie électronique a transmission a montré que les
bactéries exprimant Vpl6PDF ont un aspect anormal, déformé, notamment au niveau de
I’enveloppe bactérienne (Figure I11-5C, panneaux de gauche). En effet, les trois structures de
I’enveloppe bactérienne (membrane externe, périplasme et membrane interne) sont bien
visibles et differenciées dans les cellules contréles, mais sont confondues dans les cellules

exprimant la protéine Vp16PDF (Figure 111-5C, panneaux de droite).
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Quantité de cellules mortes(%)
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Figure 111-5: Taux de mortalité et aspect des cellules bactériennes (Jm101Tr) exprimant soit ECPDF soit
Vpl6PDF & 30°C, en milieu liquide LB, avec 2% d’arabinose. A) Observation des cellules bactériennes au
microscope photonique, exprimant ECPDF ou Vp16PDF, aprés 5h et 24h de culture. B) Taux de mortalité des
cellules apres 5h et 24h de culture. C) Observation au microscope électronique a transmission des cellules aprés
5h de culture. A 30°C les cellules expriment toutes ECPDF codée par le pMAK. En présence d’arabinose, les
cellules expriment également le géne ECPDF ou Vp16PDF porté par le pBAD.

B.2 — L'expression de Vp16PDF accroit la sensibilité a I'action bactériolytique de
détergents et antibiotiques

Les bactéries ayant une enveloppe altérée peuvent présenter des phénotypes de
sensibilité accrue a différentes molécules comme les détergents et les antibiotiques. Afin de
confirmer I’altération de I’enveloppe de la bactérie E. coli induite par Vp16PDF, nous avons
donc choisi de tester I’effet d’un détergent (SDS) et d’un antibiotique (vancomycine) sur la
croissance des bactéries IM101Tr exprimant la protéine. Le SDS est un détergent anionique
puissant qui a un effet dénaturant sur les membranes 24, via la dénaturation des protéines
membranaires hydrophobes. Toutefois, a basse concentration, la croissance de bactéries
sauvages n’est que peu affectée par le SDS, au contraire des bactéries dont la paroi est altérée.

La vancomycine est un antibiotique qui inhibe la synthese du peptidoglycane des bactéries a
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Gram positif. Elle n’a aucun effet sur les bactéries & Gram négatif dont le peptidoglycane est
plus fin et présent dans I’espace périplasmique; elle est en outre trop grosse pour passer a travers

les porines de la membrane externe des bactéries & Gram négatif.

Des tests sur milieu gélosé supplémenté en arabinose et SDS ou vancomycine ont été
effectués. Les expériences ont été réalisées a 30°C et 37°C. Comme attendu, en absence de SDS
ou vancomycine, toutes les bactéries poussent normalement a 37°C, indépendamment du gene
porté par le pBAD, car aucune inhibition induite par Vpl16PDF wt n’est observée a cette
température sur milieu solide (Figure I11-6, panneaux de gauche). En revanche, en présence de
SDS ou de vancomycine faiblement concentrés, la croissance des bactéries exprimant la forme
active de Vp16PDF est inhibée alors que les bactéries exprimant ECPDF ou les formes inactives
de Vp1l6PDF (mutants E128A et Q47K, voir Figure I11-4) ne sont pas affectées (Figure I11-6).
Cela signifie que ’expression de Vp16PDF wt induit un phénotype de sensibilité au SDS ou a
la vancomycine, ce qui confirme que I’intégrité de la membrane externe est altérée suite a
I’expression de cette protéine. Notons également que seule la forme active de Vp16PDF induit
ce défaut de croissance, indiquant encore une fois que le phénotype est lié a I’activité
enzymatique de la protéine. Les mémes effets mais plus intenses ont été obtenus a 30°C
(données non montrées). Ainsi, I’effet de la vancomycine pourrait indiquer une altération de la
structure des porines de la membrane externe des bactéries, lui permettant alors de pénétrer
dans I’espace périplasmique et ainsi dégrader le peptidoglycane, conduisant a 1’éclatement des

bactéries par choc osmotique.

SDS 0,5% SDS 0,8%

pBAD

pBAD-E.cPDF
pBAD-Vp16 PDF
pBAD-Vp16 PDF E128A
pBAD-Vp16 PDF Q47K

00®L
000a:
‘..‘m‘

B Pas de Vancomyci e 3.4nM Vancomycine 6.8 nM

pBAD

pBAD-E.cPDF
pBAD-Vp16 PDF
pBAD-Vp16 PDF E128A
pBAD-Vp16 PDF Q47K

Figure 111-6: Effet d’un détergent et d’un antibiotique sur la croissance de bactéries JIm101Tr qui
expriment Vpl6PDF. A) Effet du SDS sur la croissance des bactéries IM101Tr exprimant Vp16PDF (induction
de la protéine avec 0,2% arabinose a 37°C). B) Effet de la vancomycine sur la croissance des bactéries IM101tr

exprimant Vp16PDF (induction de la protéine avec 0,2% arabinose a 37°C).
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C —L'expression de Vp16PDF interfere avec le repliement de novo des protéines

L’expression de la protéine Vp16PDF mime les phénotypes observés dans les cellules
bactériennes qui ont perdu la chaperonne Trigger Factor (TF). En effet le mutant Atig manifeste
aussi un défaut de croissance a 30°C 246, Le fait qu’aucun phénotype ne soit visible a des
températures plus élevées dans le mutant Atig a été expliqué par ’expression induite en réponse
a des stress, notamment thermiques, d’autres « heat shock proteins » (Hsp) qui ne rendent plus
le TF essentiel 26, De plus, le mutant Atig manifeste également une susceptibilité accrue au
SDS et a la vancomycine, due a une diminution des protéines OMPs (« Outer Membrane
Proteins ») 105247 En effet, le TF a été montré comme jouant un réle crucial dans la biogenése
des OMPs. Cela nous a amenés a suggérer que 1’expression de Vp16PDF pourrait provoquer
des défauts dans la biogenese des OMPs, y compris les porines. Notons également que le
phénotype induit par I'expression de Vp16PDF a aussi été observé pour des mutants d’E. coli
dans les génes Sec qui constituent les principaux processus de transport des protéines de la
membrane dans les bactéries #8249, De maniére intéressante, nous avons constaté que les
cellules exprimant Vpl6PDF étaient sensibles aux inhibiteurs de SecA (Figure I11-7) et la
proteine induit la formation d'agrégats intracellulaires (voir paragraphe suivant), suggérant que

Vp16PDF pourrait également interférer avec la translocation des protéines via la voie Sec.
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pBAD-Vp16PDFEL28A @ @ © © . ® 00 e W4
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Figure 111-7 : Croissance bactérienne en présence de NaNs. L’azide de sodium est un inhibiteur de la voie

Sec. Souche Jm101Tr, induction des protéines avec arabinose, croissance a 37°C.

Chez les bactéries, le repliement de la majorité des protéines nouvellement synthétisées
est assuré par le trigger factor (TF) et une proportion non négligeable de protéines (~30%)
nécessite ensuite D'intervention d’autres chaperons moléculaires (DnaK/Dnal et/ou
GroEL/GroES) (Figure 111-8A). Ces voies ne sont pas indépendantes mais au contraire
étroitement liées, avec I’existence d’autres voies connectées incluant la voie SecA/SecB (Figure
[11-8B). Ainsi, une bactérie déficiente en I’'un ou I’autre de ces facteurs met en place des voies

de contournement afin de pouvoir assurer malgré tout le repliement des protéines naissantes 246,
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Figure 111-8 : Les différentes voies métaboliques impliquées dans le repliement et I’adressage des
protéines chez la bactérie. A) Facteurs impliqués dans le repliement des protéines. Le TF est la premiere
enzyme a intervenir, ensuite le systtme GroES/EL et/ou le systeme des Hsp70 DnaK/J permettent le repliement
des protéines de novo, ou en condition de stress. D’aprés Pechmann et al, 2013 %°. B) Roles des différentes
voies de chaperons moléculaires dans le repliement et ’adressage des protéines. La synthése de protéines de
novo (au centre), la voie cytosolique (a droite), la voie Sec (en bas), la voie TAT (en haut), et I’adressage a la
membrane via un peptide signal en C-ter (a4 gauche). Les abréviations pour les chaperons sont : Trigger factor
(TF), DnaK/DnaJ/DnaE (KJE), GroES/GroEL (ESL), Sec A (A), SecB (B) et les protéines de maturation redox
(REMPs) ; IM signifie membrane interne. Une fleche verte indique une implication prouvée, une fleche noire
remplie indique une interaction démontrée et une fléche en pointillée une interaction possible. D’aprés Castanié-

Cornet et al, 2014 %

A la lumiére de toutes ces données, nous avons émis 1’hypothése que Vp16PDF pourrait
perturber le repliement et/ou I’adressage co-traductionnel des protéines a la membrane, ce qui
est cohérent avec les expériences de pontage chimique entre Vp16PDF et le ribosome qui ont
montré que cette déformylase atypique pourrait interagir avec le ribosome, a proximité du
tunnel de sortie du peptide (Chapitre Il Figure 11-4) au niveau des zones d’interaction du TF
(protéines ribosomales uL23, uL24 et uL29) et de SecA (protéines ribosomales uL22, uL23 et
ul24. J’ai ainsi cherché & comprendre le possible dialogue entre Vp16PDF, TF, SecA et
d’autres possibles facteurs co-traductionnelles impliqués dans le repliement et translocation des

chaines naissantes.
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Nous avons alors choisi d’étudier I’influence de Vp16PDF dans plusieurs contextes mutants.
Nous avons choisi des mutants de chaperons moléculaires fournis par I’équipe de Pierre
Genevaux, en 1’occurrence un mutant KO dans le géne codant pour le chaperon Trigger Factor
(mutant Atig), un mutant KO dans le géne codant pour la protéine d’adressage SecB (mutant
AsecB) et un double mutant KO dans les génes TF et SecB (mutant Atig/AsecB) (voir les
caracteristiques de ces souches, toutes dérivées de la souche sauvage MG1655, dans le chapitre
Matériels et Méthodes). Ces mutants sont viables car le repliement des protéines en cours de
synthése est assuré par différents facteurs plus ou moins interchangeables et les bactéries

246 Jai utilisé ces souches

peuvent donc s’adapter sans trop de désordres métaboliques
mutantes pour exprimer Vp16PDF (géne codant porté par le plasmide pBAD) en présence
d’arabinose. J’ai alors regardé I’effet de I’expression de Vp16PDF sur la croissance des souches
mutantes, ainsi que I’accumulation d’agrégats dans ces contextes mutants (voir paragraphe

suivant).

L’expérience a confirmé que ’expression de Vpl6PDF provoque I’inhibition de la
croissance bactérienne de la souche MG1655 sauvage (Figure I11-9A panneau « wt »), comme
cela avait déja été observe (voir Figure I11-1 et 111-3). De maniere intéressante, nous avons
observé que la délétion du gene codant TF (Atig) ou SecB (AsecB) a considérablement aggraveé
la toxicité exercée par I’expression de Vp16PDF, I’inhibition ayant été observée sur milieu
solide (Figure I11-9A) et en cultures liquides (Figure 111-9B). En revanche, I’effet inhibiteur sur
milieu solide est nettement moins prononcé chez le double mutant Atig/AsecB (Figure 111-9A),
et inexistant dans les conditions expérimentales testées en culture liquide (Figure 111-9B). De
plus, la surexpression de TF ou SecB dans les souches AsecB et Atig, respectivement, supprime
I’effet inhibiteur de Vp16PDF (Figure I11-9C).
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Figure 111-9 : Caractérisation préliminaire in vivo de I’effet bactéricide induit par Vp16PDF. A) Test de
croissance sur milieu solide de la souche MG1655. Des gouttes de culture bactérienne avec dilutions successives
au dixiéme sont déposées sur boites LB agar, supplémentées avec 0,35% d’arabinose pour 1’expression des
geénes présents dans le pBAD. B) Test de croissance en milieu liquide de la souche MG1655. Culture en milieu
LB supplémenté avec 2% d’arabinose, incubée a 28°C. En bleu : bactéries avec plasmide vide ; en orange :
bactéries exprimant EcPDF ; en gris : bactéries exprimant Vp16PDF. C) Utilisation de la souche MG1655
transformée avec un plasmide pBAD inductible a I’arabinose, permettant 1’expression de ECPDF ou Vp16PDF
et avec un plasmide p29SEN inductible a I'TPTG, permettant 1’expression de ECTF ou EcSecB.

Ces résultats suggerent que I'expression de Vp16 PDF interfére préférentiellement avec
la voie SecB/TF. Le fait que le double mutant Atig/AsecB, démontré précédemment comme
adressant les pré-protéines via un mode de translocation co-traductionnelle plus spécifique et
indépendante de SecB 10>2482%1 est moins sensible a I’expression de Vp16PDF que les deux

simples mutants suggére encore plus que Vp16PDF interfere en effet avec la voie Sec.
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D — L'expression de Vp16PDF dans E. coli conduit a I'accumulation d’agrégats

Des travaux antérieurs ont montré que des mutations dans le gene codant SecB induisent
1’accumulation de protéines de la voie de sécrétion dans des agrégats cytosoliques 2482%2, Dans
le but de mieux comprendre les dommages causés par Vpl16PDF j’ai donc décidé d’analyser

I’agrégation des protéines en réponse a son expression.

Des bactéries E. coli W3110 transformées avec le plasmide pBAD contenant le géne codant
EcPDF ou Vp16PDF ont été mises en culture liquide dans un milieu supplémenté en arabinose
et incubées a 30°C (voir Matériels et Méthodes). Dans ces conditions, 1’expression de 1’une ou
I’autre des deux PDFs est induite, et la croissance bactérienne inhibée en réponse a I’expression
de Vp16PDF (voir Figure 111-1B et C). D’autre part, les cultures ont été arrétées a une DO®%
égale a 1, ¢’est-a-dire avant que I’inhibition de croissance ne soit visible (voir Figure 111-1D),
puis les agrégats protéiques extraits (voir Matériels et Méthodes). L’analyse des surnageants de
lyse ou des fractions insolubles a montré des profils électrophorétiques équivalents pour des
bactéries ayant exprimé ECPDF ou Vpl6PDF, similaires a celui obtenu avec des bactéries
n’ayant surexprim¢ aucune protéine (Figure III-10). Cela indique que 1’accumulation des
protéines solubles ou insolubles n’est pas drastiquement affectée. En revanche, I’analyse des
profils électrophorétiques correspondant aux agrégats protéiques a revelé que les bactéries
exprimant Vp16PDF montrent un pattern de ces agrégats différent de celui surexprimant ECPDF

ou le plasmide vide (Figure 111-10).
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Figure 111-10 : Analyse du profil électrophorétique des fractions solubles, insolubles et des agrégats
obtenus a partir de cellules exprimant Vp16PDF & 30°C. Analyse sur gel SDS-PAGE 14%. La souche utilisée
est W3110, mise en culture jusqu’a une DO® = | en présence d’arabinose 2% pour exprimer le géne présent

dans le pBAD.

134



Chapitre lll

Les mémes résultats ont été obtenus avec la souche MG1655 (Figure 111-11A et B). Une
analyse quantitative du gel (voir Matériels & Méthodes) a ensuite été réalisée pour affiner ces
observations. L’apparition d’un plus grand nombre de pics a confirmé la présence de
nombreuses protéines, potenticllement nouvelles, agrégées en réponse a I’expression de
<Vpl6PDF (Figure 111-11C, panneau du bas a comparer aux panneaux du haut et du milieu).
Par ailleurs, I’accumulation d’agrégats semble toucher des protéines de tous poids moléculaires,
avec toutefois une accumulation sensiblement plus marquée pour des tailles inférieures a 40
kDa environ. Enfin, les cellules exprimant ECPDF contiennent, comme celles n’exprimant
aucune PDF, des protéines agrégées dont la grande majorité des bandes protéiques ne dépasse
pas une intensité supérieure a 7500 u.a (Figure 111-11C). Seuls trois pics de protéines dépassent
cette valeur, pour atteindre une intensité comprise entre 30000 et 45000 u.a. Les cellules ayant
exprimé Vp16PDF présentent quant a elles des bandes protéiques dont I’intensité est supérieure
a 7500 u.a, atteignant pour un grand nombre d’entre elles une valeur supérieure a 15000 u.a

(Figure 111-11C).
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Figure 111-11 : Analyse sur gel SDS-PAGE coloré au Sypro du contenu des agrégats de cellules MG1655
exprimant EcCPDF ou Vpl6PDF, cultivées en milieu liquide a 30°C avec 2% d’arabinose. A) Profil
électrophorétique des échantillons du surnageant de lyse. Un méme volume d’échantillon est déposé dans
chaque puits (expérience permettant de vérifier que 1’on va extraire les agrégats a partir d’'une méme quantité
de cellules). B) Profil électrophorétique des échantillons d’agrégats. C) Quantification des bandes protéiques
observées sur le gel SDS-PAGE 14% des agrégats. Les bandes bleu et rouge servent de repéres: la bande bleue

correspond & une intensité de 7500 u.a et la bande rouge a une intensité de 20000 u.a.
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Jai par la suite analysé les agrégats produits en réponse a 1’expression de Vpl6PDF,
dans chacune des souches mutants MG1655 testées précédemment (i.e., Atig, AsecB et
Atig/AsecB). En absence de toute expression de PDF (bactéries transformées avec le plasmide
pBAD vide), nous avons confirmé que les bactéries AsecB contiennent naturellement plus
d’agrégats protéiques que les bactéries MG1655 wt (Figure 111-12, voir les gels ainsi que leur
quantification), ce qui est la conséquence directe de la mutation. Au contraire, les bactéries Atig
montrent un profil électrophorétique d’agrégats relativement similaire a celui observé dans les
cellules sauvages (Figure 111-12). Nos résultats montrent également que la surexpression de
Vp16PDF augmente considérablement ’accumulation d’agrégats de protéines dans le mutant
AsecB par rapport a la souche de type sauvage, reflétant peut-étre la synergie in vivo décrite ci-
dessus. Enfin, I’accumulation d’agrégats est nettement moindre dans le mutant Atig/AsecB et
comparable a celle observée dans les cellules exprimant le plasmide vide ou la PDF d’E. coli
(voir Figure 111-12) en accord avec la suppression de I’effet toxique de 1’expression de
Vp16PDF dans cette souche Atig/AsecB.

Les résultats obtenus jusqu’ici ne nous permettent pas de déterminer la nature des
proteines présentes dans les agrégats. Une analyse par spectrométrie de masse devrait nous
permettre d’identifier précisément les protéines agregées et de determiner si les défauts de
synthese protéique touchent toutes les protéines, ou seulement certaines espéces proteiques,
comme des protéines membranaires, ce que 1’on peut supposer. J’ai préparé les échantillons sur
les agrégats provenant de la souche sauvage, en vue de réaliser prochainement 1’analyse par

spectrométrie de masse.

Conclusion :
Dans ce chapitre, j’ai montré que I’expression de Vpl6PDF provoque a basse

température (< 30°C) une inhibition de la croissance cellulaire. Les cellules ont un taux de
mortalité supérieur a celui des controles, et montrent une altération de la paroi. De plus les
cellules accumulent une plus grande quantité de protéines dans les agrégats. L’ensemble des
études réalisées, incluant aussi les mutants des protéines TF et SecB, nous suggérent que
I’expression de la protéine active Vp16PDF interfere préférentiellement avec la voie engageant
SecB et TF. Enfin, il apparait que si I’on ajoute 1’hélice a C-terminale d’ECPDF a Vp16PDF,

le phénotype d’inhibition de croissance a 30°C n’est plus observable.
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Chapitre lll

Figure 111-12 : Analyse sur gel SDS-PAGE 14% coloré au Sypro du contenu des agrégats extraits de cellules MG1655 sauvage et mutantes, exprimant EcPDF ou
Vpl6PDF, cultivées en milieu liquide a 30°C avec 2% d’arabinose. Les souches mutantes Atig, AsecB et Atig/AsecB sont dérivées de la souche MG1655 wt. Le profil
électrophorétique des échantillons d’agrégats est représenté a gauche, la quantification des bandes protéiques observées sur le gel SDS-PAGE des agrégats a droite. Les

bandes bleu et rouge servent de reperes: la bande bleue correspond a une intensité de 7500 a.u. et la bande rouge a une intensité de 20000 a.u. .
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L existence des peptide déformylases (PDFs) a été prouvée dans les années 1960, par la
mise en évidence de la réaction de déformylation de la méthionine initiatrice chez les bactéries
186 mais ce n’est que dans les années 1990 que ces enzymes ont pu étre purifiées et caractérisées
229 Jusqu’au début des années 2000, il était admis que seules les bactéries possédaient des
peptides déformylases, mais il a ensuite été¢ démontré qu’elles étaient également présentes dans
les organites (chloroplastes et mitochondries) des cellules eucaryotes 22°. Leur caractére
essentiel a alors été démontré chez tous ces organismes, procaryotes et eucaryotes *’’. Depuis,
les programmes massifs de séquencage qui ont émergé au cours de la derniére décennie ont
révélé la présence jusque-la insoupgonnée de génes codant potentiellement des PDFs chez un
grand nombre de virus, et plus particulierement des virus marins 2821, Ces nouvelles données
semblent confirmer le caractere universel de la déformylation mais soulévent de nombreuses
questions quant au(x) réle(s) joue(s) par les PDFs virales, si elles sont exprimées et
fonctionnelles, dans les cycles de réplication virale. Ainsi, la compréhension de la nature et de

la fonction de ces PDFs nécessite leur caractérisation.

Au début de ma these, les PDFs pouvaient étre classées en trois grandes familles, appelés
types 1, 2 et 3, avec deux sous-types 1B et 1A. Les premiéres sequences de PDFs virales
identifiées ont été comparées aux PDFs connues jusqu’alors, indiquant leur appartenance au
type 1, et plus particuliéerement au type 1B dont le représentant est la PDF d’E. coli 28219, Les
PDFs codées par les bactériophages Vp16T et Vp16C 28 semblaient alors particuliérement
proches de la PDF d’E. coli, au contraire des PDFs codées par d’autres virus marins qui faisaient
partie d’une autre sous-branche du type 1B (voir Figure 1.1B du Chapitre 1) 2*°. En paralléle,
une analyse phylogénétique réalisée par un autre laboratoire 2%° a toutefois proposé que les PDFs
des bactériophages Vp16T et Vp16C n’appartiendraient pas a la méme sous-classe que les autres
PDFs virales et ne seraient méme pas apparentées aux PDFs de type 1B (voir Figure 3B de
Frank et al, 2003) 2%, Ainsi, étant donnée la difficulté a classer les nouvelles séquences de PDFs
virales par rapport aux séquences des PDFs connues jusqu’alors et bien caractérisées, et grace
au nombre croissant de séquences de PDFs découvertes et disponibles a ce jour, nous avons
décidé de construire un nouvel arbre phylogénétique, plus précis. Nous avons pour cela utilisé
263 séquences de PDFs, sélectionnées pour représenter la diversité des séquences de PDFs et

comprenant également les séquences virales nouvellement découvertes. Les séquences ont été
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extraite de génomes completement séquencés ou de génomes pour lesquels le séquencage était
presque complet. Les séquences ont été alignées avec Clustal X 2°3 et I'arbre a été construit avec
PHYLIP. De maniére intéressante, une nouvelle classification a pu étre établie, comprenant
trois sous-classes de PDF1 (types 1A, 1B et 1C), une classe 2, une classe 3 et une nouvelle
classe 4 (Figure D-1). Les PDFs de type 1A contiennent des séquences provenant de bactéries,
de plantes, d’animaux et de champignons. Les PDFs de type 2 contiennent uniquement des
séquences provenant de bactéries et champignons. On retrouve les PDFs d’amibes, d’archées,
de kinetoplastes et de bactéries dans le groupe des PDFs de type 3. De plus, cette analyse classe
les PDFs d’archées dans un nouveau sous-groupe appelé type 1C. Enfin, dans ce nouvel arbre
phylogénétique, les PDFs identifiées dans les génomes des bactériophages Vpl16T et Vp16C se
retrouvent, comme la plupart des autres PDFs virales, dans la sous-classe de type 1B. En
revanche, les séquences reconstruites des PDFs virales d'origine marine appartiendraient a une
branche plus éloignée, constituant une nouvelle classe de PDFs, appelée type 4, et incluant par
ailleurs les PDFs de certain Apicomplexes (Figure D-1).

Devant la difficulté a classer les PDFs virales identifiées au cours des dernieres années,
il est apparu nécessaire de caractériser ces enzymes afin d’en comprendre leurs spécificités.
Cette caractérisation ¢était d’autant plus importante que 1’analyse de I’ensemble des PDFs
virales a montré des séquences dont I’extrémité C-terminale est trés courte, tronquée quelques
résidus apres le motif conservé 3 (voir Figure I.1A du Chapitre ). Cette observation est tres
surprenante car il a été proposé que c’est justement cette région de la PDF d’E. coli qui serait
en interaction directe avec le ribosome au cours du processus de déformylation des protéines
en cours de synthése in cellulo °X. Nous avons donc décidé de caractériser la PDF virale du
bactériophage Vp16T, qui nous est apparu comme la PDF active ayant la séquence la plus courte
connue a ce jour. Entre-temps, au cours de ma these, la caractérisation de la PDF du cyanophage
S-SMM7 a été publiée 2%, La résolution de sa structure a confirmé son affiliation au type 1B,
avec un cceur globulaire dépourvu de 1’hélice o C-terminale typique de la PDF d’E. coli en
raison de sa sequence tronquée en C-terminal, et sa caractérisation enzymatique a par ailleurs

montré une protéine ayant une activité déformylase tres faible.
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Figure D-1: Arbre phylogénétique des peptides déformylases. L’arbre a été réalisé a partir de 263
séquences. L’alignement a été fait avec Clustal X, et I’arbre phylogénétique construit avec PHYLIP. Le sous-
groupe 1B comprend des PDFs provenant de bactéries, de plantes, de champignons, d’algues, d’apicomplexes,
de bactériophages (en rouge) et d’amibes. Le sous-groupe 1C ne comprend que des PDFs d’archées. Le sous-
groupe 1A contient des PDFs de bactéries, d’animaux, de plantes et de champignons. Le groupe des PDFs de
type 2 comprend les enzymes de bactéries et de champignons. Le groupe de PDFs de type 3 comprend les
bactéries, les amibes, les kinétoplastes et les archées. Le groupe de type 4 contient des déformylases de

bactériophages (en rouge) et d’apicomplexes.

144



Discussion

Durant ma thése, j’ai montré que le géene homologue de peptide déformylase identifié
chez le phage Vp16T code bien pour une enzyme a activité déformylase, et j’ai donc cherché a
purifier cette enzyme pour procéder a sa caracterisation. Or il est connu que la purification de
PDFs pleinement actives est souvent difficile car la Cys conservée du motif Il qui participe au
mécanisme enzymatique est trés sujette a I’oxydation, via I'oxydation du métal catalytique
192198 T a préservation de 1’activité est toutefois possible en forgant I’incorporation dans le site
actif du cation divalent adéquat au moment de la lyse des bactéries qui servent a la surexpression
de la protéine recombinante, mais rien ne permet a priori de prévoir quelles seront les meilleures
conditions de purification 141922 Trouver les conditions idéales de purification d’une
nouvelle PDF permettant de disposer d’une enzyme pleinement active peut donc étre difficile.
La mise au point des conditions de purification idéales pour le maintien de I’activité
enzymatique de Vp16PDF s’est avérée particulierement ardue, et la composition des tampons

retenue est tout a fait inhabituelle.

Pour commencer, j’ai montré qu’il était nécessaire d’utiliser une tres forte concentration
de nickel (80 mM) pour disposer d’une enzyme pleinement active. Nous avons également
constaté que la stabilité de la protéine semblait dépendre de la présence d’ions nickel dans le
milieu. Ce comportement est inhabituel et nécessitera d’investiguer le réle de ce métal pour
mieux comprendre la fonction de I’enzyme. On sait toutefois que lorsque les PDFs sont
purifiées sans ajout artificiel de métal, elles contiennent le plus souvent du Fe?*, celui-ci étant
vraisemblablement le métal naturellement présent au sein du site actif de la plupart des PDFs
in cellulo %1% Rien ne nous permet actuellement de savoir quel serait le métal naturellement
présent chez Vp16PDF. Cependant, le Fe?* n’étant présent qu’en trés faible quantité dans les
océans, nous pouvons supposer que les déformylases infectant des micro-organismes marins

n’utilisent pas cet ion pour le mécanisme de catalyse.

Jai également montré qu’il fallait purifier la protéine recombinante dans un tampon de
bas pH (4,0) pour préserver I’activité enzymatique. De plus, la encore, la stabilité de la protéine
semble influencée par le pH du milieu environnant. Ce comportement est probablement lié au
point isoélectrique particulier de la protéine, qui est relativement élevé par rapport a celui de la
plupart des PDFs connues (7,0 contre 4,5-5,0). Ce pl élevé est du a un nombre anormalement
bas de résidus chargés négativement, ce qui conduit a une répartition des charges en surface
atypique. En effet, la résolution de la structure de Vpl6PDF a montré que sa surface est

globalement moins chargée que d’ordinaire, en particulier autour du site de fixation du ligand.
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Cette particularité structurale ne trouve pas d’explication a ce jour, mais pourrait entrer en jeu

lors de D’interaction avec le ribosome.

Gréace a la mise au point de tampons adaptés spécifiquement a la purification de la
protéine Vpl6PDF, j’ai alors pu passer d’une forme faiblement active a une forme dont
’activité est tout a fait comparable a celle obtenue avec d’autres PDFs connues (Keat=20 £ 2§
1 Km=2,3%0,3mM, Keat/ Km=8478 M™1.s, voir Chapitre 1). Les données d’activité, in vivo
et in vitro, indiquent donc que la peptide déformylase codée par le bactériophage Vp16T est trés
probablement exprimée lors de I’infection de 1’hote, et assure une fonction de déformylation
dans la cellule. Dans ce cas, quels sont ses substrats ? A-t-elle une préférence pour les protéines
codées par le bactériophage, est-elle capable de déformyler les protéines de I’hote ? Est-elle
capable d’interagir avec le ribosome ? Si ouli, agit-elle de concert ou au contraire en compétition

avec la PDF de I’h6te ? Quel est le réle d’une PDF virale dans le cycle d’infection ?

Les travaux publiés en 2013 par Frank et al. suggérent que la PDF codée par le
cyanophage S-SSM7 déformylerait préférentiellement les protéines de 1’hote S. elongatus
impliquées dans la photosynthése 22°. La protéine chloroplastique D1 serait particuliérement
substrat de la PDF du cyanophage. La PDF codée par le bactériophage contribuerait alors a
maintenir un environnement cellulaire favorable pour mener a bien sa réplication. En effet, la
littérature commence a documenter de fagon plus importante le réle des AMGs chez les virus
(auxiliary metabolic genes) dont la fonction est d’optimiser le métabolisme de la cellule héte
pendant I’infection 2%*. L’existence de protéines de photosystéme codées par les virus marins
est d’ailleurs un bon exemple de cette stratégie adoptée par les phages 2292°%2%_ Mais la fonction
des AMGs ne semble pas concerner uniquement le mécanisme de photosynthese des cellules
hotes, mais pourrait posséder une grande variéeté de fonction, comme le métabolisme du carbone
257 la synthése des acides nucléiques 28 ou la tolérance aux stress 2*°. Par la suite, j’ai donc
tout naturellement cherché a déterminer si I’enzyme de phage avait des spécificités de substrat,
dirigées vers ses propres protéines, ou vers celles de son hdte. J’ai pour cela réalisé des tests
d’activité avec différents peptides formylés correspondant au N-terminal des principales
protéines codées par le phage 2!8. Cette approche n’a pas montré de spécificité de substrat
particuliére de Vp16PDF (voir Chapitre 1), ce qui semble indiquer que cette enzyme n’a pas
pour fonction de déformyler préférentiellement les protéines du phage. En parallele, I’analyse
en spectrométrie de masse sur le protéome N-terminal d’E. coli exprimant Vp16PDF n’a pas

non plus montré de différence de spécificité de 1’enzyme du bactériophage. Néanmoins, il est
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possible que Vp16PDF ait une spécificité de substrat dirigée vers d’autres protéines codées par

son génome, ce que nous n’avons pas encore testé.

La résolution de la structure de Vp16PDF a montré que la protéine adopte un repliement
global classique, et qu’en raison de sa séquence tronquée en C-terminal, elle est dépourvue de
I’hélice o C-terminale typique des PDFs de type 1B, comme EcPDF. Or la littérature indique
qu’ECPDF interagit avec le ribosome grace a son hélice o en C-terminal °X. Il nous est donc
apparu crucial de déterminer si une PDF active dépourvue d’hélice o C-terminale avait la
capacité d’interagir avec le ribosome. J’ai alors réalisé des études d’interaction entre Vp16PDF
et les ribosomes d’E. coli. De fagon surprenante, Vp16PDF interagit bien avec les ribosomes
708, avec une affinité de I’ordre du micromolaire, ce qui est comparable a ce qui avait ¢té publié
avec ECPDF °+132 (voir Chapitre 11). Cela signifie que, contrairement a ce qui a pu étre proposé
jusqu’alors, I’hélice a des PDFs n’est pas 'unique déterminant permettant aux peptides
déformylases d’interagir avec le ribosome, et remet donc en question la théorie actuellement
admise 994126132 Cela permet également d’extrapoler que les autres types de PDFs (1A et 2),
dont ’extrémité C-terminale adopte un repliement différent 47°3 peuvent également interagir
avec le ribosome, selon des mécanismes moléculaires qui restent a investiguer. Les travaux
menés pendant ma these ne nous ont pas permis de déterminer précisément quels résidus de
Vp16PDF sont impliqués lors de la formation du complexe, mais j’ai malgré tout pu montrer
que la région C-terminale de la protéine, et plus particulierement ses deux derniers résidus,
jouent un réle clé dans la fonction de la protéine. L’étude plus approfondie des chiméres que
j’ai construit permettra alors de mieux comprendre comment une PDF sans hélice a C-terminale

parvient a se lier au ribosome.

Jai en parallele cherché a identifier les protéines ribosomales impliquées dans
I’interaction avec Vp16PDF. Il en est ressorti que Vp16PDF viendrait se fixer au niveau de la
protéine ribosomale uL22, tout comme EcPDF %!, Cependant, nos données indiquent qu’elle
pourrait également cibler deux autres sites de fixation, I’un au niveau des protéines ribosomales
uL29/uL24/uL23 et I’autre au niveau des protéines uL25/ul.30. Ce résultat, bien qu’il doive
étre confirmé en utilisant les protéines chimériques, est tres intéressant dans la mesure ou il
indique que c’est probablement 1’absence d’hélice a chez la peptide déformylase qui entraine
une relocalisation de I’enzyme. Nous ne savons pas ce qui motive cette PDF & interagir
préférentiellement sur I'un ou autre des sites, ou si deux particules pourraient se fixer
simultanément sur le ribosome, comme ce qui semble étre le cas pour la protéine d’adressage
SecA 124,
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Nous avons également voulu nous intéresser au role joué par le peptide naissant. Pour
cela, j'ai préparé des ribosomes bloqués en cours de traduction, en utilisant la protéine B-
galactosidase a laquelle nous avons fusionné une séquence d’arrét SecM a son extrémité C-
terminale. Les résultats sont préliminaires mais montrent clairement une différence d’affinité
de Vp16PDF selon la longueur de la chaine polypeptidique en cours de synthése. L’affinité
semble en effet meilleure lorsque le peptide naissant émerge du tunnel de sortie du ribosome
comparé a des ribosomes vides ou dont le peptide naissant est encore confiné dans le tunnel de
sortie. Ce résultat est en accord avec une étude précédente qui montrait une affinité équivalente
pour un ribosome vide ou contenant un trés court peptide %. L’affinité la plus importante a été
obtenue avec un peptide naissant contenant au total 53 résidus d’acides aminés, ce qui est
cohérent avec la distance de 13A mesurée entre I’extrémité du tunnel de sortie et le
positionnement putatif du site actif d’ECPDF lorsque celle-ci est fixée au ribosome °.
Cependant, ces résultats ont été obtenus avec Vp16PDF, qui ne contient pas I’hélice C-terminale
d’EcPDF et qui semble se positionner differemment. La méme approche devra donc étre
appliquée avec ECPDF.

Les peptides déformylases ayant une affinité trés faible pour le ribosome (de 1’ordre du
micromolaire : Kg = 2,5 + 1,0 uM selon Bingel-Erlenmeyer et al %, Kqg ~ 1,5 uM selon
Bornemann et al *2, et une affinité apparente de 1’ordre de 1 a4 2 pM selon notre étude sur
Vpl6PDF, voir Chapitre Il) et étant moins abondantes dans la cellule que les ribosomes
(environ 1300 PDFs par cellule °* contre environ 50000 ribosomes), il apparait peu probable
que I’enzyme se fixe sur le ribosome et « attende » que le peptide émerge. De plus, étant donné
que la plupart des facteurs qui agissent sur le peptide naissant des sa sortie du ribosome
interviennent au niveau d’une plateforme commune d’interaction, située a proximité du tunnel
de sortie du peptide (incluant les protéines ribosomales bL17, bL22, bL32, uL24, uL29 et uL23)
22126 tout semble indiquer que le peptide naissant sert de signal pour favoriser I’intervention de
la PDF. Cette hypothese peut étre soutenue par le fait qu’il a été suggéré que le peptide en cours
de synthése sert de signal pour le recrutement du TF 07198 et de la SRP 22138, Cependant il est
encore difficile de savoir si la PDF peut se lier au ribosome de fagon simultané avec le TF %4132,
Notons qu’une compétition semble exister entre la PDF et la MetAP. Ces données confortent
ainsi ’hypothése d’une intervention séquentielle de plusieurs facteurs des modifications co-
traductionnelles du N-terminal, et donc de la peptide déformylase, motivée possiblement par la

taille et la nature du peptide naissant.

148



Discussion

Concernant les autres types de ribosomes, aucune donnée n’est actuellement disponible.
Les ribosomes chloroplastiques, bien qu’ils possédent des protéines spécifiques, présentent les
mémes protéines faisant partie de la plateforme commune d’interaction des ribosomes
bactériens . Les chloroplastes contiennent des PDFs de type 1B, dont la structure présente une
extrémité C-terminale sous forme d’hélice a, et nous pouvons donc raisonnablement supposer
que le mécanisme d’interaction est le méme que celui décrit chez les procaryotes . Quant a la
régulation du mécanisme de déformylation au niveau du ribosome mitochondrial, il est probable
que le mécanisme soit différent. En effet, bien que certaines protéines ribosomales universelles
et appartenant a la plateforme commune d’interaction soient présentes, des protéines
mitochondriales spécifiques y sont également présentes. Ainsi, nous ne pouvons pas prédire la
localisation de la PDF1B dans cet environnement. De plus, les mitochondries contiennent
également des PDF1A, dont le domaine C-terminal n’est pas structuré en hélice o 138139 et dont
nous ne connaissons pas le mode d’interaction. Enfin, il a été suggéré que le ribosome
mitochondrial possédait un second tunnel de sortie du peptide &, Dans ce contexte, il est
difficile d’imaginer le déroulement de la régulation des modifications co-traductionnelles des

proteines qui émergent au niveau de ce second tunnel.

Enfin, nous ne savons pas non plus pourquoi certains organismes possédent deux types
différents de peptides déformylases. Une premiére hypothese se dirige sur leur capacité a fixer
des ions métalliques différents 831  Des conditions de stresses pouvant modifier
I’homéostasie dans la cellule, et ainsi la disponibilité de certains types d’ions, il est probable
que les organismes qui possedent plusieurs types de PDF, peuvent continuer a controler la
déformylation de leur protéome, méme lorsque les conditions métaboliques changent. La
seconde hypothése pourrait se diriger vers leur capacité a interagir avec le ribosome, lorsque
celles-ci possédent des structures différentes du domaine C-terminal. Nous pouvons noter la
présence de peptides déformylases chez les archées, qui ne possedent pas de méthionines

formylées 224, Dans ce cas, nous ne connaissons pas le role de ces PDFs putatives.

De manicere tres intéressante, j’ai montré que la PDF du bactériophage Vp16T provoque,
lorsqu’elle est exprimée a des températures inférieures ou égales a 30°C, un phénotype
d’inhibition de la croissance bactérienne et d’accumulation de protéines sous forme d’agrégats.
Notons que les protéines chiméres que j’ai construit, possédant la séquence de Vpl6PDF

additionnée de I’hélice a C-terminale d’ECPDF, ne montrent pas de phénotype d’inhibition de
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croissance (voir chapitre II). Cela suggere donc que le phénomeéne d’inhibition est directement
li¢ a I’absence d’hélice a chez Vp16PDF. Il n’est toutefois pas exclu que les deux derniers
résidus de la protéine puissent jouer un réle dans le phénomene d’inhibition, point qui sera
investiguer en étudiant ’accumulation d’agrégats lorsque les bactéries expriment non pas

Vpl6PDF mais ses chimeéres.

Nous avons également montré que les cellules exprimant Vp16PDF a 30°C présentent
une altération inattendue de I’enveloppe bactérienne. Ce phénotype a été confirmé en cultivant
les cellules sur des milieux astringents, contenant un antibiotique, la vancomycine, ou un
détergent, le SDS. Les cellules exprimant Vp16PDF présentent un phénotype de sensibilité
accrue au SDS et la vancomycine, montrant une inhibition de croissance, reflet d’une

perméabilité de I’enveloppe bactérienne plus importante.

Les conséquences physiologiques de I’expression de la PDF du bactériophage
ressemblent tres fortement a ce qui est observé chez des mutants des voies d’adressage des
protéines membranaires, comme SecB 2°22%0 et TF 105261 Etant donné que Vp16PDF semble se
fixer au ribosome a proximité¢ de I’extrémité du tunnel de sortie du peptide naissant, nous
supposons que cette protéine pourrait bloquer une ou plusieurs voies de repliement ou
d’adressage du peptide en cours de synthése, aboutissant a des protéines qui s’agrégent, a cause
de leurs défauts de repliement et/ou d’adressage. Nos données indiquant que le phénotype
d’inhibition de croissance provoqué par Vp16PDF a 30°C n’est que peu, ou pas observable dans
un contexte double mutant Atig/AsecB, alors qu’il est intensifié dans un contexte simple mutant
Atig ou AsecB, supportent ’hypothése du lien entre Vp16PDF et la voie TF/SecB. Dans ce
contexte double mutant, d’autres voies d’adressage des protéines doivent étre mise en place,
voies dans lesquelles Vp16PDF n’intervient pas. Cela peut étre da au fait que les protéines
concernées sont prises en charge de fagon post-traductionnelle, ou bien parce que les facteurs
impligués dans un contexte ou la voie TF/SecB ne fonctionne pas ne possédent pas les mémes
zones d’interaction sur le ribosome, et n’entrent donc pas en compétition avec Vp16PDF. Les
différentes voies d’adressage des protéines sont complexes, composées d’un grand nombre de
facteurs, dont plusieurs peuvent étre interchangeables. Les données sont nombreuses, mais il
reste pourtant encore beaucoup a découvrir, tant ce mécanisme semble complexe et finement

régulé.
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Les phages sont incapables de se reproduire par leurs propres moyens, et dépendent
donc de I’hote pour se multiplier. L’étape la plus critique est la réplication de leur matériel
génétique, qui nécessite d’utiliser et de mobiliser la machinerie de traduction cellulaire. A
I’issue de ce processus de réplication du génome ainsi qu’a I’assemblage de la particule virale,
les phages provoquent le plus souvent la lyse de la cellule héte, ce qui permet la libération des
particules virales en vue de leur propagation. La phase lytique intervient au moment adéquat
du cycle de réplication virale, ce qui permet au phage d’utiliser suffisamment longtemps le
métabolisme de I’hdte 262, L’enveloppe bactérienne étant une barriére difficile a franchir, I’une
des stratégies principales utilisees par les phages pour «sortir» de la cellule est la
perméabilisation de cette enveloppe. Un certain nombre de phages utilisent alors un couple de
deux protéines, appelées endolysines et holines 252263, Ces protéines sont codées par le génome
du phage. Les holines permettent de permeabiliser la membrane plasmique en y créant des
pores. Les endolysines ont alors la possibilité d’atteindre le peptidoglycane afin de le dégrader.
L’enveloppe bactérienne est aussitdt fragilisée, ce qui provoque la lyse bactérienne et la

libération des particules virales.

Le cycle Iytique du phage Vpl16T n’est pas décrit, mais son génome ne semble pas
contenir de génes codant des endolysines ou holines 28, au contraire d’autres phages infectant
la bactérie Vibrio parahaemolyticus 2%, En revanche, nous avons observé que la peptide
déformylase codée par Vpl6T interfére avec la voie de repliement et d’adressage TF/Sec,
provogque I’accumulation de protéines sous forme d’agrégats, et déstabilise 1’enveloppe
bactérienne, aboutissant pour finir a la lyse des cellules. Par ailleurs, la sensibilité des bactéries
a l'antibiotique vancomycine suggere une fragilisation de la membrane externe en réponse a
I'expression de Vp16PDF (voir Chapitre 111). Sachant que les mutants de la voie TF présentent
un défaut de synthése de protéines membranaires, notamment les porines OMPs 105246248 ‘noys
pouvons poser I’hypothése que nous trouverons une accumulation plus importante d'OMPs
dans les agrégats provoqués par I’expression de Vpl6PDF. Nos résultats semblent alors
indiquer que le phage Vpl6T utiliserait un mécanisme tout a fait original de lyse, alternatif a
celui des holines/endolysines, induit par la PDF. Cette enzyme pourrait alors jouer un double
role. Celui d’assurer un taux de déformylation optimal dans la cellule, bénéfique pour le bon
déroulement de la traduction des protéines de I’hdte, comme celui de ses propres protéines,
mais également celui de fragiliser ’enveloppe bactérienne en perturbant une voie de repliement
et d’adressage des protéines membranaires, afin de pouvoir libérer les particules virales lors de

la phase Iytique.
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Enfin, comme décrit dans I’introduction, les peptides déformylases sont des cibles
thérapeutiques intéressantes 3%1971%° De nos jours, les inhibiteurs sont dirigés vers le site actif
de I’enzyme. L’approfondissement des connaissances quant au mode d’interaction de ces
enzymes avec le ribosome pourrait permettre la synthese de nouveaux inhibiteurs, dirigés non
pas vers le site actif, mais vers le(s) domaine(s) d’interaction avec le ribosome. Depuis
maintenant presque un siécle, la thérapie phagique est utilisée pour lutter contre les infections
bactériennes 2%°. L’étude et la compréhension des mécanismes d’infection des phages est donc
d’une grande importance d’un point de vue thérapeutique. Ainsi toute découverte de fonction
enzymatique jusqu’alors insoupconnée chez les phages pourrait étre importante pour

’utilisation de ce type de thérapie.
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A-Techniques de biologie moléculaire :

A.1-Souches bactériennes

Les souches d’E. coli utilisées pour la biologie moléculaire sont répertoriées dans le Tableau
MM-1.

Tableau MM-1 : Souches d’E. coli utilisées pour la biologie moléculaire.

Souche Génotype Source

DH50. fhuA2 lac(del)U169 phoA ginV44 @80' lacZ(del)M15 gyrA96 recAl relAl

endAl thi-1 hsdR17 Invitrogen

Tgl K-12 supE thi-1 4(lac-proAB) 4(mcrB-hsdSM)5, (rk'mk’) Lucigen

F' proA*B* lacl® AlacZM15 / fhuA2 A(lac-proAB) glnV galK16 galE15 R(zgb-

NEB Turbo 210::Tn10)Tet> endA1 thi-1 A(hsdS-mcrB)5

Novagen

A.2 — Protocole

1) Ensemble des constructions plasmidiques.

Le gene de 417 pb codant la protéine Vpl16PDF wt a été synthétisé par 1’entreprise
GeneArt et cloné dans un vecteur pBAD/Myc-HisA (Invitrogen) en utilisant les sites de
restriction BspHI et Pstl (I’utilisation de ces sites de restriction exclut I’étiquette 6xHis
contenue dans le plasmide). L’ORF60 présente dans le génome du bactériophage Vpl16T étant
trés riche en GC 28, la séquence nucléotidique codant Vp16PDF a été congue avec optimisation
de codons pour une expression optimale en systeme bactérien (voir la séquence nucléotidique
et protéique de Vp16PDF wt dans le Tableau MM-2). Le plasmide a été introduit dans la souche
d’E. coli K12 (dam+ et dcm+) pour étre amplifié puis a été purifié. Le plasmide lyophilisé (5ug)

nous a ensuite été envoyé, lequel a alors été resuspendu dans 50 uLL d’eau milliQ.

Le géne de 495 pb codant la chimére Vp16PDF(KLF)helice a également été synthétisé
par ’entreprise GeneArt, également avec optimisation de codons. Le géne contient la séquence
codante d’ECPDF (K11LFMDYLSPLKQQRIRQKVEKLDRLKARA169) fusionnée en C-
terminal du gene codant Vp16PDF (apres le 134eme résidu, voir Tableau MM-2) ; il a été cloné
dans le vecteur pBAD/Myc-HisA avec les sites de restriction Ncol et Xhol (I’utilisation de ces

sites de restriction exclut 1’étiquette 6xHis contenue dans le plasmide).

Les genes de 495 pb codant les chimeres Vp16PDF(VTI)hélice et Vp16PDF(VTF)hélice
ont été obtenus par mutagénese dirigée (voir la procédure paragraphe 2) a partir du géne codant
Vpl6PDF(KLF)hélice présent dans le plasmide pBAD/Myc-HisA, de fagcon a remplacer les

résidus KisoL133F134 par V132 T133l134 0U V132T133F134 respectivement.
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Les mutants d’ECPDF ont également été obtenus par mutagénese dirigée ; notons que la
version sauvage d’ECPDF est également nommée EcCPDF(KLF) pour mettre 1’accent sur les
résidus qui sont mutés par la suite. ECPDF(KLI) et ECPDF(VTI) ont été produits par la
substitution des résidus Kisli42F14a3 d’ECPDF  par  Kualiseliszs ou ViaTig2liss
respectivement.Les versions tronquées et mutées d’ECPDF, EcPDF(KLF)AC-ter,
EcPDF(KLI)AC-ter et ECPDF(VTI)AC-ter, ont été construites respectivement a partir des génes
codant EcCPDF wt, ECPDF(KLI) et ECPDF(VTI) dans lesquels un double codon stop a été inséré

apres le codon correspondant au 144éme acide aminé.

Le géne sauvage codant ECPDF était présent initialement dans un plasmide pBAD/Myc-
HisA ainsi que dans un plasmide pET-22b(+). Toutes les mutations ont été effectuées a la fois
dans les génes contenus dans le plasmide pBAD/Myc-HisA mais également dans ceux contenus
dans le pET-22b(+).

L’ensemble des constructions utilisées au cours de ce travail est répertori¢ dans les

tableaux MM-2 et MM-3.
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Tableau MM-2: Séquences génomiques et protéiques de Vpl6PDF dans ses versions wt et chimériques.

Version de Vp16PDF

Séquence génomique

Séquence protéique

MKILKDDAPE LHAIAAEVPH
ATGAAAATTCTGAAAGATGATGCACCGGAACTGCATGCAATTGCAGCCGAAGTTCCGCATGGTGAAGATGTTAAAGATCTGGTTCTGGA GEDVKDLVLD MTAAMTAAGG
TATGACCGCAGCAATGACCGCAGCCGGTGGTATTGGTCTGGCAGGTAATCAGGTTGGTGTTCTGAAACGTATTATTGTTCTGCGTTGCC IGLAGNQVGV LKRIIVLRCP
wt CGACCTTTAAAGGTTGTGTTATTAATCCGATTATTACCCGTCATACCGATGGTCATGTTTATAGTCCGGAAGGTTGTCTGAGCTATCCG TFKGCVINPI ITRHTDGHVY
GGTAAAACCGTTGCAAAAAAACGTCGTAATAAAGTTGTGGTGGAAGGCTATGATATGGATTGGCAGCCGATTACCATTGCAGCAAAAGG SPEGCLSYPG KTVAKKRRNK
TCTGACCGCATTTTGTCTGCAACATGAAATTGATCATCTGAATGGCGTGACCATTTAATAA VVVEGYDMDW QPITIAAKGL
TAFCLQHEID HLNGVTI
MKILKDDAPE LHAIAAEVPH
ATGAAAATCCTGCATGATGATGCACCGGAACTGCATGCCATTGCAGCCGAAGTTCCGCATGGTGAAGATGTTAAAGATCTGGTTCTGGA ?ggxgggggg %Ei??gi?gg
TATGACCGCAGCAATGACAGCAGCCGGTGGTATTGGTCTGGCAGGTAATCAGGTTGGTGTTCTGAAACGTATTATTGTTCTGCGTTGTC TFKGCVINPI ITRHTDGHVY
vV 16PDF(KLf3hé“CE CGACATTTAAAGGCTGTGTTATTAACCCGATTATCACCCGTCATACCGATGGTCATGTTTATAGTCCGGAAGGTTGTCTGAGCTATCCG SPEGCLSYPG KTVAKKRRNK
P GGTAAAACCGTTGCAAAAAAACGTCGTAATAAAGTGGTGGTGGAAGGCTATGATATGGATTGGCAGCCGATTACCATTGCCGCAAAAGG VVVEGYDMDW OPITIAAKGL
TCTGACCGCATTTTGTCTGCAGCATGAAATTGATCATCTGAACGGCGTAACGATAATGGATTATCTGAGTCCGCTGAAACAGCAGCGTA TAFCLOHEID HLNGKLEMDY
TTCGTCAGAAAGTTGAAAAACTGGATCGTCTGAAAGCACGT TAATAA
CGTCAG GTTG CTGGATCGTCTG GCACGTGCC LSPLKOORIR OKVEKLDRLK
ARA
MKILKDDAPE LHAIAAEVPH
ATGAAAATCCTGAAAGATGATGCACCGGAACTGCATGCCATTGCAGCCGAAGTTCCGCATgGTGAAGATGTTAAAGATCTGGTTCTGGA ?ggxgggggg fi???gﬁ?gg
TATGACCGCAGCAATGACAGCAGCCGGTGGTATTGGTCTGGCAGGTAATCAGGTTGGTGTTCTGAAACGTATTATTGTTCTGCGTTGTC TFKGCVINPI ITRHTDGHVY
vV 16PDFKV71)héHce CGACATTTAAAGGCTGTGTTATTAACCCGATTATCACCCGTCATACCGATGGTCATGTTTATAGTCCGGAAGGTTGTCTGAGCTATCCG SPEGCLSYPG KTVAKKRRNK
P GGTAAAACCGTTGCAAAAAAACGTCGTAATAAAGTGGTGGTGGAAGGCTATGATATGGATTGGCAGCCGATTACCATTGCCGCAAAAGG VVVEGYDMDW OPITIAAKGL
TCTGACCGCATTTTGTCTGCAGCATGAAATTGATCATCTGAACGGCGTAACGATAATGGATTATCTGAGTCCGCTGAAACAGCAGCGTA TAFCLOHEID HLNGVTIMDY
TTCGTCAGAAAGTTGAAAAACTGGATCGTCTGAAAGCACGTGCCTAATAA LSPLKOORIR OKVEKLDRLK
ARA
MKILKDDAPE LHAIAAEVPH
ATGAAAATCCTGAAAGATGATGCACCGGAACTGCATGCCATTGCAGCCGAAGTTCCGCATGGTGAAGATGTTAAAGATCTGGTTCTGGA ?gixgggggg f;???giigg
TATGACCGCAGCAATGACAGCAGCCGgtGGTATTGGTCTGGCAGGTAATCAGGTTGGTGTTCTGAAACGTATTATTGTTCTGCGTTGTC TFKGCVINPI ITRHTDGHVY
Vi 16PDF¥\WTF)héHce CGACATTTAAAGGCTGTGTTATTAACCCGATTATCACCCGTCATACCGATGGTCATGTTTATAGTCCGGAAGGTTGTCTGAGCTATCCG SPEGCLSYPG KTVAKKRRNK
P GGTAAAACCGTTGCAAAAAAACGTCGTAATAAAGTGGTGGTGGAAGGCTATGATATGGATTGGCAGCCGATTACCATTGCCGCAAAAGG VVVEGYDMDW OPITIAAKGL
TCTGACCGCATTTTGTCTGCAGCATGAAATTGATCATCTGAACGGCGTAACGTTCATGGATTATCTGAGTCCGCTGAAACAGCAGCGTA TAFCLOHEID HLNGVTFMDY
TTCGTCAGAAAGTTGAAAAACTGGATCGTCTGAAAGCACGTGCCTAA LSPLKOORTR OKVEKLDRLK
ARA

Les résidus mutés sont représentés en rouge. L’extrémité C-terminale d’EcPDF qui est ajoutée a la séquence de Vp16PDF est représentée en vert.
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Tableau MM-3: Séquences génomiques et protéiques d’ECPDF dans ses versions wt et mutantes.

Version de EcPDF

Séquences génomiques

Séquences protéiques

MSVLQVLHIP DERLRKVAKP
ATGTCAGTTTTGCAAGTGTTACATATTCCGGACGAGCGGCTTCGCAAAGTTGCTAAACCGGTAGAAGAAGTGAATGC  VEEVNAEIOR IVDDMEETMY
wt AGAAATTCAGCGTATCGTCGATGATATGTTCGAGACGATGTACGCAGAAGAAGGTATTGGCCTGGCGGCAACCCAGG AEEGIGLAAT QVDIHORIIV
TTGATATCCATCAACGTATCATTGTTATTGATGTTTCGGAAAACCGTGACGAACGGCTAGTGTTAATCAATCCAGAG  IDVSENRDER LVLINPELLE
(protéine également CTTTTAGAAAAAAGCGGCGAAACAGGCATTGAAGAAGGTTGCCTGTCGATCCCTGAACAACGTGCTTTAGTGCCGCG KSGETGIEEG CLSIPEQRAL
appelée CGCAGAGAAAGTTAAAATTCGCGCCCTTGACCGCGACGGTAAACCATTTGAACTGGAAGCAGACGGTCTGTTAGCCA  VPRAEKVKIR ALDRDGKPEE
EcPDF(KLF) TCTGTATTCAGCATGAGATGGATCACCTGGTCGGCAAACTGTTTATGGATTATCTGTCACCGCTGAAACAACAACGT LEADGLLAIC IQHEMDHLVG
ATTCGTCAGAAAGTTGAAAAACTGGATCGTCTGAAAGCCCGGGCTTAA KLEMDYLSPL KQQORIRQKVE

KLDRLKARA
MSVLQVLHIP DERLRKVAKP
ATGTCAGTTTTGCAAGTGTTACATATTCCGGACGAGCGGCTTCGCAAAGTTGCTAAACCGGTAGAAGAAGTGAATGC  VEEVNAEIOR IVDDMEETMY
AGAAATTCAGCGTATCGTCGATGATATGTTCGAGACGATGTACGCAGAAGAAGGTATTGGCCTGGCGGCAACCCAGG AEEGIGLAAT OQVDIHORIIV
TTGATATCCATCAACGTATCATTGTTATTGATGTTTCGGAAAACCGTGACGAACGGCTAGTGTTAATCAATCCAGAG  IDVSENRDER LVLINPELLE
EcPDF(KLI) CTTTTAGAAAAAAGCGGCGAAACAGGCATTGAAGAAGGTTGCCTGTCGATCCCTGAACAACGTGCTTTAGTGCCGCG  KSGETGIEEG CLSIPEORAL
CGCAGAGAAAGTTAAAATTCGCGCCCTTGACCGCGACGGTAAACCATTTGAACTGGAAGCAGACGGTCTGTTAGCCA  VPRAEKVKIR ALDRDGKPEE
TCTGTATTCAGCATGAGATGGATCACCTGGTCGGCAAACTGATTATGGATTATCTGTCACCGCTGAAACAACAACGT LEADGLLAIC IQHEMDHLVG
ATTCGTCAGAAAGTTGAAAAACTGGATCGTCTGAAAGCCCGGGCTTAA KLIMDYLSPL KQQORIRQKVE

KLDRLKARA
MSVLQVLHIP DERLRKVAKP
ATGTCAGTTTTGCAAGTGTTACATATTCCGGACGAGCGGCTTCGCAAAGTTGCTAAACCGGTAGAAGAAGTGAATGC  VEEVNAEIQR IVDDMEETMY
AGAAATTCAGCGTATCGTCGATGATATGTTCGAGACGATGTACGCAGAAGAAGGTATTGGCCTgGCGGCAACCCAGG AEEGIGLAAT OQVDIHQRIIV
ttGATATCCATCAACGTATCATTGTTATTGATGTTTCGGAAAACCGTGACGAACGGCTAGTGTTAATCAATCCAGAG  IDVSENRDER LVLINPELLE
EcPDF(VTI) CTTTTAGAAAAAAGCGGCGAAACAGGCATTGAAGAAGGTTGCCTGTCGATCCCTGAACAACGTGCTTTAGTGCCGCG  KSGETGIEEG CLSIPEQRAL
CGCAGAGAAAGTTAAAATTCGCGCCCTTGACCGCGACGGTAAACCATTTGAACTGGAAGCAGACGGTCTGTTAGCCA  VPRAEKVKIR ALDRDGKPEE
TCTGTATTCAGCATGAGATGGATCACCTGGTCGGCGTGACCATTATGGATTATCTGTCACCGCTGAAACAACAACGT LEADGLLAIC IQHEMDHLVG
ATTCGTCAGAAAGTTGAAAAACTGGATCGTCTGAAAGCCCGGGCTTAA VTIMDYLSPL KQQORIRQKVE

KLDRLKARA
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MAVLOVLHIP DERLRKVAKP
ATGGCAGTTTTGCAAGTGTTACATATTCCGGACGAGCGGCTTCGCAAAGTTGCTAAACCGGTAGAAGAAGTGAATGCA  VEEVNAEIOR IVDDMEETMY
GAAATTCAGCGTATCGTCGATGATATGTTCGAGACGATGTACGCAGAAGAAGGTATTGGCCTGGCGGCAACCCAGGTT  AEEGIGLAAT OVDIHORIIV
EcPDF(KLF)AC GATATCCATCAACGTATCATTGTTATTGATGTTTCGGAAAACCGTGACGAACGGCTAGTGTTAATCAATCCAGAGCTT IDVSENRDER LVLINPELLE
¢ (KLF)AC-ter TTAGAAAAAAGCGGCGAAACAGGCATTGAAGAAGGTTGCCTGTCGATCCCTGAACAACGTGCTTTAGTGCCGCGCGCA  KSGETGIEEG CLSIPEQRAL
GAGAAAGTTAAAATTCGCGCCCTTGACCGCGACGGTAAACCATTTGAACTGGAAGCAGACGGTCTGTTAGCCATCTGT VPRAEKVKIR ALDRDGKPFE
ATTCAGCATGAGATGGATCACCTGGTCGGCAAACTGTTTTAATAA LEADGLLAIC IQHEMDHLVG

KLF
MAVLQVLHIP DERLRKVAKP
ATGGCAGTTTTGCAAGTGTTACATATTCCGGACGAGCGGCTTCGCAAAGTTGCTAAACCGGTAGAAGAAGTGAATGCA XEEZ?éiiii égg?ggi??é
GAAATTCAGCGTATCGTCGATGATATGTTCGAGACGATGTACGCAGAAGAAGGTATTGGCCTGGCGGCAACCCAGGTT IDVSENRDER LVLINPELLE
EcPDF(KLIDAC-ter GATATCCATCAACGTATCATTGTTATAAGCGGCGAAACAGGCATTGAAGAAGGTTGCCTGTCGATCCCTGAACAACGT KSGETGIEEG CLSIPEORAL
GCTTTAGTGCCGCGCGCAGAGAAAGTTAAAATTCGCGCCCTTGACCGCGACGGTAAACCATTTGAACTGGAAGCAGAC VPRAEKVKIR ALDRDGKPEFE
GGTCTGTTAGCCATCTGTATTCAGCATGAGATGGATCACCTGGTCGGCAAACTGATTTAATAA LEADGLLAIC IQHEMDHLVG

KLI
MAVLQVLHIP DERLRKVAKP
ATGGCAGTTTTGCAAGTGTTACATATTCCGGACGAGCGGCTTCGCAAAGTTGCTAAACCGGTAGAAGAAGTGAATGCA  VEEVNAEIOR IVDDMEETMY
GAAATTCAGCGTATCGTCGATGATATGTTCGAGACGATGTACGCAGAAGAAGGTATTGGCCTGGCGGCAACCCAGGTT  AEEGIGLAAT QVDIHOQRIIV
EcPDF(VTDAC-t GATATCCATCAACGTATCATTGTTATTGATGTTTCGGAAAACCGTGACGAACGGCTAGTGTTAATCAATCCAGAGCTT IDVSENRDER LVLINPELLE
¢ ( JAC-ter TTAGAAAAAAGCGGCGAAACAGGCATTGAAGAAGGTTGCCTGTCGATCCCTGAACAACGTGCTTTAGTGCCGCGCGCA  KSGETGIEEG CLSIPEORAL
GAGAAAGTTAAAATTCGCGCCCTTGACCGCGACGGTAAACCATTTGAACTGGAAGCAGACGGTCTGTTAGCCATCTGT VPRAEKVKIR ALDRDGKPFE
ATTCAGCATGAGATGGATCACCTGGTCGGCGTGACCATTTAATAA LEADGLLAIC IQHEMDHLVG

VTI

Les acides aminés mutés par rapport a la version sauvage sont représentés en rouge. La séquence protéique correspondant & la séquence sauvage d’ECPDF est représentée en

vert.
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2) Mutagéneése dirigée

La mutagenése dirigée est utilisée pour substituer, déléter ou ajouter un petit nombre
d’acides aminés. Pour cela nous avons utilisé le kit QuickChange Mutagenesis site-directed de
Stratagene. Les amorces ont été congues avec le  serveur  PrimerX

(http://www.bioinformatics.org/primerx/cgi-bin/protein_1.cgi) dont les parametres par défaut

ont été modifiés: le pourcentage de G/C doit étre compris entre 30% a 60%, la longueur de 25
a 70 pb, le Tm de la région appariée compris entre 50 et 55°C, et il est également préférable que
I’oligonucléotide se termine par un nucléotide G ou C (ce qui évite des appariements non
specifiques). La température de déshybridation des brins doit-&tre comprise entre 75 et 85°C.
On prépare le mix réactionnel suivant : 5 pL de « 10X reaction buffer » auquel on ajoute 25 ng
d’ADN, 15 pmoles de chacun des oligonucléotides (voir Tableaux MM-4 et MM-5), 0,2 mM
de dNTP mix (Agilent) et H,O pour compléter a 49 uL. On ajoute alors 1 pL de PfuUltra HF
DNA polymerase (concentration initiale 2,5 U/ul, Agilent). Une premiére incubation de 1 min
a 95°C est réalisée, suivie du programme PCR suivant : 45 sec a 95°C pour désapparier les brins
d’ADN, puis 1 min a 55°C pour hybrider les amorces sur I’ADN et enfin 9 min a 72°C pour
permettre a la polymérase de répliquer le plasmide ; 18 cycles de PCR sont necessaires pour
obtenir le matériel final. A la fin des 18 cycles, une derniere incubation de 10 min a 72°C est
réalisée. On ajoute ensuite 1uL de ’enzyme Dpnl (Thermofisher Scientific) qui permet de
digérer les brins matrices méthylés qui n’ont pas incorporé les mutations. L’ incubation se fait
durant 2h a 37°C. Les plasmides sont alors utilisés pour transformer la souche bactérienne NEB
turbo. Les clones obtenus sont mis en préculture afin de réaliser une extraction plasmidique et

un séquencage des plasmides par I’entreprise GATC Biotech.

Tableau MM-4 : Couples d’amorges utilisés pour la mutation des résidus V1s2T13sl134 de Vp16PDF avec
hélice.

Constructions Séquences des amorces

CTGAACGGCGTAACGATAATGGATTATCTGAGTCCGCTG
CAGCGGACTCAGATAATCCATTATCGTTACGCCGTTCAG

CTGAACGGCGTAACGTTTATGGATTATCTGAGTCCGCTG
CAGCGGACTCAGATAATCCATAAACGTTACGCCGTTCAG

Vp16PDF(VT)hélice

Vp16PDF(VTF)hélice

Les séquences des amorces (ThermoFisher Scientific), dans les sens « forward » puis « reverse », sont présentées

de 5” en 3”. Les nucléotides correspondant aux acides aminés mutés sont représentés en rouge.

150


http://www.bioinformatics.org/primerx/cgi-bin/protein_1.cgi

Matériels et Méthodes

Tableau MM-5 : Couples d’amorcges utilisés pour la mutation des résidus 141 a 143 d’EcPDF wt.

Constructions Séquences des amorces

CACCTGGTCGGCAAACTGATTATGGATTATCTGTCACC

ECPDF(KLI) GGTGACAGATAATCCATAATCAGTTTGCCGACCAGGTG

CACCTGGTCGGCGTCACCATC ATGGATTATCTGTCACC

ECPDR(VTI) CAGCGGTGACAGATAATCCTAGATGGTGACGCCGACCAGG

CCTGGTCGGCAAACTGTTTTAGGATTATCTGTCACCGCTG
ECPDF(KLF)AC-ter  cAGCGGTGACAGATAATCCTAAAACAGTTTGCCGACCAGG

GATGGATCACCTGGTCGGCAAACTGATCTAGGATTATCTGTCACCGCTGAAACAAC
ECPDF(KLDAC-ter  GTTGTTTCAGCGGTGACAGATAATCCTAGATCAGTTTGCCGACCAGGTGATCCATC

CAGCATGAGATGGATCACCTGGTCGGCGTCACCATCTAGGATTATCTGTCACCGCT
GAAACAAC
GTTGTTTCAGCGGTGACAGATAATCCTAGATGGTGACGCCGACCAGGTGATCCATC
TCATGCTG

EcPDF(VTI)AC-ter

Les séquences des amorces (ThermoFisher Scientific), dans les sens « forward » puis « reverse », sont présentées
de 5” en 3”. Les nucléotides correspondant aux acides aminés mutés sont représentés en rouge.

3) Sous-clonage des génes des chimeéres de Vp16PDF présentes

dans le plasmide pBAD vers le vecteur pET-16b
Les genes des proteines chimériques étaient initialement présents dans un plasmide

pBAD, utilisé pour réaliser les tests de complémentation fonctionnelle (voir plus loin).
Cependant, afin de pouvoir surexprimer les protéines et les purifier, il a été nécessaire de sous-
cloner ces génes dans un plasmide d’expression, permettant d’obtenir des quantités plus
importantes de protéines. Les génes ont donc été sous-clones dans le vecteur pET-16b

(Novagen, carte du plasmide en annexe).

Le mélange réactionnel pour I’amplification par PCR est le suivant : 3 ng de plasmide, 50
pmoles de chacun des oligonucléotides (voir Tableau MM-6), 1 mM de dNTP (Agilent), 5 pL
de tampon de réaction 10X, 1 uL de Pfu DNA polymerase (Agilent, 2,5 unités/pL) dans 50 pL
final. Le programme PCR se compose d’une étape de dénaturation a 95°C durant 1 min, puis 1
min d’hybridation a 55°C et une étape de synthése a 72°C durant 2 min. On réalise 30 cycles
de dénaturation/hybridation/polymérisation, et a la fin des cycles, une derniere incubation de
10 min a 72°C est réalisée. Les amorces utilisees pour amplifier les génes (voir Tableau MM-
6) insérent des sites BspHI et Xhol aux extrémités 5’ et 3’ respectivement. On purifie les
produits de PCR avec un kit spécifique (QlAquick PCR purification kit de Qiagen). Une fois
purifiés, les produits de PCR sont alors digérés par les enzymes BspHI et Xhol, durant 20 min
a37°C. Le plasmide vide pET-16b est digéré avec I’enzyme Xhol ainsi qu’avec I’enzyme Ncol

qui génere des extrémités compatibles avec celles générées par BspHI. Pour la ligation, nous
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avons utilisé 300 ng de pET-16b digéré, 220 ng de produit de PCR purifié et digeré, 2 uL de
T4 DNA ligase (Invitrogen, 1 unité/pL) et 2 pL de tampon 10X dans un volume finale de 20
ML. Les échantillons sont incubés a 22°C durant 4h. Suite a la ligation, le produit de réaction
est transformé dans des bactéries thermocompétentes DHS5a. (voir protocole de transformation).
Les clones obtenus sont alors criblés par PCR. Pour cela, nous réalisons pour chaque colonie
une réaction de 25 pL final, comprenant 1,5 pL de tampon 10X, 0,2 mM de dNTP, 2 mM
MgCl, 1 puL d’amorce T7 promoteur et T7 terminateur a,4 pmol/uL et 0,1 puL de Taq
Polymerase (Eurobio Taq, 0,5U ). Le mix est tout d’abord préparé dans un volume final de 15
pL. En paralléle une colonie du clone a cribler est piquée avec une pointe et mélangée dans 10
puL d’eau (on repique également ce clone sur boite LB agar contenant 25 pg/mL d’ampicilline
que I’on incube la journée a 37°C). On ajoute ensuite les 10 uL contenant la colonie diluée dans
le mix PCR de 15 pL, pour obtenir un volume finale de réaction de 25 pL. On utilise ensuite le
programme PCR suivant pour amplifier le plasmide présent dans la colonie : 3 min a 94°C pour
désapparier les brins d’ADN, puis des cycles comprenant 30 sec a 94°C, 30 sec a 52°C pour
hybrider les amorces sur I’ADN et enfin 3 min a 72°C pour permettre a la polymérase de
répliquer le plasmide. 1l faut réaliser 30 cycles de PCR pour obtenir le matériel final. A la fin
des 30 cycles, une derniére incubation de 10 min a 72°C est réalisée. Le produit de PCR est
alors analysé sur gel d’agarose 1%. Les clones positif sont alors mis en préculture dans 5 mL
de milieu LB liquide avec 25 pg/mL d’ampicilline et incubés la nuit a 37°C. On réalise le
lendemain une extraction des plasmides (voir extraction de plasmide avec le kit miniprep). Les

ADN purifiés sont alors envoyés a I’entreprise GATC Biotech pour étre s€quencés.

Tableau MM-6 : Couples d’amorces permettant le transfert des genes codant les chiméres de
Vpl6PDF du plasmide pBAD/Myc-HisA vers le vecteur pET-16b .

Constructions Séquences

TACGACTCATGAAAATCCTGAAAGATGATGCACCGG
ACCTGTCTCGAGTTATTAGGCACGTGCTTTCAGACG

Vp16PDF(KLF)hélice

TACGACTCATGAAAATCCTGAAAGATGATGCACCGG
ACCTGTCTCGAGTTATTAGGCACGTGCTTTCAGACG

Vp16PDF(VTI)hélice

TACGACTCATGAAAATCCTGAAAGATGATGCACCGG
ACCTGTCTCGAGTTATTAGGCACGTGCTTTCAGACG

Vp16PDF(VTF)hélice

Les séquences des amorces, dans les sens « forward » puis « reverse », sont présentées de 5° en 3’. Les sites de
restriction sont soulignés. Les codons d’initiation et de terminaison sont indiqués respectivement en rouge et vert.
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4) Préparation des cellules thermocompétentes

Les bactéries thermocompétentes ont été préparées selon la méthode d’Inoue.

Tampon et milieu

Milieu SOB : 2% bactotryptone, 0,5% extrait de levures, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 2,5 mM
MgClz, 10 mM MgSOs4, pH6,4. Le milieu est autoclavé.

Tampon TB : 10 mM Pipes, 55 mM MnClz, 15 mM CaCl,, 250 mM KCI, pH 6,7. Le tampon

est filtré et non autoclavé.
Protocole

On réalise une préculture de la souche souhaitée (voir tableau MM-1) dans 7 mL de
milieu LB contenant les antibiotiques appropries le cas échéant. La préculture est alors incubée
la nuit a 37°C sous agitation (200 rpm). Ensuite, on ensemence les cultures dans du milieu SOB
avec 250 pL de préculture et I’antibiotique si nécessaire. La culture est réalisée a 18°C sous
agitation (170 rpm). Lorsque la DO®® est voisine de 0,6, la culture est mise 10 min dans la
glace. On centrifuge alors la culture a 2500 g, 10 min a 4°C. La re-suspension du culot se fait
de maniére douce dans 80 mL de TB froid. On laisse reposer 10 min dans la glace. On centrifuge
de nouveau I’échantillon a 2500 g, 10 min a 4°C. On resuspend cette fois le culot dans 20 mL
de TB froid. On ajoute du DMSO a 7% final. On laisse reposer 10 min dans la glace. On réalise
des aliquotes de 200 UL que I’on plonge dans I’azote liquide. Les bactéries thermocompétentes

sont ensuite stockées a -80°C.

Pour les souches MG1655 wt et mutantes (Tableau MM-8), le protocole de préparation
des cellules thermocompétentes est le suivant :On réalise une culture de 30 mL de milieu LB,
avec 300 pL de 1M MgSOQs, 50 ug/mL d’ampicilline et 300 pL de préculture (incubée la nuit a
37°C). La culture est incubée 2h a 37°C (DO®® environ égale a 0,4). On centrifuge la culture
durant 5 min a 5000 rpm a 4°C puis on resuspend le culot dans 10 mL de 0,1 M CacCl; froid,
puis on laisse reposer 20 min dans la glace.On centrifuge alors la solution bactérienne a 6000
rpm, a 4°C durant 5 min puis on reprend le culot dans 1 mL de 0,1 M CaCl, contenant 15% de

glycérol. On aliquote ensuite 100 pL par tube.
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e Test de compétence des cellules

Pour effectuer un test de compétence on réalise une transformation avec le plasmide de contréle
pUC19 possédant un géne de résistance a I’ampicilline et on étale les bactéries transformées

sur boite LB agar + 50 ug/mL d’ampicilline.

On compte les colonies et on utilise la formule suivante :

1ml

Nombre de V total tube
colonies régénération

CFU = X X FD

Quantité V déposé
plasmide 1

Efficacité/pg
plasmide Enpg ml

L’efficacité (CFU) correspond au nombre de clones obtenus par ug de plasmide transformé.

FD correspond au facteur de dilution, si on réalise des dilutions.

5) Transformation bactérienne par choc thermique

Les transformations bactériennes par choc thermique ont été realisées avec des bactéries
thermocompétentes. Pour cela, on utilise 50 pL de bactéries thermocompétentes decongelées
lentement dans la glace, dans lesquelles on ajoute environ 100 ng de plasmide. On laisse reposer
quelques minutes dans la glace, puis on place le mélange durant 2 min a 42°C. Suite au choc
thermique, les tubes sont replacés dans la glace durant 5 min. On ajoute alors 1 mL de milieu
LB et on incube les tubes durant 1h a 37°C avec agitation, permettant ainsi aux bactéries de se
régenérer. Le mélange de transformation est ensuite dilué au dixieme et au centiéme, puis
déposé sur des boites de Pétri contenant du milieu LB agar, auxquelles on a préalablement
ajouté le ou les antibiotiques correspondant a la résistance du plasmide (100 pg/mL
d’ampicilline et/ou 34 pg/mL de chloramphénicol). Les boites sont ensuite incubées durant la
nuit a 37°C.

6) Extraction d’ADN plasmidique (minipreps)

Les plasmides répliqués dans les bactéries DHS5a ont été extraits et purifiés avec le kit
QlAprep Spin Miniprep High-Yield de Qiagen. Pour cela, une colonie bactérienne
préalablement transformée avec le plasmide d’intérét est inoculée dans 5 mL de milieu LB
contenant I’antibiotique approprié et incubée durant 12 a 16h a 37°C. La préculture est ensuite
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centrifugée 15 min a 4400 rpm. Le surnageant est évacué et le culot est resuspendu dans 250
pL de tampon P1 (50 mM Tris-HCI pH 8,0 plus de 5 min dans le tampon de lyse. On ajoute
ensuite 350 pL de tampon de neutralisation N3 (4,2 M Gu-HCI, 0,9 M acétate de potassium,
pH4,8) et on mélange tout de suite 1’échantillon par inversion afin de précipiter ’ADN
génomique. Une centrifugation de 10 min a 13000 rpm (4°C) permet de culoter I’ADN
génomique et de récupérer le surnageant contenant le matériel plasmidique, qui est alors déposé
sur une colonne QIlAprep spin. Une centrifugation a 13000 rpm est faite durant 1 min a
température ambiante. On ajoute 750 uL de tampon PE (10mM Tris-HCI pH7,5, 80% éthanol),
et ’on refait la méme centrifugation que précédemment (la centrifugation peut étre répétée
encore une fois afin d’éliminer les restes de tampon). Enfin, on place la colonne dans un tube
Eppendorf, on ajoute 30 pL d’eau milliQ et on laisse reposer 1 min & température ambiante.
Une derniére centrifugation a 13000 rpm est realisée et permet d’éluer I’ ADN plasmidique. Une

mesure de la concentration est réalisée au Nanodrop puis les plasmides sont stockés a -20°C.

7) Séquencage
Les séquencages ont été réalisés par I’entreprise GATC Biotech, a partir de 20 pL de
plasmide a une concentration comprise entre 50 ng/pL et 80 ng/uL. Dans le cas des
constructions disponibles dans le pET-16b , les oligonucléotides utilisés pour le séquencgage
sont les primers de GATC correspondant au T7 promoteur. Dans le cas des constructions
disponibles dans le pBAD/Myc-HisA, les oligonucléotides utilisés pour le séquencage sont les

primers de GATC correspondant au pBAD promoteur.

B-Techniques de biochimie
B.1 Purification des protéines Vp16PDF et chimeres

Les différentes protéines d’intérét ont été exprimées sous forme recombinante dans E.

coli, en utilisant les souches répertoriées dans le tableau MM-7.

Tableau MM-7 :
Souche Génotype Source
PALA421Tr galK rpsL fms41 recA56 srl-300 ::Tn10 %322%' etal,
F ompT hsdSg(rs” mg’) gal dcm (DE3)
Rosetta2(DE3)pLysS OLysSRARE2 (CamF) Novagen
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1) Test d’expression et de solubilité

Apreés transformation de bactéries Rosetta2(DE3)pLysS avec un plasmide pET contenant la
protéine d’intérét (vecteur pET-22b pour les mutants d’ECPDF ou pET-16b pour les chiméres
de Vpl6PDF, voir plus haut), un clone est mis en préculture dans 5 mL de milieu LB
supplémenté avec 50 pg/mL d’ampicilline et 34 ug/mL de chloramphénicol. La préculture est
incubée la nuit a 37°C sous agitation. Le lendemain, on ensemence 100 mL de milieu 2YT avec
2 mL de préculture, supplémenté en ampicilline 50 pg/mL et chloramphénicol 34 pug/mL. La
culture est incubée a 37°C sous agitation a 180 rpm, jusqu’a 1’obtention d’une densité optique
4 600nm (DO%) de 0,6-0,8. L’expression de la protéine d’intérét est alors induite par 1’ajout
d’IPTG a une concentration finale de 0,5 mM, et la culture est poursuivie 4-5h a 37°C sous
agitation. Par la suite, les différents prélevements sont dilués afin que chaque échantillon ait la
méme absorbance a 600nm (c’est-a-dire la méme quantité de bactéries dans chaque échantillon)
et centrifugés pendant 15 min a 4400 rpm (4°C). Les culots bactériens sont alors resuspendus
dans 1,5 mL de tampon de lyse(tampon 50 mM MES-KOH a pH7,5,5,5 ou 4 suivant la protéine
d’intérét, et contenant différentes concentrations en NiCl, - 5 mM, 20 mM ou 80 mM), puis
transférés dans un tube Eppendorf de 2 mL afin d’étre lysés par sonication (3 séries de 20
pulsations par échantillon, a 50% de la puissance maximale, avec 1 min de repos dans la glace
entre chaque série de pulsations). L’extrait brut soniqué est alors séparé en deux aliquotes de
750 pL. L’un des aliquotes est analysé sur gel SDS-PAGE 14% (apres ’avoir centrifugé 20
min a 8000 rpm pour éliminer les débris cellulaires) afin d’observer 1’expression globale de la
protéine. L’autre aliquote va étre traité de facon a séparer les protéines solubles et insolubles.
Pour cela, une centrifugation a 14000 rpm durant 20 min est réalisée (4°C). Le surnageant
correspond a la fraction soluble et le culot a la fraction insoluble. Ce culot est resuspendu dans
20 pL de tampon de lyse, et les deux fractions, soluble et insoluble, sont analysées sur gel SDS-
PAGE 14%.

2) Purification de Vp16PDF (forme peu active)

Des bactéries PAL421Tr thermocompétentes sont transformées par choc thermique avec le
plasmide pBAD/Myc-His A contenant le gene codant Vp16PDF wt. Les bactéries transformées
sont étalées sur boite LB agar contenant 100 pg/mL d’ampicilline et incubées environ 24h a
37°C. Des précultures de 20 mL, contenant 50 pg/mL d’ampicilline, sont inoculées a partir d’un
clone et incubées durant la nuit a 37°C. Par la suite, 2 L de milieu LB contenant 50 pg/mL
d’ampicilline et 0,2% d’arabinose (pour I’induction de la protéine) sont inoculés avec la

préculture. La culture est réalisée en utilisant 10 erlens de 2 L contenant chacun 200 mL de
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culture et est incubée a 37°C sous agitation a 180 rpm durant 7h, jusqu’a obtention d’une
DO%% =2,0. On centrifuge ensuite la solution bactérienne 20 min a 8000 rpm et 4°C (rotor JA-
10, centrifugeuse Beckman Coulter). On resuspend ensuite le culot dans 40 mL de tampon de
lyse 50 mM MES-KOH pH 5,5 ; 5 mM NiCl,. Si besoin, le culot resuspendu peut étre conserve
a-80°C.

La solution bactérienne est lysée par un casseur de cellules (Microfluidizer), en réalisant 2
passages successifs a 15000 Psi, puis centrifugée 30 min a 15000 rpm (4°C) afin d’éliminer les
débris cellulaires. Le surnageant est filtré avec une seringue équipée d’un filtre 0,45 pum afin de
s’assurer qu’aucun deébris susceptible de boucher les conduits de I’AKTA durant la purification

ne soit encore présent.

La purification se fait par chromatographie échangeuse de cations, en utilisant 23 mL de
résine SP-Sepharose Fast Flow packée dans une colonne (GE Healthcare life science). La
colonne est équilibrée avec le méme tampon que celui utilisé pour la lyse, que ’on nomme
tampon A (50 mM MES-KOH pH5,5 ; 5 mM NiCl,). Une fois I’échantillon injecté, 1’élution a
4°C se fait avec un tampon 50 mM MES-KOH pH5,5 ; 5 mM NiCl; ; 1M KCI (que I’on nomme
tampon B). Pour cela, une premiére étape d’élution est réalisée en passant 6 volumes de colonne
avec 15% de tampon B. Une autre étape consiste ensuite a réaliser un gradient de 15% a 60%
de tampon B durant 8 volumes de colonnes, a 2 mL/min. Des fractions de 4 mL sont récoltées
et analysees sur gel SDS-PAGE 14% puis on récupere celles qui contiennent Vp16PDF (environ
35 mL). Il faut ensuite concentrer les protéines avec les unités d’ultrafiltration AmiconUltra 3
kDa-15mL (Merck Millipore) en les centrifugeant a 4000g, jusqu'a obtention d’environ 11 mL.
Une centrifugation 10 min a 15000 rpm a 4°C permet d’éliminer les protéines précipitées. Cet
échantillon est alors injecté sur une colonne Superdex 75 Prepgrade de 120 mL (GE Healthcare)
L’¢lution de I’échantillon est réalisée avec 1,5 volumes de colonne de tampon A a 1,5 mL/min.
Les fractions sont analysées sur gel SDS-PAGE 15% et I’ensemble des fractions d’intérét sont
rassemblées (environ 15 a 20 mL total). Un second passage de I’échantillon est réalisé sur la
colonne Superdex 75 Prepgrade (dans les mémes conditions que précédemment) afin
d’augmenter le degré de pureté de la protéine. Aprés analyse des fractions sur gel SDS-PAGE
14%, les fractions d’intérét sont rassemblées et concentrées avec les tubes Amicon Ultra 3kDa-
15 mL, a 4000g a 4°C, jusqu’a obtention d’environ 500 pL. L’échantillon est alors centrifugé
10 min a 15000 rpm a 4°C afin d’¢liminer les protéines précipitées. Un dosage de Bradford
permet alors de mesurer la concentration de la protéine. On réalise ensuite des aliquotes et la

protéine est conservée a -80°C. La protéine purifiée est finalement dialysée la nuit a 4°C contre :
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- 1 L de tampon 50 mM MES-KOH pH5,5, 5 mM NiCly, 50% glycérol. La protéine est alors

stockée a -20°C et sera utilisée pour des tests d’activité.

- 1 L de tampon 50 mM MES-KOH pH5,5, 5 mM NiCl,. La protéine est alors stockée a -80°C

et sera utilisée pour des tests d’interaction.

Remarque : Il est impératif d’utiliser de la verrerie en plastique et non en pyrex pendant
toutes les étapes de purification afin d’éviter tout relargage de métaux qui pourraient se fixer

au site actif de I’enzyme a la place du nickel 1%

3) Purification de Vp16PDF (forme pleinement active)

Des bactéries Rosetta2(DE3)pLysS thermocompétentes sont transformées par choc
thermique avec le plasmide pET16b/Vp16PDF. Les bacteries transformées sont étalées sur bofte
LB agar contenant 100 pg/mL d’ampicilline et 34 pg/mL de chloramphénicol et incubées
environ 24h a 37°C. Des précultures de 20 mL de milieu LB, contenant 50 ug/mL d’ampicilline
et 34 pg/mL de chloramphénicol, sont inoculées a partir d’un clone et incubées durant la nuit a
37°C. Par la suite, 2 L de milieu 2YT contenant 50 pg/mL d’ampicilline et 34 pg/mL de
chloramphénicol sont inoculés avec la préculture de fagon a avoir DO® = 0,2. La culture est
réalisée en utilisant 10 erlens de 2 L contenant chacun 200 mL de culture et est incubée a 37°C
sous agitation a 150 rpm. L’expression de la protéine est induite lorsque les bactéries atteignent
une DO®°=0,5-0,6, avec I’ajout de 0,5 mM IPTG. On laisse pousser les bactéries 3h & 37°C et
150 rpm, puis on centrifuge la solution bactérienne 20 min a 8000 rpm et 4°C (rotor JA-10,
centrifugeuse Beckman Coulter). On resuspend ensuite le culot dans 40 mL de tampon de lyse
50 mM MES-KOH pH 4,0 ; 80 mM NiCly. Si besoin, le culot resuspendu peut étre conservé a
-80°C.

La solution bactérienne est lysée par un casseur de cellules (Microfluidizer), en réalisant 2
passages successifs a 15000 Psi, puis centrifugée 30 min a 15000 rpm (4°C) afin d’éliminer les
débris cellulaires. Le surnageant est filtré avec une seringue équipée d’un filtre 0,45 um afin de
s’assurer qu’aucun débris susceptible de boucher les conduits de I’AKTA durant la purification

ne soit encore présent.

Le protocole permettant de purifier Vp16PDF sous forme active consiste a utiliser des
tampons de lyse et de purification a pH4 et avec 80 mM de NiCl,. Ainsi, le tampon de lyse est
le suivant : MES-KOH 50 mM pH4, 80 mM de NiCl. L’étape de purification sur colonne SP

Sepharose Fast Flow (GE Healthcare life science) est réalisée selon le méme protocole que celui
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utilisé pour la forme inactive, mais en présence de tampons de composition différente. La
colonne est équilibrée avec le tampon de lyse et 1’¢lution se fait avec le tampon 50 mM MES-
KOH pH4, 80 mM NiClz, 1 M KCI. Les fractions d’¢élution sont analysées sur gel SDS-PAGE
14% et celles contenant la protéine sont rassemblées. L’échantillon peut alors étre concentré
jusqu’a environ 5 mL avec les tubes Amicon Ultra 3 kDa-15 mL, a 40009 a 4°C. L’échantillon

est alors centrifugé 10min a 15000 rpm a 4°C, afin d’éliminer les protéines précipitées.
La protéine purifiée est finalement dialysée la nuit a 4°C contre :

- 1 L de tampon 50 mM MES-KOH pH4,0, 80 mM NiCly, 50% glycérol. La protéine est alors
stockée a -20°C et sera utilisée pour des tests d’activité.

4) Dosage des protéines par la méthode de Bradford

On réalise tout d’abord une gamme étalon avec de la protéine BSA (solution stock 1
mg /mL). Dans des cuves de spectrophotometre, on ajoute 200 pL de réactif de Bradford
(BioRad), des quantités de BSA allant 1 ug a 10 pug, et on compléte avec de I’eau jusqu’a un
volume final de 1 mL (ajouter du NiCl> dans la gamme si la protéine a doser en contient). On
mélange bien 1’échantillon et on laisse incuber 15 min a température ambiante. On réalise en
parallele de la gamme étalon de BSA, une gamme de la protéine a doser. Pour cela, dans un
volume de 1 mL, on ajoute différents volumes de protéines, 200 uL de réactif de Bradford et
on compléte avec de I’eau. Aprés avoir mélange, on laisse incuber les échantillons 15 min a
température ambiante. On réalise alors une mesure de I’absorbance a 595 nm de chacun des
¢chantillons de la gamme étalon ce qui permet de tracer la droite qui relie 1’absorbance en
fonction de la concentration de protéine contenue dans 1’échantillon. On réalise les mémes
mesures d’absorbance avec les échantillons dont la concentration de protéine est inconnue, et
on reporte les valeurs sur la courbe de la gamme étalon. On peut alors déterminer la

concentration en protéine de 1’échantillon.

5) Electrophorese en conditions dénaturantes

L’électrophorése en conditions dénaturantes (SDS-PAGE) est réalisée a partir du protocole
de Laemmli 2®, Le gel d’électrophorése se compose d’un gel de concentration (3,6%
d’acrylamide) et d’un gel de séparation (entre 10% et 15% d’acrylamide selon la taille des
protéines que 1’on souhaite observer), et contenant 0,1% de SDS. Les gels de concentration et
de séparation sont préparés avec le systeme Mini-PROTEAN de Biorad. Une quantité
déterminée de protéines est mélangée avec du tampon de charge (2X : 100mM Tris-HCI, 4%
SDS, 20% glycérol, 8% B-mercaptoéthanol, 0,1% bleu de bromophénol; pH 6,8) et chauffée
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durant 5 min a 95°C. Les échantillons a analyser sont déposés dans les puits du mini-gel, ainsi
qu’un marqueur de poids moléculaire (PageRuler Prestained Protein Ladder 26616 de Thermo
Scientific). La migration s’effectue dans un tampon Tris-Glycine-SDS pH8,3 (25 mM Tris-
HCI, 0,1% SDS, 192 mM Glycine) et se déroule sous une tension de 100V jusqu’a ce que les
protéines passent le gel de concentration, puis 200V pour le gel de séparation jusqu’a la sortie

du front de migration du gel.

Pour réaliser les gels SDS-PAGE, il faut utiliser un bécher pour préparer la solution pour le
gel de séparation (14% acrylamide, 0,378 M Tris-HCI pH 8,8, 0,1% SDS, 0,14% APS, 0,1%
TEMED) (volume final de 5 mL). On commence par ajouter le tampon Tris, puis I’acrylamide,
le SDS, ’APS et I’eau. Ajouter a la fin le TEMED qui va accélérer la réaction de
polymérisation. On mélange a la pipette et on dépose doucement la solution entre les deux vitres
du Mini-PROTEAN System de Biorad. On ajoute doucement 200 uL d’isopropanol aprés avoir
déposé¢ le gel de séparation afin d’aplanir le niveau et d’éliminer les éventuelles bulles. Il faut
ensuite attendre une heure que le gel polymérise. Ensuite on penche le systéme de facon a
évacuer I’isopropanol et on essuie les résidus avec du papier propre. On prépare alors dans un
bécher la solution pour le gel de concentration (3,6% acrylamide, 0,12 M Tris-HCI pH 6,8,
0,1%, SDS, 0,2%, APS, 0,1% TEMED) (volume final 5 mL). Tout comme le gel de séparation,
on ajoute le TEMED uniquement a la fin. On dépose alors la solution entre les vitres, au-dessus
du gel de séparation préalablement polymérisé, jusqu’a la limite supérieure des vitres. On
dépose alors le peigne contenant les puits, entre les deux vitres. Il faut étre précautionneux afin

de ne pas insérer de bulles dans le gel.

6) Western-blot suivi d’'une immunodétection

Préparation des anticorps :
Les anticorps anti-Vp16PDF ou anti-ECPDF ont été produits a partir de lapins a I’animalerie
de PINAF au CNRS de Gif-sur-Yvette.

Pour chaque séric d’anticorps, 500 pL de protéine a 1 mg/mL additionnés de 500 pL
d’adjuvant de Freund ont été injectés a deux lapins en parallele, a JO, J14, J28 et J43 (adjuvant
complet pour la premiére injection, incomplet pour les injections suivantes). Des prélevements
sanguins ont été réalisés dans I’artére médiane a JO et J37 pour les anticorps anti-Vp16PDF, et
JO, J36 et J64 pour les anticorps anti-ECPDF Un dernier prélevement intracardiaque a été

effectué a J58 pour les anticorps anti-Vp16PDF, et J81 pour les anticorps anti-EcCPDF.
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Pour chaque prélevement, il faut récupérer le sérum contenant les anticorps. Pour cela, il
faut casser 2-3 pipettes Pasteur en verre a I’intérieur de chacun des tubes de prélévement et les
incuber 1h a 37°C dans une étuve. On centrifuge alors I’échantillon durant 20 min a 2000 rpm
a température ambiante et on récupere la partie supérieure du sérum ainsi obtenue. Des aliquotes
de 500 pL sont stockés a -80°C.

Précipitation des anticorps au sulfate d’ammonium :

On décongeéle lentement (dans de la glace) les anticorps stockés a -80°C (durant environ
3h). Pour 1 mL d’échantillon, on centrifuge 30 min a 14000 g. On récupére le surnageant et on
le précipite avec 40% d’ammonium sulfate (243 mg) pendant 1h a 4°C. On centrifuge de
nouveau 1ha 14000 g et on resuspend ensuite le culot avec 1 mL de tampon phosphate (Na2/Na)
20 mM pH 7,2. On effectue une dialyse toute la nuit contre 500 mL de ce méme tampon. On
détermine alors la concentration en anticorps (une DO? de 1,35 correspond & une

concentration en 1gG de 1 mg/mL).

Produits utilisés pour le Western-blot :
Tampon de transfert : 192 mM Glycine, 25 mM Tris-base, 0,05% SDS, 20% Methanol.
PBS 5X: 750 M NaCl, 80 mM Na;HPO4, 20 mM NaH2POs..
Tween20 (Sigma P-7949)
Lait en poudre (GE Healthcare)
Membrane PVDF (GE Healthcare)
Anticorps primaires dilués dans un tampon PBS-Tween20 0,3%-lait 0,25% :
Anticorps anti-ECTF: dilution 1: 15000
Anticorps anti-EcMetAP (lapin 361): dilution 1:5000-10000
Anticorps anti-EcCPDF (lapin 363): dilution 1:10000
Anticorps anti-Vp16PDF (lapin 342): dilution 1: 5000-10000

Anticorps secondaires dilués dans un tampon PBS-Tween20 0,3%-lait 0,25% :

Goat anti-rabbit 1gG-Cy5 : dilution 1 :1000 (Amersham)

Protocole
Le principe du Western-blot est d’identifier une protéine d’intérét a I’aide d’anticorps
primaires dirigés spécifiquement contre cette protéine. Un anticorps secondaire auquel est
greffée une sonde fluorescente, dirigé contre I’anticorps primaire, permet alors de détecter la

protéine par fluorescence.
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Les échantillons sont déposés sur gel SDS-PAGE a 15% d’acrylamide (voir électrophorése
en conditions dénaturantes). La migration se fait @ 100V, dans un tampon Tris-Glycine-SDS.
Le gel est alors récupéré et rincé dans du tampon de transfert apres élimination du stacking (gel
de concentration). Le sandwich permettant le transfert des protéines depuis le gel vers la
membrane est réalisé, en appliquant le gel contre un morceau de membrane PVDF
préalablement activée dans du méthanol, le tout entre plusieurs feuilles de papier Whatman.
L’ensemble est placé dans une cassette, laquelle est placée dans la cuve remplie de tampon de
transfert. Un courant constant de 30V est appliqué durant la nuit en chambre froide. Le transfert
effectif des protéines sur la membrane est aisément vérifiable grace a I’utilisation de marqueurs

de poids moléculaires colorés (ThermoFisher Prestained protein ladder 26616).

La membrane est ensuite récupérée et lavée rapidement a 1’eau puis avec du tampon PBS
1X. La saturation de la membrane permettant d’éviter la fixation aspécifique des anticorps est
effectuée pendant Sh a 4°C dans un tampon PBS, Tween20 0,3% et 5% d’agent bloquant
(Amersham ECL blocking agent). La membrane est ensuite lavée avec du tampon PBS 1X,
Tween20 0,3% durant 30 min a 4°C, puis incubée la nuit a 4°C en présence d’anticorps primaire
dilué dans du tampon PBS 1X, Tween20 0,3%, agent bloquant 0,25%. La membrane est lavee
5 fois 10 min avec du tampon PBS 1X, Tween20 0,3%, agent bloquant 0,25% avant d’incuber
a I’obscurité durant 3h en présence des anticorps secondaires (Ig-Cy5-Anti rabbit Amersham,
dilué 1000 fois). La membrane est alors lavée 3 fois avec du tampon PBS 1X, Tween20 0,3%,
lait 0,25%, puis 2 fois 10 min dans du tampon PBS1X, Tween20 0,3%, et enfin une derniére
fois dans du PBS 1X. Apres séchage, la fluorescence de la membrane peut étre révélée. Nous
utilisons au laboratoire I’appareil PharosFX Molecular Imager de BIO-RAD pour la révélation.
Nous utilisons le logiciel Quantity One en mode « basic » pour quantifier le signal de
fluorescence. Avec I’option « rect tool » nous tracons un cadre autour des bandes a quantifier
ainsi qu’un cadre ne contenant aucune bande, afin d’obtenir le signal de bruit de fond. Le signal
de fluorescence a I’intérieur de chaque cadre est alors quantifié. Les valeurs ainsi obtenues sont

rentrées dans le logiciel Excel afin de réaliser un traitement des données.

B.2 Mesure de I'activité peptide deformylase

L activité des enzymes PDF est mesurée par un test cinétique spectrophotométrique 23, La
réaction catalysée par I’enzyme PDF est couplée a la réaction catalysée par I’enzyme formate

déshydrogénase (FDH) selon les deux réactions suivantes :
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Peptide déformylase
N-formvl-Met-X + HaO = formate + Met-X

puis Formate dehydropsnase

Formate + NAD® = H0 = H;CO: + NADH

ou N-formyl-Met-X (ou fMX) est un peptide synthétique de longueur variable et possédant une
méthionine initiatrice formylée, NAD" est le produit de la réaction de déformylation (la
nicotinamide adénine dinucléotide sous forme oxydée) et le NADH sous forme réduite (produit
de la réaction de la formate déhydrogenase). Le peptide couramment utilisé au laboratoire est
le N-formyl-Met-Ala-Ser ou fMAS.

La quantité de peptide déformylé est proportionnelle a la quantité de NADH formé, avec
une stoechiométrie 1:1. La mesure de I’absorbance du NADH a 340 nm au cours du temps
permet donc de mesurer directement le taux de déformylation de la méthionine et donc I’activité
de ’enzyme. Asgo=¢NAPH340MMy IPDF] x | o & est le coefficient d’extinction molaire du NADH
(eNAPH-340nm = 6590 mol.L.cm™ ou M™.cm™) et I la longueur du trajet optique de la cuve (1
cm). Ainsi, cette équation permet le calcul théorique de la variation d’absorbance observable
pour une concentration en substrat donnée. Une gamme de concentration en fMAS allant de 0
mM a 10 mM est ainsi réalisée afin de mesurer la vitesse initiale de réaction (vi) de Vp16PDF
en fonction de la concentration en substrat (vi = Asao.min™). La courbe vi = f([fMAS]) est alors
tracée grace au module Kinetics de SigmaPlot selon 1’équation de Michaélis-Menten et/ou
Lineweaver-Burke. Cela permet de déterminer les constantes Vmax (Asso/min) et Km (mMM). Le

Keat est ensuite calculé selon I’équation Keat = Vimax / ([PDF] x 60 x gNAPH-340nm),

1) Matériel et solutions

Les mesures sont réalisées dans des cuves en quartz de 200 pL préalablement nettoyées
avec de [Pacide sulfochromique. La longueur du trajet optique est de 1 cm. Le
spectrophotometre Ultraspec2100Pro (GE Healthcare) utilisé possede un portoir de 6 cuves a
effet Peltier ainsi qu’une unité de contréle de la température. Le spectrophotométre est controlé
par le logiciel SWIFT I1.

Les solutions stocks utilisées pour le mélange réactionnel sont : 1M Hepes-KOH pH 7,5 ;

10 mg/mL BSA (pour limiter la fixation aspécifique de I’enzyme sur les parois de la cuve);
NAD* 32 mM (Roche) ; 180 U/mL FDH (Sigma, ref F8649-250UN) ; 200 mM fMAS (Bachem,
ref H-6210 250 mg) ; 10 mM NiCl,. Toutes les solutions sont préparées dans de I’eau.
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L’enzyme Vpl6PDF est conservée a -20°C, dans un tampon 50 mM MES-KOH pH4 ; 80
mM NiClz; 50% glycérol. Une dilution intermédiaire de la PDF & 2-5 uM dans un tampon 50
mM MES-KOH pH4, 80 mM NiCl; est préparée extemporanément et conservée dans la glace
pour la journée. L’enzyme conservée dans le tampon 50 mM MES pHS,5 et 5 mM NiCl a
également été testée, apres avoir réalisé une dilution intermédiaire a 2-5 M.

2) Protocole

Chaque mélange réactionnel de 200 pL est préparé dans un tube Eppendorf contenant:
HEPES-KOH 50 mM pH 7,5, NiCl, 1 mM, NAD* 12 mM, FDH 4,5 U/mL, Vp16PDF 100 nM
(pour les tests réalisés avec les extraits brut, 10 puL de fraction soluble a 0,5 pg/ul sont ajoutés)
. Le mélange réactionnel est ensuite transvasé dans une cuve, laquelle est insérée dans le
spectrophotometre préalablement chauffé a 37°C ; 6 conditions expérimentales peuvent étre
testées en méme temps grace au portoir de cuves contenant 6 emplacements. La réaction est
déclenchée par I’ajout du substrat fMAS aprés 2 min d’incubation dans le spectrophotometre
(le tripeptide est remplacé par de I’eau pour le blanc) et I’absorbance a 340 nm est mesurée
pendant 10 min & 37°C. Une gamme de concentration en fMAS allant de 0 mM a 10 mM est
réalisée afin de mesurer la vitesse initiale de réaction (vi) de Vp16PDF en fonction de la
concentration en substrat. La courbe vi = f([fMAS]) est alors tracée selon I’équation de
Michaélis-Menten et/ou Lineweaver-Burke. On détermine ainsi les constantes Vmax (mmol/min)
et Km (MM). Le keat est ensuite calculé selon I’équation Keat = Vimax / ([PDF] x 60 x gNADH-340nm)

avec gNAPH-3400m — 6590 molt.Lt.cm™.

3) Test d'inhibition de Vp16PDF en présence d’actinonine

L’inhibition de Vpl16PDF par I’actinonine a été mesurée par le test d’activité décrit ci-
dessus, selon un protocole légerement modifié : les concentrations en PDF et substrat sont
constantes, 1’actinonine (resuspendue dans de I’éthanol 100%) est ajoutée a des concentrations
variables et la réaction enzymatique est déclenchée par I’ajout du substrat. Pour déterminer les
valeurs d’ICsp et de Ki=pp : Le mélange réactionnel contenant Vpl16PDF et I’actinonine est
incubé 10 min a 37°C puis transféré dans une cuve, laquelle est alors insérée dans le
spectrophotométre maintenu a 37°C. Apres 2 min d’incubation, le substrat est ajouté et la
cinétique mesurée par la détection de 1’absorbance a 340 nm. La gamme de concentration

d’actinonine testée s’étend de 0 a 800 nM.

Pour déterminer la valeur du K;,on utilise le méme protocole que le test d’activité décrit

précédemment, mais 1’actinonine est ajoutée au mélange réactionnel. Aucune préincubation du
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complexe enzyme/inhibiteur n’a lieu. Le mélange contient d’abord le substrat et I’inhibiteur,
I’enzyme est ajoutée ensuite pour déclencher la réaction. La gamme de concentration

d’actinonine testée s’étend de 0 a 800 nM.

B.3 Etudes sur les conséquences in vivo de I'expression de Vp16PDF

1) Souches

Les souches d’E. coli utilisées dans cette partie sont répertoriées dans le Tableau MM-8.

Tableau MM-8 : Souches utilisées pour les tests de complémentation fonctionnelle, test de croissance et
extraction d’agrégats.

Souche Génotype Source

Complémentation fonctionnelle

PAL421TY galK rpsL fmsA41 recA56 srl-300 ::Tn10 %‘;‘zgfg etal,
Extraction des agrégats et tests de croissance

W3110 F lambda” IN(rrnD-rrnE)1 rph-1 P. Genevaux

MG1655 "wild type" K-12 strain : F A" ilvG- rfb-50 rph-1 P. Genevaux

MG1655Asech F A ilvG- rfb-50 rph-1 ASecB P. Genevaux

MG1655Atig F A" ilvG- rfb-50 rph-1 Atig P. Genevaux

MG1655 Atig/AsecB F A" ilvG- rfb-50 rph-1 ASecB/ Atig P. Genevaux

Al1119 W3110 Delta protéases Lon, ClpP, ClpQY P. Genevaux

AT22 W3110 wild type P. Genevaux

IM101Tr F traD36 proA*B™ lacl? A(lacZ)M15/ A(lac-proAB) Hirel et al, 1988

gInV thi recA56 srl-300 ::Tn10 267

2) Complémentation fonctionnelle

Le principe de la complémentation fonctionnelle de Vp16PDF est d’utiliser une souche de
bactérie E. coli dont le géne def codant ECPDF a été délété, et de le remplacer par le gene codant
la déformylase de Vpl6T via un plasmide pBAD inductible a I’arabinose, afin d’observer si
I’enzyme exprimée permet aux bactéries de survivre, et donc de restaurer la croissance. La
souche de bactérie utilisée pour les expériences de complémentation est la souche PAL421Tr,
dont le géne chromosomique de déformylase est délété, et qui contient un plasmide pMAK-
705-EcPDF contenant le gene de déformylase endogene. Ce plasmide est thermosensible, ce
qui permet de contrbler sa capacité a se répliquer, en fonction de la température. Cette souche
est alors transforméeavec un plasmide pBAD/Myc-HisA contenant le gene codant la protéine

d’intérét.
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Une culture liquide de 100 mL de bactéries PAL421Tr transformée avec I’une ou I’autre
des différentes constructions contenues dans un plasmide pBAD/Myc-HisA est réalisée en
milieu LB contenant de ’ampicilline a 25 ug/mL, et incubée a 30°C jusqu’a ce que la densité
optique des cultures soit DO® = 1. On préléve alors 10 mL de chaque échantillon dans un tube
Falcon (dans le cas ou de légéres variations de densité optique seraient observées entre des
souches transformées avec des constructions differentes, on dilue avec du milieu LB liquide les
cultures de facon a ce qu’elles possédent toutes exactement la méme DO®® dans les 10mL).
Les échantillons sont alors centrifugés a 4400 rpm durant 15 min a 4°C, de fagon a obtenir un
culot. Ce culot est alors resuspendu dans 1 mL de milieu LB liquide. Pour chacune des souches,
on réalise alors une série de dilutions successives au dixiéme sur une plaque 96 puits (Figure
MM-1). On dépose, par la suite, sur un milieu nutritif LB gélosé une goutte de 10 pL de
chacune des dilutions, pour chacune des souches utilisees, afin de déposer de moins en moins
de bacteries au fil des dilutions (Figure MM1). Le depot des gouttes se fait sur boite LB agar
supplémenté avec 0,5% de glucose (pour inhiber 1’expression du pBAD) et en paralléle sur
boites supplémentées avec des concentrations d’arabinose allant de 0,2% a 2%, et cultivées a
30°C ou 42°C (voir Figure MM-1).
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A-Préparation des cellules bactériennes
X Prélévement de 10ml Centrifugation. Resuspension du culot dans 1ml de milieu
I de culture 3 DO*®=1, LB et transfert dans un tube eppendorf.

B-Préparation des dilutions sur plague 96 puits.
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Pour chaque échantillon, 200ul sont déposé 20ul de I'échantillon précédent + 180ul de LB dans
dans le premier puit de la plaque. Chaque chacun des puits au sein d’une ligne, en partant de
ligne sera consacré a un échantillon différent. gauche a droite (dilution au dixieme).

C-Dépdt des gouttes de dilution sur boites LB agar.

ECE

e000.

Prélévement de 10ul par puit pour chaque ligne Dépbt du prélévement sur boite LB agar Incubation de la boite a 30°C ou 42°C
(supplémenté en glucose ou en arabinose).

Figure MM-1: Expérience de complémentation fonctionnelle. A) Culture de bactéries PAL421Tr
transformées avec un plasmide pBAD contenant le géne de la PDF d’intérét. B) Préparation des dilutions de

culture. C) Dép6t des gouttes sur boite et incubation.
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2) Effet de I'expression de Vp16PDF sur la croissance des bactéries

Cette expérience a pour objectif d’observer si I’expression de la protéine Vp16PDF modifie
la cinétique de croissance des bactéries, en fonction de la souche bactérienne testée et de la
température d’incubation utilisée. Pour cela, différentes souches de bactéries d’expression (voir
tableau MM-8) ont été transformées (soit avec un plasmide pBAD vide, soit avec le plasmide
pBAD/ECPDF, soit avec le plasmide pBAD/Vp16PDF) et étalées sur boites LB agar avec 100
pg/mL d’ampicilline, et incubées durant la nuit a 37°C. Des précultures de SmL de LB sont
inoculées avec un clone et mises en incubation a 37°C durant la nuit sous agitation, dans un
milieu LB avec ampicilline (pour chaque construction transformée, un clone est testé). Le
lendemain, des fioles contenant 100 mL de milieu 2YT sont inoculées avec 200 pL de
préculture, et cela pour chaque construction. On ajoute le ou les antibiotiques appropriés, ainsi
qu’une concentration finale de 2% d’arabinose (permet I’induction de la protéine exprimée par
le pPBAD) pour chaque culture. Les cultures bactériennes sont alors mises a incuber a différentes
températures (28°C, 30°C ,37°C ou 42°C). Une mesure de I’absorbance a 600 nm est réalisée

toutes les heures afin de pouvoir tracer une cinétique de croissance bactérienne.

3) Extraction d’agrégats des cellules bactériennes

Les agrégats de protéines ont été isolés en utilisant la méthode de Tomoyasu 28,

NB : I’ensemble des étapes de ce protocole doit étre effectue dans un mélange d'eau froide et

de glace.

Tampons nécessaires pour I'extraction des agrégats :
Tampon A : 10 mM KH2PO4 pH6,5 (a partir d’un stock a 0,5 M), 1 mM EDTA, 20% sucrose,

2 mg/mL de lysozyme. La solution est préparée le jour méme.
Tampon B : 10 mM KH2PO4 pH6,5; 1 mM EDTA.

Protocole d’extraction des agrégats a partir de différentes souches de bactéries
Les souches utilisées sont présentées dans le tableau MM-8 (la souche JIm101Tr n’a pas été
utilsée pour I’extraction des agrégats mais seulement pour les tests de croissance) ; elles sont

toutes transformées avec le plasmide pBAD ou pBAD/Vp16PDF ou pBAD/EcPDF.

Les bactéries sont mises en préculture dans 4 mL de milieu LB avec 0,5% de glucose, durant
la nuit a 30°C, sous agitation constante (180 rpm). Cette préculture est utilisée pour ensemencer
50 mL de milieu LB avec une DO® initiale de 0,04, le milieu contenant de I’ampicilline (50

png/mL) et 2% arabinose. La culture se fait a 30°C, sous agitation constante (180 rpm). Lorsque
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la DO atteint 1 unité d’absorbance ou aprés 6h, la culture est mise 15-20 min dans un mélange
eau/glace. On préléve ensuite la quantité nécessaire de bactéries pour avoir une DO® égale a
1 en suivant la formule suivante : 1/ DO® x 16 = volume & prélever (mL).

L’échantillon est centrifugé 15 min a 6000 g (4°C), dans des tubes Falcon de 50 mL. On
évacue le surnageant et on resuspend le culot dans 120 uL de tampon A, puis on laisse reposer
30 min dans I’eau/glace. Par la suite, 1080 uL de tampon B sont ajoutés, la solution est
melangée par retournement, puis transférée dans un tube Eppendorf de 2 mL. La solution de
bactéries est alors déposée dans un bécher contenant un meélange glace/eau et lysée par
sonication en réalisant deux cycles de 10 pulsations par échantillon, avec une minute de repos
entre chaque série de pulsation (en utilisant 50% de puissance avec 1’appareil Sonifier cell
disruptor 200 de Branson). L’échantillon est soumis a deux sonications, avec une minute de
repos dans la glace entre les deux sessions de pulsations. La solution de lyse est ensuite
centrifugée 15 min a 2000 g (4°C). Le surnageant est transféré dans un autre tube Eppendorf
(un aliquote de 100 pL est prélevé afin de realiser un dosage des protéines (voir dosage par la
méthode de Bradford) et une analyse sur gel SDS-PAGE, afin de verifier que les différents
échantillons testés contiennent la méme quantité de protéines. Le surnageant est alors centrifuge
25 min a 14000g (4°C), le surnagent éliminé, puis le culot est centrifugé encore 2 min pour

éliminer le reste de surnagent. Enfin le culot est congelée a -80°C pour la nuit.

Le lendemain, le culot est resuspendu dans 1 mL de tampon B, puis soniqué suivant les
mémes conditions que pour la lyse. L’échantillon est alors centrifugé 25 min a 14000 g (4°C),
puis le culot est resuspendu dans 960 pL de tampon B. La suspension est de houveau soniquée
suivant les conditions décrites précédemment, mais en utilisant cette fois deux sessions de 8

pulsations. On ajoute 240 uL de solution NonidetP-40 10% puis on vortexe.

Les tubes sont mis a centrifuger 35 min a 14000 g, puis le culot est resuspendu dans 960 pL
de tampon B et soniqué deux fois avec 8 pulsations. On ajoute a nouveau 240 pL de solution
NonidetP-40 a 10%, puis on vortexe. On centrifuge une derniére fois I’échantillon durant 35
min a 14000 g (4°C). Le culot est alors resuspendu dans 40 pL de tampon de charge 1X et
utilisé pour difféerent expériences. En général, 20 pL sont analysés sur gel SDS-PAGE 15%,
avec coloration au bleu de Coomassie ou Sypro Ruby pour visualisation des protéines globales
des agrégats. Les échantillons peuvent également étre analysés par Western-blot afin de
visualiser spécifiqguement la présence de certaines protéines. Dans ce cas, il faut également

charger 20 pL par puits d’échantillon sur un gel SDS-PAGE 15%. On réalise ensuite le

169



Matériels et Méthodes

protocole du Western-blot (voir partie Western-blot), avec des anticorps dirigés contre les

protéines d’intérét.

4) Préparation des échantillons d’agrégats protéiques pour une
analyse en spectrométrie de masse : digestion trypsique

d’échantillons issus d’un gel SDS-PAGE.
L’objectif de cette expérience est d’identifier les especes protéiques présentes dans un

¢chantillon d’agrégats cellulaires. Sur les 40 pL d’échantillon obtenus aprés extraction des
agrégats, 20 pL sont analysés sur gel SDS-PAGE 15% pour visualisation des protéines globales
des agrégats, et le gel est coloré avec du SYPRO Ruby (Thermofisher). Pour chaque échantillon
déposé sur gel, le profil de migration est analysé et les bandes révélées sont minutieusement

découpées pour ensuite étre traitées pour une analyse en spectrométrie de masse.

La découpe des bandes se fait sur une plaque de révelation UV, préalablement recouverte
de film plastique pour éviter toute forme de contamination. Il est nécessaire d’utiliser des tubes
Eppendorf préalablement traités a ’acétonitrile (afin de dissoudre les éventuels contaminants)
pour récupérer les échantillons. Il est également important de se munir de gants propres et d’une
charlotte pour éviter les contaminations par la kératine. Pour chaque bande découpée, un scalpel

propre doit étre utilisé.

Solutions utilisées :

- Solution de bicarbonate d’ammonium a 50 mM (solution AB) : 198 g de bicarbonate
d’ammonium; 50 mL d’eau pour HPLC (ne pas utiliser d’eau MQ).

- Solution de DTT a 10 mM : diluer le DTT (stock a 1 M, masse moléculaire = 154,25
g/mol) dans 1mL de solution de bicarbonate d’ammonium a 50 mM.

- Solution d’iodoacétamide (55 mM): diluer I’iodoacétamide (stock a 100 mM) dans une
solution de bicarbonate d’ammonium a 50 mM.

- Solution de bicarbonate d’ammonium avec 5% d’acétonitrile : diluer 50 pL
d’acétonitrile pur dans 950 pL de bicarbonate d’ammonium a 50 mM.

- Solution de trypsine : Trypsine PROMEGA (20 ug) dilué dans 400 pL de solution de
réhydratation PROMEGA (Ref VV5280).

Protocole :
Pour un échantillon migré sur gel SDS-PAGE, chaque bande protéique est découpée.
Chacune des bandes est déposée dans un tube Eppendorf puis découpée en cubes de 1-2mm X

1-2mm x 1mm a I’aide d’une lame de scalpel. On ajoute alors 20 & 100 pL d’acétonitrile 100%
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durant 10 min pour déshydrater le gel, puis on retire le liquide. S’en suit une étape de réduction
des échantillons, durant laquelle on ajoute 20 & 100 pL (suivant le volume de la bande
découpée) de solution de bicarbonate d’ammonium (50 mM) contenant 10 mM de DTT durant
1h a 37°C, en agitant les tubes occasionnellement mais vigoureusement. Le liquide est ensuite
évacué. On poursuit sur une étape d’alkylation, oU I’on va ajouter une solution d’iodoacétamide
(55 mM) en utilisant le méme volume que celui ajouté lors de I’étape de réduction. Puis, les
échantillons sont incubés 30 & 60 min a I’abri de la lumicre, en prenant soin d’agiter
occasionnellement et énergiquement. On évacue ensuite le liquide. On recommence 1’étape de
déshydratation, en ajoutant 20-100 pL de solution d’acétonitrile durant 10 min, puis on évacue
le surnageant. On peut alors réhydrater les échantillons en les laissant reposer durant 20 min
dans 20-100 pL de solution AB, suivi d’une nouvelle déshydratation avec 20-100 pL
d’acétonitrile 100% durant 10 min. On évacue ensuite le liquide. Les morceaux de gel sont alors
laves dans 50-200 pL de solution de bicarbonate d’ammonium, et le liquide est retiré. Les
échantillons sont de nouveau déshydratés durant 10 min avec 50-200 pL d’acétonitrile, puis on
évacue les résidus d’acétonitrile en plagant les échantillons durant 30 min a 1h dans un
SpeedVac (cela permet d’évacuer les résidus d’acétonitrile, néfastes pour I’étape de digestion
a latrypsine). Les échantillons sont ensuite digérés avec 2 UL de solution de trypsine, en laissant

le temps aux morceaux de gel de se réhydrater, a 0°C.

Lorsque les échantillons ont absorbé la solution de trypsine, on ajoute 10-100 pL de
solution de bicarbonate d’ammonium contenant 5% d’acétonitrile pour réhydrater
complétement les morceaux de gel. Les tubes sont mis a incuber durant 15 min (on peut ajouter
plus de solution, le but étant que les morceaux de gel soient complétement réhydratés, en évitant
d’avoir un surplus de surnageant). L’étape de digestion se déroule ensuite durant 1 a 2h a 37°C
dans un thermomixeur a 600 rpm. A I’issue de la digestion, on ajoute 2-10 pL de solution 1%
FA (acide formique) ou 0,1% TFA (acide trifluoroacétique), dilué dans de 1’eau, si I’extraction
doit étre faite le lendemain. Sinon, on passe directement a 1’étape de premicre extraction, qui
consiste a récupérer le surnageant et le transférer dans un nouveau tube, auguel on ajoute 10-
50 pL d’une solution 1% FA. On incube 1’échantillon durant 20-30 min & température ambiante
en agitant occasionnellement. On réalise ensuite la seconde extraction, qui consiste a ajouter
10-50uL de solution 80% acétonitrile, 0,1% FA et on incube durant 20-30 min a température
ambiante en agitant occasionnellement et vigoureusement. On récupére alors le surnageant que
I’on ajoute a la fraction précédente. On garde les morceaux de gel jusqu’a ce que les analyses

de spectrométrie de masse aient été effectuées. Les tubes contenant le surnageant sont mis dans
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un concentrateur SpeedVac, afin d’évaporer le liquide et sécher les échantillons (pas de
chauffage requis). On ajoute alors 10 pL d’eau pour resuspendre le matériel, et on replace les
tubes dans la centrifugeuse sous vide afin d’obtenir seulement 2 pL de liquide dans le tube.

Pour finir, on resuspend 1’échantillon dans 10-50 pL de solvant A (5% acétonitrile, 0,1% FA).

B.4 Etudes des interactions avec le ribosome

1) Préparation de ribosomes 70S d’E. coli

Matériel et Solutions
-Centrifuge Beckman rotor JA20
-Rotors : rotor 70Ti ou 50.2Ti pour ultracentrifugeuse (Beckman Coulter ref 337922)
-Tubes pour I'ultracentrifugation en polycarbonate aluminium (ref 355618 Beckman) adaptés
aux rotors 70Ti (Beckman Coulter) et 50.2Ti
-La paillasse et les pipettes sont nettoyées avec une solution anti-RNAse (Ambion #9780).

Composition des différents tampons et milieu de culture
-Tous les tampons sont préparés au plus tét quelques jours en avance, filtrés sur des filtres de
0,22 um et stockés a 4°C.
-7 Spectra/Por Dialysis Membrane MWCO 8,000 Wet in 0.1% sodium azide (no ref. 734-0614,
VWR)
-Ammonium chloride A9434-1KG (Sigma)
-Lysozyme 62970-5G-F (Sigma)
-Potassium chloride P9541-500G (Sigma)
-Sucrose molecular biology grade RNase-free S0389-1KG (Sigma)
-Complete, EDTA-free, Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Cat. No. 11 873 580 001 (20
tablets) or Cat. No. 05 056 489 001 (3x20 tablets) (Roche)
-DNase | FPLC pure, Product number: 27-0514 (Amersham Biosciences)
-PBS 10X sterile Molecular biology: biosolve CAT N° 16232321

Composition apreés dilution
-PBS 1X: 10 mM sodium phosphate ; 1,8 mM potassium phosphate ; 137 mM sodium chloride;
2,7 mM potassium chloride ; pH 7,4 (25°C). Filtré avec filtres de 0,22 um.
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Tableau MM-9 : Composition des tampons RSP pour la purification des ribosomes 70S d’E. coli.

TembonS | TrisHCl | MgC | NHCI | KCl | Sucrose Autre
RsP smM | l0mM | somM | ere mimute)
RSP-10% 25 mM 10 mM 50 mM 10% |1 m'v:)f’s‘f)fgt/’r'ﬁg ;Rgbigg/ mL
RSP-18% A 25 mM 10 mM 05M 18%
RSP-18% B 25 mM 10 mM 1M 18%
RSP-low Mg 50 mM 1mM 30 mM 30 mM -
RSP-20% 50 mM 05mM | 30mM | 30mM | 20%
RSP-30% 50 mM 13 mM 30mM | 30mM | 30%

Protocole de purification des ribosomes d’E. coli

La souche de bactéries E. coli MREGOO (souche déficiente en RNase, voir 2°) est utilisée
pour cette purification. Cette souche ne contenant pas de plasmide portant une resistance a un
antibiotique, il est trés important de prendre des précautions lors de la culture afin de ne pas
avoir de contamination.

La souche MREG00 (conservée en glycérol a -80°C) est mise en preculture (7 mL) pendant
12h, a 37°C et sous agitation constante (180 rpm). Cette preculture est utilisée pour ensemencer
3,2 L de milieu LB répartis dans 4 erlens de 3L (1mL de préculture & DO%® ~ 5-6 pour 800 mL
de milieu), qui sont ensuite mis sous agitation constante (180pm) a 37°C. Lorsque la DOS%
atteint 2,7 a 2,9 unités d’absorbance (il est important de ne pas dépasser ces valeurs, pour que
la culture soit en phase exponentielle), la culture est arrétée en mettant les erlens dans la glace
durant 20 min (run on) puis centrifugée pendant 30 min a 6000 rpm a 4°C (JA10, Beckman);
entre 10 et 12 g de bactéries sont ainsi récoltées. Les culots bactériens sont lavés délicatement
avec ~7 volumes de PBS 1X froid pour 1g de cellules. La resuspension se fait avec une pipette
de 10 mL en évitant de faire des bulles. Généralement, on ajoute 50 mL de tampon dans le
premier tube et apres resuspension on transfert dans le deuxiéme tube, et ainsi de suite jusqu’au
dernier tube. Tous les tubes, de maniere séquentielle, sont enfin lavés avec le reste de tampon,
que ’on ajoute a la solution initiale. Les bactéries et les solutions doivent étre maintenues
constamment dans la glace. Les cellules resuspendues sont distribuées dans deux tubes Falcons

de 50 mL puis centrifugées 10-20 min a 6000 rpm 4°C (rotor « swinging centrifuge »).

Le culot bactérien est resuspendu dans la glace (en utilisant une tige de verre arrondie) dans

15 mL de tampon RSP-10%. Pour faciliter la resuspension les cellules sont mises a agiter
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doucement dans une chambre froide jusqu’a compléte suspension. La solution de bactéries

(~25mL) est additionnée de tampon RSP-10% sucrose jusqu’a un volume final de 50 mL.

Deux méthodes de lyse ont été utilisées. La plupart des purifications de ribosomes ont été
obtenues par sonication des cellules mais I’utilisation d’un « cell distruptor (voir ci-dessous) a

également été essayée.

Sonication
La lyse est effectuée par Sonication (Branson Digital Sonifer). Pour 50 mL de cellules
resuspendues on utilise un bécher de 100 mL en plastique (nettoyé avec de I’éthanol) et déposé

dans un bécher en verre de 1 L contenant un mélange d’eau et de glace.

Les conditions de sonication sont les suivantes:

Temps 3
Température max 11°C
Amplitude 60%
Pulsation 5”
Intervalle 30”
Température pulsation 7°C
Température sonde 3°C

Dans le cas ou nous avons utilisé le Sonicator (Sonifier cell disruptor 200 de Branson) dont
nous ne pouvons pas contréler tous les paramétres, la sonication a été effectuée par des
pulsations de 5 sec avec des intervalles de 55 sec pour un temps total de pulsation de 3 min

(donc 36 pulsations de 5 sec d’intervalle avec des pauses de 55 sec).

- Lyse des cellules avec le Cell Distruptor

Dans les cas ou nous avons utilisé le Cell Distruptor, nous avons effectué 8 passages de
I’échantillon dans le microfluidizer, avec une pression de 20 kpsi (apres chague passage, on
récupere I’échantillon puis on le réinjecte dans la machine).

L’échantillon est ensuite centrifugé dans deux tubes, 30 min a 19000 rpm 4°C (Beckman
rotor JA20) pour éliminer les membranes. Le surnageant est collecté dans un tube de 50 mL
auquel on ajoute de la DNase a 1 mg/mL final (moitié d’une petite spatule, ne pas doser car trés

volatile) ; partagé dans deux tubes froids d’ultracentrifugeuse de 25 mL (no ref 355618

174



Matériels et Méthodes

Beckman — les tubes sont adaptés pour les rotors type 70 Ti et type 50.2 Ti) et centrifugé 3h30
a 50000 rpm 4°C (rotor 70 Ti).

- Lavage |
Les culots sont resuspendus sous agitation douce (ne pas essayer d’obtenir une solution

homogeéne) a 4°C pendant 30 min dans 20 mL de tampon RSP, puis déposés au fond du tube.
On ajoute ensuite au fond du tube une solution RSP-18% A (le tout est réparti dans 2 tubes).
Plus précisément, en utilisant une seringue a pointe plate contenant 13 mL de solution pour
éviter des bulles et positionnée au fond du tube. Les tubes sont équilibrés avec du tampon RSP
+ 1mM Pefabloc et centrifugés pendant 16h a 25000 rpm ou 4h a 45000 rpm 4°C (Optima 70
Ti). Le surnageant est eliminé ainsi que la couche marron proche du culot.

- Lavage Il

Les culots sont ensuite resuspendus sous agitation douce 30 min avec une tige de verre ou
la nuit (shaking platform a 100-150 rpm) a 4°C dans 10 mL de tampon RSP, puis centrifugés
20 min a 17000 rpm (4°C); cette étape de centrifugation est repétée 2-3 fois. Dans un tube, 10
mL de surnageant sont alors déposes suivi par 12,5 mL d’une solution RSP-18% sucrose
contenant 1M NH4Cl. La méme procédure que celle décrit dans « lavage | » est utilisée pour
charger. Centrifuger 3h a 50000 rpm (ou 3h30 a 40 000 rpm) dans un rotor 70 Ti (Optima),
4°C.
Les culots sont resupendus dans 10 mL de tampon RSP sous agitation douce (sans chercher a
obtenir une solution homogéne) pendant 30 min ou la nuit a 4°C (shaker 150 rpm).

- Lavage Il (facultatif)

Le surnageant est centrifugé 20 min a 18000 rpm (JA20, Beckman), puis on le dépose au
fond d’une solution RSP-18% B, comme dans le lavage I. Centrifuger a 40000 rpm 3h30 ou
24000 rpm la nuit a 4°C.

Les culots sont resupendus 30 min (150 rmp) a 4°C dans 3 mL de tampon RSP low Mg (ne pas
essayer d’obtenir une solution homogeéne). On centrifuge alors a 18000 rpm 20 min (JA20

Beckman, 4°C).

Le surnageant est ensuite déposé sur une bicouche de sucrose (couche supérieure composée
de 12,5 mL de tampon RSP-20%; couche inférieure composée de 5 mL de tampon RSP-30%).
Le dépot de I’échantillon et des deux couches se fait dans I’ordre suivant : 1) échantillon, 2)
tampon RSP-20% et 3) tampon RSP-30%. Apres une centrifugation de 5h a 50000 rpm ou la

nuit a 28000 rpm (4°C), les culots sont repris délicatement dans 3mL de tampon 50 mM Tris-
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HCI, 50 mM NH4Cl, 50 mM MgClz, 7 mM fS-mercaptoethanol. La resuspension se fait avec
une tige de verre et une agitation douce a 150 rpm la nuit a 4°C si besoin. Enfin, les ribosomes
resuspendus sont dialysés la nuit a 4°C contre environ 100 mL de tampon contenant 50% de
glycérol, 50 mM Tris-HCI, 10 mM NH4CI, 10 mM MgClz, 7mM B-mercaptoethanol ou 2 mM
DTT.

La concentration de ribosomes purifiés est mesurée avant et apres la dialyse (aprés dialyse
I’échantillon est dilué au moins 1000-1500 fois pour le dosage) par mesure d’absorbance a 260
nm dans 1 mL, en utilisant les données suivantes : 15 unités d’absorbance (*?°) correspondent
a1 mg de 70S, 1 A?®° correspond a 25 pmol/mL de 70S.

La concentration de ribosome typique est entre 10 et 20 pM.

2) Préparation de ribosomes 70S de Thermus thermophilus

Matériel et Solutions
Les tampons utilisés pour la purification des ribosomes de T. thermophilus (listés ci-

dessous) sont préparés le matin du premier jour.

L’indice de réfraction de chacune des solutions est mesuré avec un réfractomeétre
ATAGO Abbe, ce qui permet de vérifier que la composition des tampons est exactement la

méme d’une purification a une autre.

Tampon A (500mL): 100mM NH4Cl; Mg(CH3COO)2, 10,5 mM; 20 mM HEPES-KOH
pH7.5; 0,5 mM EDTA; 1 mM DTT; 0,1 mM benzamidine; ajouter un peu de PMSF dissout
dans 100 uL d’acétone, juste avant la lyse.

Tampon B (200 mL) (Indice de réfraction : 1,394) : 1,1 M Sucrose; 0,5 M KCI; 10,5
mM Mg(CH3COO)z; 0,5 mM EDTA; 20 mM HEPES-KOH pH 7,5 ; 1mM DTT.

Tampon C (1,5 L) (Indice de réfraction : 1,365): 1,5 M Ammonium sulfate; 10 mM
Mg(CHsCOO)2; 400 mM KCI; 20 mM HEPES-KOH pH 7,5; 1mM DTT.

Tampon D (1 L) (Indice de réfraction : 1,338): Mg(CHsCOOQ), 10 mM; 400 mM KClI;
20 mM HEPES-KOH pH7,5; 20 mM DTT.

Tampon E 5X (250mL): 250 mM KCI; 50mM NH4Cl, 51,25mM MgAcetate; 1,25 mM
EDTA; 50 mM HEPES-KOH pH7,5 ;5 mM DTT.

Solution a 5% de sucrose (300 mL) (Indice de réfraction : 1,3413): 30 mL de sucrose

50% + 60 mL de tampon E 5X (60 mL) + 210 mL d’H;0.
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Solution a 20% de sucrose (300 mL) (Indice de réfraction : 1,3630): ): 120 mL de
sucrose 50% + 60 mL de tampon E 5X (60 mL) + 120 mL d’H20.

Tampon G (100mL) : 10 mM Mg(CHsCOO)2; 50 mM KCI; 10 mM NH4CI; 50 mM
HEPES-KOHpH7,5;1 mM DTT.

Protocole de purification des ribosomes de T. thermophilus
Les ribosomes de T. thermophilus ont été purifiés selon le protocole utilisé dans 1’équipe de

Marat Yusupov 2°.

Les bactéries T. thermophilus HB8 sont achetées auprés du service Bioexpression &
Fermentation Facility (University of Georgia, Athens GA, USA) qui réalise les cultures par
fermenteur (culture réalisée a 70°C jusqu’a DO = 2), puis nous fournit les cellules sous forme
d’un unique bloc de culot sec de 2509 stocké dans un pot en plastique, lequel est conservé tel
quel a -80°C.

Environ 25¢g de bactéries T. thermophilus HB8 sont prélevés du bloc de culot sec en utilisant
un tournevis et un marteau pour en détacher des morceaux. Les bactéries sont alors décongelées
lentement durant 1 a 2 h a température ambiante dans du tampon A, en utilisant 1,5 mL de
tampon par gramme de bactéries. Les bactéries resuspendues sont transvasées dans une
éprouvette de 50 mL en les filtrant a travers de la gaze pour éliminer les éventuels morceaux de
plastique. Le volume est ajusté a 90 mL avec du tampon A puis de la DNase est ajoutée (a
raison de 2 uL de DNase a 1 U/uL par gramme de cellules). La lyse des bactéries est effectuée
avec un disrupteur de cellules (Cell Disrupteur de Constant Systems LTD), par 3 passages
successifs a une pression de 1,5 kbar, a 4°C.

Les bacteries lysées sont centrifugées 1 h a 13500 rpm (4°C). On compléte ensuite a 160
mL avec du tampon A, et I’échantillon est réparti a la surface de 4 tubes (Nalgene, ref 355622)
contenant chacun 25 mL de tampon B. Les échantillons sont centrifugés a 45000 rpm durant 17
h a 4°C. Les surnageants sont soigneusement éliminés et chague culot est lavé délicatement
avec 2 mL de tampon C. Les culots sont alors resuspendus avec 4 mL de tampon C par tube,
sous agitation Iégere a 4°C en utilisant des barreaux aimantés de 1,5 cm de longueur. Les culots
resuspendus, d’un volume total de 20-25 mL, sont rassemblés et la quantité de ribosomes est
estimée en mesurant la DO%? d’un aliquote dilué 10 fois (1 mg/mL de 70S donne une DO?%° =
15). On fait ensuite une centrifugation de 10 min a 10000 rpm, a 4°C dans un seul tube de 50
mL.

Une chromatographie d’interactions hydrophobes est ensuite réalisée a 4°C avec une

colonne contenant 200 mL de résine Butyl-650S (Tosoh Bioscience) ; le débit est de 6 mL/min
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pour chaque étape. L’échantillon est injecté sur la colonne préalablement équilibrée avec 2
volumes de colonnes (VC) de tampon C puis la colonne est lavée avec 2VC de tampon D a
50%. L’¢lution est réalisée grace a un gradient inverse de sulfate d’ammonium, allant de 50%
de tampon D & 100% de tampon D; des fractions de 4 mL sont récoltées a chaque étape. La
DO?® de chacune des fractions est mesurée par un spectrophotométre Nanodrop en utilisant 5
UL non dilués ; les valeurs sont reportées sur une courbe « DO?° en fonction du numéro de
fraction », afin de sélectionner les fractions contenant les ribosomes 70S. Les fractions dont la
DO%0 est comprise entre DOmax et DOmax / 2, correspondant aux ribosomes 70S, sont
rassemblées (Figure MM-2A) ; cette étape de chromatographie permet 1’élimination de
nombreux contaminants, notamment la protéine S1. La DO*° de ce pool est mesurée (sans
dilution), permettant a nouveau d’estimer la quantité de ribosomes. Apres avoir complété le

volume a 120 mL avec du tampon E, I’échantillon est centrifugé 16h a 45000 rpm, a 4°C.

18
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Figure MM-2: A) Suivi du gradient inverse en sulfate d’ammonium au cours de la chromatographie
d’interactions hydrophobes (absorbance a 260nm en fonction des fractions collectées). B) Analyse de
I’absorbance a 260nm dans les différentes fractions des gradients (seul le premier gradient est représenté). Pour
chacune des deux étapes, les fractions comprises entre les deux traits verticaux ont été rassemblées et soumises

a I’étape suivante du protocole de purification.
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Les ribosomes sont ensuite purifiés sur des gradients de sucrose ; le protocole prévoit
normalement d’utiliser 12 gradients de sucrose répartis dans deux ultracentrifugeuses mais,
pour des raisons techniques, nous n’avons pu utiliser qu’une seule série de 6 gradients. Les
gradients de sucrose (20%-5%) sont préparés durant 1’étape de chromatographie : il s’agit de
mettre 17,5 mL de solution a 5% de sucrose dans chaque tube puis d’ajouter au fond du tube,
en passant a travers la solution a 5%, 17,5 mL de solution & 20% de sucrose. Les gradients sont
ensuite formés avec un formeur de gradient puis conservés en chambre froide durant la nuit.

Les culots obtenus par ultracentrifugation sont rincés avec du tampon E (1 mL par
culot), puis resuspendus lentement dans du tampon E, a raison de 1 mL de tampon par culot (2h
sous agitation lente en chambre froide, avec des barreaux aimantés de 0,6-0,7 cm). Les culots
ainsi resuspendus sont rassemblés et la DO est mesurée (aprés dilution 1/500). A cette étape,
la concentration typique est de 35-45 mg/mL, et une perte de ribosomes de 25 a 30% est
observée par rapport a I’étape précédente. Les échantillons sont alors délicatement deposés a la
surface de chacun des gradients, a raison de 7 a 8 mg de ribosomes par gradient. Apres
centrifugation a 15400 rpm et a 4°C durant 17h avec un rotor SW28, les gradients sont
fractionnés du bas vers le haut, a I’aide d’une pompe péristaltique, par fractions de 1 mL (débit
de 2 mL/min et & une température de 4°C). La DO?% de chacune des fractions issues du premier
gradient est mesurée et la courbe représentant la DO?% en fonction du numéro de la fraction est
tracée. Les fractions correspondant au pic (Figure MM-2B) sont rassemblées (~30 mL) puis on
mesure le volume et la DO?®° du pool avec un Nanodrop. Ensuite on dilue le pool avec du
tampon E pour le répartir dans 2 tubes ; la concentration, mesurée au Nanodrop, ne doit pas étre
inférieure a 0,6-1 mg/mL. Une centrifugation est effectuée durant 16h a 45000 rpm a 4°C, avec
un rotor 70Ti. On évacue le surnageant et on rince les culots avec 1 mL de tampon G par tube.
On évacue le tampon, puis on resuspend lentement les culots dans 250 pL de tampon G par
tube, avec un barreau aimanté (0,6-0,7 cm) en chambre froide. On dépose les culots resuspendus
dans un tube de 1,5 mL et on mesure le volume exact ainsi que la DO?® (perte typique de 10
mg). Si nécessaire on dilue 1’échantillon avec le tampon G pour obtenir une concentration finale
de 23-25 mg/mL dans un volume de 800 uL (environ 10 uM). Ce protocole permet d’obtenir
~50 mg de ribosome a partir de 25¢g de bactéries. Enfin on filtre la solution finale de ribosomes
sur des tubes Eppendorf équipés d’un filtre 0,22 um par centrifugation a 4°C, quelques minutes,
a 10000 g.

Enfin, les échantillons sont aliquotés, congelés rapidement a 1’azote liquide et stockés a
-80°C. Une analyse de suivi de la purification peut étre réalisée sur gel SDS-PAGE a partir

d’aliquot prélevés a chaque étape de la purification (voir Figure MM-3).
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Figure MM-3: Analyse des différentes étapes de purification des ribosomes 70S de T. thermophilus sur
gel SDS-PAGE 15%. 1 : Surnageant de lyse ; 2 : Culot resuspendu apres étape du coussin de sucrose ;3 : Apres
étape de centrifugation & 10000 rpm ; 4 : Pool aprés la chromatographie HIC ; 5 : Culot apreés 1’ultracentrigation

sur la nuit ; 6 : Pool aprés étape de centrifugation de I’échantillon sur gradient de sucrose ; 7 : ribosomes purifiés

Mesure de I’activité des ribosomes
L’activité des ribosomes 70S est considérée comme la capacité a synthétiser des chaines

poly-phénylalanines in vitro (on mesure ainsi I’activité d’¢longation). On mesure
I’incorporation de la phénylalanine tritiée dans la chaine polypeptidique dépendant de ’ARNm
synthétique, poly(U), en présence de tous les élements nécessaires pour le processus

d’élongation 27274 et un exces de phénylalanine froid.

Tampons nécessaires pour le test d’activité

Tampon D (pour dilution des ribosomes, 500uL): 40 mM Tris-HCI pH 7,5; 7 mM
MgClz; 80 mM NH4Cl; 1 mM DTT.

Tampon C (tampon de réaction 10X, 500uL): 400 mM Tris-HCl pH 7,5 ; 70 mM MgCly;
800 mM NH4CI; 5mM DTT; 10mM ATP; 5mM GTP; phosphoenolpyruvate, 10 mM PEP-K
(C3H406P-K).

Tampon B (340uL): 0,041 pug/mL PK'; 0,147mg/mL ARN Poly(U); 0,453 uM EF-Ts;
0,46 uM EF-G; 0,71 uM EF-Tu, préparé dans du tampon C 1X.

Tampon A (mélange contenant les ARNt Phe, 180uL) : tARNP" chargé; 175 pg/uL
ARNL totaux; 0,167 ug/uL PK ; 13,8 uCi/mL *H-Phe soit environ 31.10° dpm/mL ; 24,4 uM
Phe, préparé dans du tampon C 1X.
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On dilue les ribosomes purifiés comme décrit précédemment dans du tampon D pour avoir
les trois concentrations suivantes : 1,96 uM ; 0,98 uM et 0,49 uM, que I’on incube 1 min a
30°C. On prépare le tampon A pour la réaction de chargement des ARNt et on incube 30 min a
30°C. On mélange 20 pL de tampon B avec 5uL de solution de ribosomes dilués et on
préchauffe 10 min a 30°C. La réaction de synthése protéique est démarrée en ajoutant 10 uL de
tampon A au melange tampon B et la solution de ribosomes préparée précédemment. On incube
les échantillons 6 min & 30°C. La réaction est arrétée en mettant 28 pL. du mélange réactionnel
sur un filtre GFC puis on plonge immédiatement chaque filtre dans du TCA 10% froid durant
15 min (pour précipiter I’ensemble des macromolécules). Pour le lavage, on dépose le filtre
dans du TCA 5% a ébullition durant 15 min, pour éliminer ARNt, acides aminés, chaines
peptidiques inférieures a 3 résidus. Apres cette etape, le filtre est lavé par trempage durant 1
min dans du TCA 5%. Enfin, on lave les filtres deux fois 10 min dans une solution éthanol/éther
(élimine le TCA qui « quenche » le comptage), puis une dernicre fois 10 min dans de 1’éther a
température ambiante. Les filtres sont séchés sous la sorbonne. Pour déterminer la radioactivité
liée aux filtres, on dépose ces filtres dans 4 mL de solution de scintillation (ECOLITE(+) Liquid
scintillation cocktail de MP Biomedicals), on agite 30 min et les produits de la réaction fixés a
la membrane sont quantifiés par un compteur a scintillation. Les résultats obtenus sont analysés
avec le tableur Excel et représentés graphiquement par les picomoles de phénylalanine

incorporeés en fonction de la concentration de ribosomes.

Nous avons constaté que les préparations de références R1 et M1, préalablement réalisées
au laboratoire, sont actives, alors que les préparations M3 et T4 sont 37 fois moins actives. Il
est probable qu’un probléme survenu lors de la purification a abouti a une déstructuration des
ribosomes d’E. coli dans la préparation M3. Concernant le protocole de purification de T.
thermophilus, le protocole implique une étape qui aboutit a la perte de protéines ribosomales,
notamment la protéine S1, nécessaires pour activité de traduction, ayant pour conséquence

une quantité de phénylalanine incorporée trés faible.
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Test d’incorporation Poly(U) tritié
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Figure MM-4 : Test d’incorporation in vitro de la phénylalanine tritiée en fonction de la concentration
en ribosomes 70S. Les purifications R1, M1 et M3 sont des préparations de ribosomes 70S d’E. coli MREG0O.
La purification T4 est une préparation de ribosomes 70S de T. thermophilus. L’activité d’élongation est mesurée

de facon comparative avec la préparation de référence R1.

3) Production de ribosomes bloqués en cours de traduction (« stalled
ribosomes »)

Principe

L’objectif de ce protocole est la production de ribosomes bloqués en cours de traduction,
en contrélant précisement la longueur de la chaine peptidique synthétisee. Ainsi, il est possible
d’obtenir des chaines de longueurs variables, dont ’extrémité est confinée a I'intérieur du
tunnel de sortie du ribosome, ou au contraire qui émerge de ce tunnel. Le protocole utilise les
propriétés de la séquence SecM (séquence FispXXXXWIXXXXGIRAGP66), naturellement
présente dans des protéines d’E. coli destinées a étre exportées®*. La séquence SecM contenue
dans la protéine induit naturellement une pause du processus de traduction. Les mécanismes
qui induisent une pause du ribosome avec la séquence SecM sont encore en cours
d’investigation 24, Cette séquence est couramment utilisée pour produire des ribosomes bloqués
en cours de traduction et qui ne se dissocient pas (aussi appelés « stalled ribosomes », ou RNC

pour « ribosome nascent chain »).

Les ribosomes blogqués en cours de traduction ont été produits avec le kit « PUREXpress
in vitro Protein Synthesis Kit » de chez New England Biolabs. Ce kit contient tous les
composants pour transcrire un géne d’intérét en ARNm (facteurs de transcription,

nucléotides...) ainsi que les composants nécessaires a la traduction de I’ARNm synthétisé
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(ribosomes, facteurs de traduction, ARNt, acides amineés...). La transcription ainsi que la

traduction se déroulent dans le méme mélange réactionnel.

La composition exacte des solutions A et B n’est pas précisée dans le kit mais d’apres le livre
Cell-free Protein Purification chapitre 2 du Dr Takuya Ueda, les compositions sont:

- Solution A: 0,2 mM de chacun des 20 acides aminés, 108 DO?%/mL E. coli tRNA
mixtures, 4 mM ATP, 4 mM GTP, 2 mM CTP, 2 mM UTP, 40 mM creatine phosphate, 20
pg/mL formyl donor, 100 mM Hepes-KOH pH 7,6, 200 mM potassium glutamate, 26 mM
magnesium acetate, 4 mM spermidine, 2 mM DTT.

- Solution B: 690 pg/mL alanyl-tRNA synthetase, 20 pug/mL arginyl-tRNA synthetase,
220 pg/mL asparaginyl-tRNA synthetase, 80 pug/mL aspartate-tRNA synthetase, 12 pg/mL
cysteinyl-tRNA synthetase, 38 pug/mL glutaminyl-tRNA synthetase, 126 pg/mL glutamyl-
tRNA synthetase, 96 pg/mL glycyl-tRNA synthetase, 8 pg/mL histidyl-tRNA synthetase, 400
pg/mL  isoleucyl-tRNA synthetase, 40 pg/mL leucyl-tRNA synthetase, 64 lysyl-
tRNAsynthetase, 21 pg/mL methionyl-tRNA synthetase, 170 pg/mL phenylalanyl-tRNA
synthetase, 100 pg/mL prolyl-tRNA synthetase, 19 pg/mL seryl-tRNA synthetase, 63 pg/mL
threonyl-tRNA synthetase, 11 pg/mL tryptophanyl-tRNA synthetase, 6 g/mL tyrosyl-tRNA
synthetase, 18 pug/mL valyl-tRNA synthetase, 200 pg/mL methionyl-tRNA formyltransferase,
100 pg/mL initiation factor 1 (IF1), 400 pug/mL initiation factor 2 (IF2), 100 pg/mL initiation
factor 3 (IF3), 500 pg/mL elongation factor G (EF-G), 1,000 ug/mL elongation factor Tu (EF-
Tu), 500 pg/mL elongation factor Ts (EF-Ts), 100 pg/mL release factor 1 (RF1), 100 pg/mL
release factor 3 (RF3), 100 pug/mL ribosome recycling factor (RRF), T7 ARN polymerase,
ribosomes 70S E. coli souche A19 13 uM 2™,

Il est intéressant de noter que la solution B contient une méthionyl-tRNA
formyltransférase et la solution A du donneur de formyle. Cela permet 1’incorporation d’une
Met initiatrice sous forme formylée. Ainsi le complexe ribosome / chaine peptidique se trouve
dans un état permettant le recrutement de la peptide déformylase.

Ne sachant pas si I’enzyme ECPDF est présente dans les solutions du kit, j’ai réalisé un
Western-blot suivi d’'une immunodétection en utilisant les anticorps anti-ECPDF. De méme, j’ai
cherché a savoir si le kit contient le trigger factor ECTF. J’ai ainsi montré que le kit contient du
TF, mais pas ECPDF (Figure MM-5).
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Figure MM-5: Analyse de la présence

M SolA Sol B
- d’EcPDF et ECTF dans les solutions A et B
g —_— ECcTF (48 kDa) du kit de ribosome « PUREXxpress in vitro
Protein Synthesis Kit» de chez New
35 - Z A
o England Biolabs par Western-blot. Dépét de
10 pL de solution A et 7,5 pL de solution B sur
gel SDS-PAGE 14%. La partie haute de la
EcPDF (19 kDa) o . )
15 W membrane a été incubée avec des anticorps
anti-ECTF et la partie basse avec des anticorps
10 anti-EcPDF.

Description de la séquence génomique utilisée :

Nous avons choisi de fusionner la séquence d’arrét SecM en C-terminal de la protéine -
galacosidase d’E. coli. Cependant le N-terminus MTM a été modifié en MSL afin de ne contenir
qu’une seule méthionine, ce qui sera important pour déterminer le ratio de ribosomes bloqués.
De plus, le reste de la séquence est également optimisé de fagcon a ne contenir qu’une
méthionine, la méthionine initiatrice. Cela permet ainsi de pouvoir compter le ratio de
ribosomes bloqués & I’issue de la réaction (en utilisant de la 3°S-L-Methionine). La séquence
génomique
(5’TTCAGCACGCCCGTCTGGATAAGCCAGGCGCAGGCATCCGTGCTGGCCCTCCG
TAG-3’),
correspondant a la séquence d’arrét de SecM (FSTPVWISQAQGIRAGPP), inclut un codon
proline ainsi qu’un codon stop en 3’, permettant d’optimiser le blocage du ribosome 24?7, La
séquence d’arrét SecM optimisée a été fusionnée en C-terminal de différentes séquences de f3-
galactosidase, de longueurs variables. Les constructions, présentées dans le tableau MM-10,
correspondent a des protéines recombinantes de 20, 25, 35, 42, 53, 71, 95, 105 et 256 acides

amineés au total. L’ensemble des constructions a été inséré dans le plasmide d’expression pET-

22b(+).
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Tableau MM-10 : Liste des séquences génomiques et protéiques des différentes constructions f-gal-SecM disponibles.

SecM20

ATGAGCCTGTTCAGCACGCCCGTCTGGATAAGCCAGGCGCAAGGCATCCGTGCTGGCCCTCCGCCGTAG

MSLESTPVWISQAQGIRAGPP

SecM25

ATGAGCCTGATTACAGATTCACTGTTCAGCACGCCCGTCTGGATAAGCCAGGCGCAAGGCATCCGTGCTGGCCCTCCGCCGTAG

MSLITDSLESTPVWISQAQGIRAGPP

SecM35

ATGAGCCTGATTACAGATTCACTGGCCGTCGTATTACAACGTCGTGACTGGGAATTCAGCACGCCCGTCTGGATAAGCCAGGCGCAAGGCATCC
GTGCTGGCCCTCCGCCGTAG

MSLITDSLAVVLQRRDWEESTPVWISQAQGIRAGPP

SecM42

ATGAGCCTGATTACAGATTCACTGGCCGTCGTATTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCaattATTCAGCACGCCCGTCTGGATA
AGCCAGGCGCAAGGCATCCGTGCTGGCCCTCCGCCGTAG

MSLITDSLAVVLQRRDWENPGVTQLESTPVWISQAQGIRAGPP

SecM53

ATGAGCCTGATTACAGATTCACTGGCCGTCGTATTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAATTGAATCGCCTTGCAGCACATC
CCCCTTTCGctagTTTCAGCACGCCCGTCTGGATAAGCCAGGCGCAAGGCATCCGTGCTGGCCCTCCGCCGTAG

MSLITDSLAVVLQRRDWENPGVTQLNRLAAHPPFASESTPVWISQAQGIRAGPP

SecM71

ATGAGCCTGATTACAGATTCACTGGCCGTCGTATTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAATTGAATCGCCTTGCAGCACATC
CCCCTTTCGCTAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCAATCGCCCTTCCCAGCAGTTACGCAGCTTCAGCACGCCCGTCTGGATAAGCCA
GGCGCAAGGCATCCGTGCTGGCCCTCCGCCGTAG

MSLITDSLAVVLQRRDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTNRPSQQLRSESTPVWISQAQGIRAGPP
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ATGAGCCTGATTACAGATTCACTGGCCGTCGTATTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAATTGAATCG
CCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCTAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCAATCGCCCTTCCCAGCAGTTGCGCA
GCCTGAATGGTGAGTGGCAATTTGTCTGGTTTCCGGCACCAGAAGCGGTTCCGGAAAGCTGGCTGGAATGCgATTTCAGC

SecMI5 ACGCCCGTCTGGATAAGCCAGGCGCAAGGCATCCGTGCTGGCCCTCCGCCGTAG

MSLITDSLAVVLQRRDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTNRPSQQLRSLNGEWQFVWFPAPEAVPESWLECDESTPVWISQAQGIRAGPP

ATGAGCCTGATTACAGATTCACTGGCCGTCGTATTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAATTGAATCGCCTTGCAGCACATC

CCCCTTTCGCTAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCAATCGCCCTTCCCAGCAGTTGCGCAGCCTGAATGGTGAGTGGCAATTTGTCTG

GTTTCCGGCACCAGAAGCGGTTCCGGAAAGCTGGCTGGAATGCGATCTTCCTGACGCCGATACTGTCGTGgtacCCTTCAGCACGCCCGTCTGGAT
SecM105 AAGCCAGGCGCAAGGCATCCGTGCTGGCCCTCCGCCGTAG

MSLITDSLAVVLQRRDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTNRPSQQLRSLNGEWQFVWFPAPEAVPESWLECDLPDADTVVVPESTPVWISQ
AQGIRAGPP

ATGAGCCTGATTACAGATTCACTGGCCGTCGTATTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAATTGAATCGCCTTGCAGCACATC
CCCCTTTCGCTAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCAATCGCCCTTCCCAGCAGTTGCGCAGCCTGAATGGTGAGTGGCAATTTGTCTG
GTTTCCGGCACCAGAAGCGGTTCCGGAAAGCTGGCTGGAATGCGATCTTCCTGACGCCGATACTGTCGTGGTACCCTCAAACTGGCAGATGCAC
GGTTACGACGCGCCCATCTACACCAACGTGACATATCCCATTACGGTCAATCCGCCATTTGTTCCCACGGAGAATCCGACCGGTTGTTACTCGCT
CACATTTAACGTCGACGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCCAGACGCGAATTATTTTTGATGGCGTGAATTCGGCGTTTCATCTGTGGTGCAACGGG
CGCTGGGTCGGTTATGGCCAGGACAGTCGTTTGCTGTCTGAATTTGACCTGAGCGCATTTTTACGCGCCGGAGAAAACCGCCTCGCGGTGATGG

SecM256 TGCTGCGCTGGAGTGACGGCAGTTATCTGGAAGATCAGGATATGTGGCGGATGAGCGGCATTTTCCGTGACGTCTCGTTGCTGCACAAACCGAC
CACACAAATCAGCGATTTCCATGTTGCCACTCTCTTTAATGATGATTTTTCACGCGCGTTCAGCACGCCCGTCTGGATAAGCCAGGCGCAAGGCA
TCCGTGCTGGCCCTCCGCCGTAG

MSLITDSLAVVLQRRDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTNRPSQQLRSLNGEWQFVWFPAPEAVPESWLECDLPDADTVVVPSNWQMHGY
DAPIYTNVTYPITVNPPFVPTENPTGCYSLTFNVDESWLQEGQTRIIFDGVNSAFHLWCNGRWVGYGQDSRLLSEFDLSAFLRAGENRLAVMVLRWSD
GSYLEDQDMWRMSGIFRDVSLLHKPTTQISDFHVATLFNDDFSRAESTPVWISQAQGIRAGPP

Les séquences soulignées correspondent a la séquence de SecM permettant le blocage du ribosome.
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Le mélange réactionnel pour obtenir 2,4 uM de ribosomes bloqueés dans 25 L final est le
suivant: dans un tube Eppendorf, on dépose 10 pL de solution A puis 7,5 uL de solution B ainsi
que 0,5 pL d’inhibiteur de RN Ase (RNAse inhibitor murine de New England Biolabs, 40,000
unités/mL) et le plasmide pET-22b/SecM a une concentration finale de 5 & 25 ng/pL (voir
tableau MM-11). On compléte a 25 pL avec de I’eau milliQ. Le mix est alors doucement agité
puis mis a incuber dans un thermomixeur a 37°C durant 150 min (un bain-marie a 37°C peut
également étre utilisé). 1l faut faire attention de ne jamais vortexer la solution ni produire de
bulles, afin de ne pas entrainer une dissociation des ribosomes. A 1’issue de la réaction, les

ribosomes bloqués en cours de traduction sont préts a étre utilisés.

Tableau MM-11 : Concentration et temps d’incubation optimaux pour obtenir des ribosomes bloqués
avec les constructions SecM25, SecM42, SecM53, SecM71 et SecM105.

Constructions Concentratlon.optlmale de Temps optimal d’incubation
plasmides
SecM25 5 ng/uL 120 min
SecM42 154 25 ng/pL 120 min
SecM53 5 ng/uL 150 min
SecM71 5 ng/uL 120 min
SecM105 15 ng/uL 120 min

Vérification du ratio de ribosomes bloqués produits

Le rendement d’obtention de ribosomes bloqués en cours de traduction est mesuré en
préparant les ribosomes selon le protocole décrit ci-dessus, et en utilisant de la méthionine
radioactive. Les ribosomes ainsi produits sont isolés sur une colonne Sephacryl S-300 et la
radioactivité contenue dans le mélange est mesurée. La B-galactosidase utilisée ne contenant
qu’une seule Met (voir I’optimisation de séquence décrite ci-dessus), la quantité de radioactivité

incorporée est directement liée a la quantité de ribosomes blogués.

La réaction de syntheése est réalisée selon le méme protocole que décrit précédemment,
en ajoutant 2 pL de méthionine marquée (EasyTag methionine, *S-Met, de Perkin Helmer

référence NEG709A, a 1,4 ug/mL et 10,25 mCi/mL) dans le mélange réactionnel.

Dans une réaction de 25 pL, nous avons 60 pmol de ribosomes (2,4 uM). Comme chaque

ribosome bloqué n’incorpore qu’une seule méthionine (en N-terminal), 100% de ribosomes
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bloqués incorporent donc 60 pmol de méthionine marquée. Nous utilisons 5 pL de mélange
réactionnel pour le comptage de radioactivité, soit 12 pmol de ribosomes marqués au maximum.
La gamme étalon de méthionine marquée s’étend donc de part et d’autre de cette valeur. La
gamme est réalisée dans un tampon 50 mM Hepes-KOHpH7,5 ; 10 mM Mg(Ac)2et 75 mM
KAC.

On dépose 1 mL de résine Sephacryl S-300 high resolution (GE Healthcare) sur une
colonne Mobicole classique (MoBiTec) aprés avoir mis un filtre. Une fois I’incubation des
ribosomes terminée, on dépose le mélange réactionnel au centre de la colonne (max 50
pL/colonne) et on centrifuge 1’échantillon 2 min & 0,5 rcf. Le filtrat contient alors les ribosomes
bloqués, alors que la résine retient les méthionines marquées libres, qui n’ont pas été

incorporées durant la synthese peptidique.

Pour le comptage, nous déposons 100 pL d’eau, 5 pL de solution de ribosomes bloqués et
5 mL de liquide de scintillation dans un tube de comptage. On peut alors réaliser les mesures.

On réalise également une gamme de concentration de **S-L-Methionine afin de définir le
nombre de coups comptés en fonction de la quantité de méthionine marquée présente dans la
solution. Ainsi, le nombre de coups mesurés dans la solution de ribosomes blogués nous indique
la quantité de méthionine présente et donc la quantité de ribosomes bloqués ayant incorporé

une méthionine.

Tampon utilisé pour la gamme: 50 mM HEPES-KOHpH 7,5, 10 mM Mg(Ac)2, 75 mM KAc.

Nous ajoutons ensuite la méthionine marquée au tampon. Pour les comptages de
radioactivité, du liquide de scintillation (ECOLITE(+) Liquid scintillation cocktail de MP

Biomedicals) est alors ajouté.

Une fois la gamme effectuée, on attend la fin de I’incubation de la réaction de synthese
des « stalled ribosomes ». Le comptage de la radioactivité de la gamme et des échantillons est

effectué avec un compteur a scintillation.

4) Test de sédimentation

L’interaction ribosome:PDF a été mesurée grace a un test de sédimentation sur couche de

sucrose, selon un protocole publié *.

La PDF d’intérét (5 uM) est incubée en présence de concentrations croissantes de ribosomes

blogués (de 0,2 uM a 2 uM) dans un mélange réactionnel de 60 pL contenant du tampon
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d’interaction (50 mM HEPES-KOHpH7,5 ; 100 MM NHsOAc; 20 mM MgClzet 1 mM TCEP).
Un extrait cellulaire S150 (contenant I’ensemble des protéines bactériennes solubles mais pas
les ribosomes, voir ci-dessous) est ajouté de fagcon a diminuer les interactions aspécifiques de
la PDF avec le ribosome. Le mélange réactionnel est incubé 30 min dans la glace puis centrifugé
a 16100 g durant 10 min (4°C) afin d’éliminer les éventuelles protéines précipitées. Le
surnageant (60 pL) est alors délicatement dépose sur 120 pL de couche de sucrose 20% (50
mM HEPES-KOHpH7,5 ; 100 mM NHsOAc; 20 mM MgClzet 1 mM TCEP, 20% sucrose),
dans des tubes pour rotor TLA 100. Les tubes sont alors centrifugés a 245000 g durant 30 min
a 4°C (rotor TLA100). A I’issue de la centrifugation, un culot légérement jaune est visible. On
élimine le surnageant et on lave le culot 2 fois a la pipette avec le tampon d’interaction en
faisant couler le tampon le long de la paroi du tube, de fagon a ne pas perturber le culot. Le
culot est ensuite resuspendu dans 20 uL de tampon de charge 1X et les echantillons sont
analyses par Western-blot.

5) Pontage chimique

e Préparation de I’extrait S150 ( d’apres 278-280)

Une culture de bactéries E. coli MREG0O est réalisée dans 1 L de milieu de culture
contenant 5,6 g KH2PO4 ; 28,9 g KoHPO4 ; 10 g extrait de levure auquel on ajoute 1% de
glucose et 10 mg de thiamine apres autoclavage. Elle est incubée a 37°C sous agitation (200
rpm) jusqu’a obtenir une DO = 0,8. On place alors rapidement la culture dans la glace pour
stopper la croissance cellulaire. On centrifuge les cellules 20 min a 8000 g afin d’obtenir un
culot qui est alors lavé deux fois avec un tampon TMP (10 mM Tris-acetatepH 8,0 ; 15 mM
magnésium acetate; 60 mM potassium acetate; 1 mM DTT ; 75 pg/mL pMSF). Pour 1 L de
culture on obtient un culot de environ 2,5 g que I’on resuspend apreés ringage dans 10 mL de
tampon TMP (le volume final apres resuspension est donc environ 12 mL). La lyse des cellules
est réalisée avec un sonicateur Branson, en faisant 3 cycles de 1 min de pulsation, avec 1min
de pause entre chaque pulsation. On centrifuge alors 1’échantillon a 30000 g (26000 rpm) dans
un rotor TLA 100.3 a 4°C durant 30 min. On récupere le surnageant et on le centrifuge de
nouveau dans les mémes conditions. On mesure la concentration de protéines par la méthode
de Bradford et on ajuste la concentration a 15 mg/mL avec le tampon TMP. Le lysat est ensuite
dialysé contre 1L du tampon TMP a 4°C durant 3h. On réalise alors de nouveau une
centrifugation a 150000 g (65000 rpm) avec le rotor TLA 100.3 durant 24 min a 4°C. Le
surnageant S150 est collecté, aliquoté dans des tubes de 100 pL puis est rapidement congelé

dans de I’azote liquide afin d’étre stocké a -80°C.
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La centrifugeuse utilisée est la Beckman TL-100, le rotor TLA 100.3 et les tubes Ultra-Clear
tubes %2 x 2, 13 x 51 mm (référence 344057 chez Beckman).

e Tampon pour le protocole de pontage chimique:

Cross-linking buffer : 100 mM HEPES-KOH; 100mM KCI; 10 mM MgClz; pH 7,6.

Binding buffer: 20 mM HEPES-KOH; 100mM NH4OAc; 20 mM MgClz; 1 mM TCEP; pH
7,4.

Quenching buffer: 1 M NH4OAc; 1M Tris-HCI pH 7,4.

Dissociation buffer: 20 mM HEPES-KOH; 100 mM NHsOAc; 0,3 mM MgCly; pH 7,4

Strep-Tactin lysis buffer: 20 mM HEPES-KOH; 150 mM KCI; pH 7,5.

e Protocole du pontage chimique

Le pontage chimique avec 'EDC permet de lier covalemment deux protéines dont les résidus

aspartate/glutamate et lysine se retrouvent proches dans I’espace (Figure MM-6).

Protéine B

- H
e ~R¢ Protéine B NS
N -
H\ H\ :—IZ> i Q

o+ —) 0 N N 4 N

: J{ O by
OH C 0 NH - 0% “NH
Nj k Protéine A |\

Protéine A Protéine A
EDC

Figure MM-6: Réaction de pontage chimique entre ’EDC et les groupements carboxyle et amine

~

primaire de deux protéines.

On incube 5 UM de ribosome avec 25 M de strep-PDF dans le « cross-linking buffer »
dans un volume total de 23,75 pL. On incube alors I’échantillon durant 30 min a 25°C. On
ajoute ensuite de ’EDC a une concentration finale de 50 mM, de fagon a obtenir un volume
final de 25 pL. On incube 30 min a 25°C. On ajoute alors 2,75 pL de « quenching buffer ».
L’échantillon est ensuite dilué avec le « binding buffer » pour obtenir un volume final de 50
pL. On ajoute alors 100 uLL d’extrait S150 et on charge I’échantillon sur 2 mL d’une couche de
sucrose a 20% (réalisée dans du « binding buffer »). On centrifuge 1’échantillon dans un rotor
TLAS55 a 55000 rpm durant 3,5 h a 4°C (ou 55000 rpm durant 2,5 h a 4°C dans un rotor TLA
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100.3). Le culot est ensuite lavé deux fois avec 300 pL de « dissociation buffer » froid. Le culot
est alors resuspendu dans 20 pL de « dissociation buffer ». Une mesure de la concentration de
ribosome est effectuée a 260 nm. En paralléle, on équilibre la résine Strep-Tactin-Sepharose
avec 30 pL de « dissociation buffer », puis une fois équilibrée, on ajoute la résine au culot de
ribosome resuspendu. On ajoute alors de la Bovine pancratic RNase A (Roche) a une
concentration finale de 5 pg/mL. L’échantillon est incubé la nuit a 4°C. Le lendemain, on
transfére 1’échantillon (incluant la résine) dans un tube « filter spin column (MoBiTec) » de 1
mL. On centrifuge 30 s a 100 g a 4°C. On récupere les protéines non accrochées en lavant la
résine 3 fois avec 100 pL de « Strep-Tactin lysis buffer ». On élue ensuite les protéines
accrochées a la colonne avec 25 pL de tampon de charge 1X et on incube I’échantillon a 95°C
durant 10 min. On centrifuge ensuite durant 2 min a 16000 g afin de récupérer les protéines.
Les echantillons sont alors préts a étre analysés sur gel SDS-PAGE et/ou Western-blot .

1-Pontage chimique entre 70S et Vp16PDF avec EDC 2-Ultracentrifugation pour sédimenter les complexes 3-Elimination du surnageant
ribosomes-Vp16PDF. Digestion du culot a la RNAse
= @ © &
,ig% e
. s>
ey
e, A
— »
(2 rep.,
ey
2

;—)/:>

.
-
w trep, o,
X
s - J % 'S -
3 C— e O !”%[a N trep, g 1 = ‘
€
708 [ - + + + 3 % '
Vp16PDF| + + + = + - Strey,
%
EDC = b = ¥ +
6-Analyse par western blot et spectrométrie de masse pour 5-Récupération des protéines Vp16PDF liées a leur 4-Purification des complexes Vp16PDE-protéines
identification des protéines partenaires de Vp16PDF. partenaire. ribosomales avec résine d'affinité strep-tag.

Figure MM-7: Principe du pontage chimique entre 70S E. coli et Strep-Vpl16PDF avec EDC.

B.5 Cristallisation de complexes 70S/facteurs NME
Les ribosomes de T. thermophilus ont été cristallisés selon le protocole utilisé dans I’équipe de
Marat Yusupov 823 par la technique de diffusion de vapeur en réalisant des gouttes assises

dans des boites 24 puits.

Les cristaux de ribosomes seuls sont obtenus en mélangeant 2 pL de ribosomes a 13 UM et 2
pL de solution de puits contenant 3,8 a 4,3% de PEG-20000, 3,8 a 4,3% de PEG-550 MME,
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100 mM de KSCN et 100 mM de Tris-acétate pH7. Les réservoirs contiennent 400 pL de
solution de cristallisation. L’échantillon de ribosomes contient 185 pmol d’ARNt™Met
préalablement activé 2 min & 55°C ainsi que 2,8 mM final de DBC (deoxy big chap). Les
protéines PDF ou MetAP ont été cocristallisées avec les ribosomes, en préparant des
échantillons contenant un exces molaire 6X de protéine par rapport aux ribosomes. Les boites
sont incubées a 24°C durant 2 a 3 semaines.

Les cristaux obtenus sont soumis a un protocole de cryoprotection, 24h avant les expériences
de diffraction des rayons X. Pour cela, la solution de cristallisation d’un puits est transvasée
dans un tube ou I’on ajoute du MgCl, a une concentration finale de 10 mM. 600 pL de 60%
MPD sont ajoutés dans les puits ainsi vidés et 10 puL de solution de cristallisation contenant
10mM de MgCl. sont alors ajoutés dans chacune des gouttes de cristallisation. Les boites de
cristallisation ainsi préparées sont mises a équilibrer 24h a 24°C. Une fois sur la ligne de
lumiere, soit 24h aprés le début du protocole de cryoprotection, la solution des gouttes de
cristallisation est échangée par 3 ajouts successifs de 45 uL de solution de cryoprotection (ajout
de solution puis élimination sans toucher aux cristaux, 3 fois de suite), constituee typiquement
de 4,5% PEG-20000, 4,5% PEG-550 MME, 0,1M KSCN pH7,0, 10 mM MgAcetate, 30%
MPD. Les cristaux sont alors montes sur une boucle et congelés directement dans le flux d’azote

sur la téte goniométrique.

Les expériences de diffraction ont été réalisées au synchrotron SOLEIL sur la ligne de
lumiére PROXIMAL.
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pBAD/Myc-HisA

Nrul {3802}
ORF frame 2
ORF frame 3

EcoRV (3450
Af1l] {2255)

pGEX_3 primer

pER3Z2_origin

ara02

Agel T4)

a0l

CAP BS
pBAD_fwd_primer
Araltlz
ARA_promoter
Mool (317)

Kheol {330)

SBacl (331}

Bglll {334}

Psitl {342)

Fuull {343)

Kpnl {350}

EcoRl {358)
BstBl (362)
Hindl |1 {385)
Apal (3T5)

Sall {418
pTreHis_rewv_primer
pBAD rev_primer

rmiB_terminator
B _T1_terminator
rmiB_T2_terminator
AmpF_promoter

Ampéciliin
ORF frame 3

Fspl {1545)
Asel (1587
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> pET-22b

TT_terminator
TT_Terminal_primser
Xhol {158)
MNotl {188}
Eagl (188)
Hindlll {173}
Sall {179
Sacl (190}
EcoRl {152}
BamHI {158}
Mool {220}

M=ol {Z25)
Ndel {ZB8)
T7_transl_en_RES

Xbal (328)
lac

T7_promaoter

Bglll {252}
AmpR_promaoter pBRrevBam_primser
tet (300 - 583}

ORF frame 1

CRF frame 2 Bcill {1128)

Ampicilin lzcl

Pstl (4353} Apal [1325)

ORF frame 2
pBR3ZZ_origin

Hpal {1820}

tet (575 - 351}

pGEX_3 primer
ROP
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» Constructions en pET-16b :

(5138) EcoRI et promoter
(6067 Aatll { f

(6065) Zral_ BspDI - Clal (24)

85683 St N O HindIIT (29)
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(5138) EcoRI

od witl
: tet promoter
(6067) Aatll
\ | BspDI - Clal (24)
(6065) Zral. \ \ | / HindIII (29)
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~_— Pmll (340)
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(6138) EcoRI BspDI - Clal (24)
(6067) Aatll HindIII (z9)
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\
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» Construction des chiméres en pBAD/Myc-HisA
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(74) Agel BStEIL (77)
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Titre : Caractérisation structurale et fonctionnelle de la peptide deformylase du phage Vpl6T

Mots clés : modification co-traductionnelle, ribosome, déformylation, NME, enzymes, phages

Résumé : Les protéines en cours de synthese subissent des modifications trés précoces de leur extrémité
N-terminale, dés lors que celle-ci émerge du tunnel de sortie du ribosome. La premiere modification est
I’excision de la méthionine initiatrice, assurée par une méthionine aminopeptidase (MetAP), précédée
de sa déformylation par une enzyme peptide déformylase (PDF) chez les bactéries et dans les
mitochondries et chloroplastes. Ce processus est ubiquitaire et essentiel, et a été décrit dans tout le regne
du vivant. Chez les bactéries, les PDFs de type 1B se fixeraient au ribosome a proximité de I’extrémité
du tunnel de sortie du peptide naissant, via son hélice a. C-terminale. Or des analyses métagénomiques
récentes ont révélé la présence insoupgonnée de génes codant des PDFs putatives chez des virus marins.
De maniére inattendue, toutes les PDF virales présentent des séquences C-terminales trés courtes et
dépourvues de I’hélice a3. L’identification de ces PDFs atypiques souléve alors de nouvelles questions
quant a leur possible interaction au ribosome et a leur fonction biologique. L’objectif de ma thése a donc
été de réaliser la caractérisation compleéte et intégrée de la peptide déformylase du bactériophage Vp16T,
dont la séquence est I’une des plus courtes connues a ce jour. J’ai montré que le phage Vp16T code une
protéine active, in vivo et in vitro, et qu’elle peut se lier au ribosome malgré I’absence d’hélice o C-
terminale. La caractérisation structure-fonction de Vp16PDF a révélé des caractéristiques uniques qui
pourraient alors expliquer sa fonction au cours de la réplication du phage. Ainsi j’ai montré que
I’expression de Vpl6PDF chez E. coli modifie la structure de I’enveloppe, induit 1’accumulation
d’agrégats et finalement inhibe la croissance bactérienne. De plus, 1’étude de souches bactériennes
mutantes a montré que Vp16PDF interfére spécifiquement avec le repliement et I’adressage de protéines
membranaires. Cette derniére fonction pourrait permettre de déstabiliser la membrane de 1’héte et ainsi
favoriser la libération des particules virales.

Title : Structural and functional characterization of peptide deformylase from Vpl6T phage

Keywords : co-translational modification, ribosome, déformylation, NME, enzymes, phages

Abstract : Being synthesized proteins undergo very early changes in their N-terminal end, since it
emerges from the outlet channel of the ribosome. The first modification is the excision of the initiator
methionine, provided by a methionine aminopeptidase (MetAP), preceded by its deformylating enzyme
peptide deformylase (PDF) in bacteria and in mitochondria and chloroplasts. This process is ubigquitous
and essential, and has been described in the kingdom of life. In bacteria, Type 1B PDFs would bind to
the ribosome near the end of the outlet tunnel of the nascent peptide via its C-terminal helix a. But
recent metagenomic analyzes revealed the unexpected presence of genes encoding putative PDFs in
marine viruses. Unexpectedly, all viral PDF have very short C-terminal sequences and lacking the a3
helix. The identification of these atypical PDFs then raises new questions about their possible interaction
with ribosome and their biological function. The aim of my thesis was therefore to achieve the complete
and integrated characterization of peptide deformylase bacteriophage Vp16T, the sequence is one of the
shortest known to date. | showed that the phage Vp16T code an active protein in vivo and in vitro, and
can bind to the ribosome despite the absence of the C-terminal helix o. The structure-function
characterization Vp16PDF revealed unique features that could then explain its function in the replication
of the phage. Thus | have shown that expression in E. coli Vp16PDF modifies the envelope structure,
induces accumulation of aggregates and ultimately inhibits bacterial growth. In addition, the study of
mutant bacterial strains showed that Vp16PDF specifically interfere with the folding and addressing of
membrane proteins. This latter function could help destabilize the membrane of the host and thereby
promote release of viral particles.
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