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RESUME

Le facteur hétérotrimérique e/alF2 joue un rdle central dans le démarrage de la
traduction chez les Eucaryotes et chez les Archées. Il conduit I’ ARNLt initiateur méthionylé
jusqu’ au ribosome et assure la spécificité de sélection du codon de démarrage sur I’ARNm.
La structure cristallographique d’ alF2y de I’ archée Pyrococcus abyssi, précédemment résolue
au laboratoire, a révélé une trés forte homologie entre alF2y, qui constitue le ceeur de
I"hétérotrimére, et le facteur d é@ongation bactérien EF1A. Cependant, y possede des
caractéristiques structural es propres qui pourraient étre responsables de sa spécificité d action
dans le démarrage de la traduction.

Une étape cruciale de ce travail a consisté a développer un test de suivi in vitro de
I'association d'alF2 au Met-ARNt™®. Ce test a permis dévaluer |'importance des
caractéristiques du Met-ARNtV® et la contribution de chacune des sous-unités de
' hétérotrimére dans la formation du complexe alF2:Met-ARNtM®. Ainsi, il a é&é montré que
e résidu méthionine constitue un déterminant majeur dans |a reconnaissance du Met-ARNt;™®
par alF2. D’autre part, il apparait que la sous-unité y seule est effectivement capable de lier
I’ARNt selon un mode similaire a celui observé pour EF1A mais avec une affinité
considérablement réduite par rapport a celle de I’ hétérotrimere. Nous avons montré que la
présence de la sous-unité a était nécessaire pour retrouver une affinité optimale vis-a-vis de
I’ ARNt tandis que la sous-unité 3 ne semble pas jouer de réle dans cette liaison. L’ utilisation
d une stratégie de découpage d’' o en domaines séparés a montré que c'est le domaine 3
d alF2a qui lie la sous-unitéy par I'intermédiaire d’ une boucle du domaine 2 dey. De plus, le
dimére apsy semble nécessaire et suffisant pour retrouver une affinité pour I’ARNt
comparable a celle du facteur natif.

Dans un second temps, des cristaux de la sous-unité o entiere et d’ une forme tronquée
correspondant aux domaines 2 et 3 ont été obtenus. Les structures d’ ap23 et d a. complet ont
été résolues a respectivement 2.26 et 3.37 A de résolution. L’analyse du modé&e structural a
révélé une mobilité du domaine 3 d’ a par rapport au bloc rigide formé par les domaines 1 et 2.
La comparaison de séquences d e/alF2a. a montré que les zones de conservation d' o se
situaient principalement dans le domaine 1 et dans le domaine 3 de la protéine, qui possedent
tous les deux des propriétés générales de liaison des ARNs. Le domaine 1 d’a pourrait ainsi
interagir avec un autre partenaire de type ARN du démarrage de la traduction, te que
I’ARNmM ou I’ ARN ribosomal.

Finalement, des cristaux d'alF2oy de Sulfolobus solfataricus ont été obtenus et la
structure de I’hétérodimére a éé résolue a 3.0 A. Cette structure a confirmé les données
biochimiques précédemment obtenues: le domaine 3 de la sous-unité o interagit avec le
domaine 2 de vy, au niveau de la boucle L1 précédemment caractérisée. L’ anayse de cette
structure a révélé pour la premiére fois une conformation des régions Switch de y similaire &
celle observée au sein du complexe EF1A:GDPNP:ARNL, ce qui permet d’ expliquer la GTP-
dépendance de lafixation du Met-ARNt® par al F2. La comparaison de cette structure a celle
d EF1A suggere que seule y pourrait étre en contact avec I’ARNt au sein de I’ hétérodimere
ay. Le renforcement de I’ affinité pour I’ARNt observé en présence d’ o hous a conduit a
envisager un role possible d' o dans I’ établissement des conformations observées pour les
régions Switch danslastructure d’ alF2y.



SUMMARY

Eukaryotic and archaeal initiation factors 2 (e/alF2) are heterotrimeric proteins (afy)
that supply the small ribosomal subunit with methionylated initiator tRNA, therefore insuring
specific recognition of the start codon on mMRNA. The structure of alF2y from the archaeon P.
abyssi was previously solved in our laboratory. The y subunit, which forms the core of the
heterotrimer, is a close structural homologue of bacterial elongation factor EF1A. However, it
displays specific features that could account for its specific role in tranglation initiation.

One of the main goals of this work has been to design an in vitro assay to follow the
association between alF2 and Met-tRNA;®. This test enabled us to identify determinants of
Met-tRNA;® important for its recognition by alF2 and to investigate the role of each subunit
of alF2 in tRNA binding. On the one hand, the methionine moiety of initiator tRNA is a
crucial determinant for Met-tRNAM® recognition by alF2 while the other nucleotidic
determinants have only a minor role. On the other hand, the y subunit alone is able to bind
Met-tRNA;M® in a manner similar to that of EF1A. But its affinity for the tRNA molecule is
strongly reduced in comparison to the affinity of the intact heterotrimer. Therefore, at least
one other subunit must play arole in this interaction. Indeed, the o subunit is required to have
a full tRNA binding while p has no role in this interaction. Within the a subunit, domain 3
binds the y subunit via an idiosyncratic loop located in domain 2 of alF2y. Moreover, the apay
heterodimer is necessary and sufficient to have an optimal affinity for Met-tRNAM®,

In a second step, we obtained crystals of the intact alF2a and of a truncated version of
a formed of only domains 2 and 3. The structures of op,.3 and o were solved at 2.26 and 3.37
A resolution, respectively. The three-domain organisation of o is conserved in Eukarya and
Archaea. Domains 1 and 2 form a rigid body which is linked to a third mobile domain.
Sequence comparisons established that the most conserved regions in alF2a lie at opposite
sides of the protein, within domain 1 and domain 3. Both domains show general RNA binding
properties. Thereby, domain 1 could interact with either rRNA or mRNA on the ribosome.

Finally, crystals of alF2ay from Sulfolobus solftaricus were obtained and the structure
of the heterodimer was solved and refined to 3.0 A resolution. This structure confirmed
biochemical data previously obtained: opz connects domain 2 of the y subunit via the L1 loop
of y. For the first time in an alF2y structure, conformation of the two switch regions of vy
involved in GTP binding are similar to those encountered in the EF1A:GTP:Phe-tRNAP®
complex. Comparison with the EF1A structure suggests that only the y subunit of the alF2ay
heterodimer contacts tRNA. Because the o subunit markedly reinforces the affinity of the y
subunit for tRNA, a contribution of o to the switch movements observed in the y structure is
considered.
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Chapitre I : Introduction - Le démarrage de la traduction.

Latraduction est un processus cellulaire fondamental au sein de tout organisme vivant.
Elle correspond a la derniére étape de décodage de I’information génétique, portée par I’ acide
désoxyribonucléque (ADN). Ce processus de décodage se déroule en deux temps.

La premiere phase, appelée transcription, permet de segmenter le support de
I'information génétique. En effet, chacune des longues molécules d ADN double brin
enroulées en hélice est transposée en divers fragments d acide ribonucléique messager
(ARNmM). Chague fragment mono brin ne comporte ainsi qu’un nombre limité de genes, ou
méme un unique géne comme C’est le cas pour les ARNms des Eucaryotes. Chez ces derniers,
I”ARNmM primaire nouvellement synthétisé subit une étape supplémentaire dite d’ épissage qui
permet d exciser certaines régions non codantes (ou introns). Le transcrit épissé est alors doté
d une coiffe en 5 et d’une extrémité 3' polyadénine pour former I’ARNmM mature qui sera
traduit.

La seconde phase, appelée traduction ou plus communément synthese des protéines,
consiste a passer de cet alphabet a4 lettres (A, U, G, C) commun aux acides nucléques, a un
nouvel alphabet, composé de 20 lettres - les 20 acides aminés qui entrent dans la composition
des protéines. Le code génétique constitue la clé qui permet de passer d’un langage a |’ autre.
Cette clé est matérialisée au sein des cellules par des molécules particulieres : les ARN de
transfert (ARNt). Ces petites molécules polynucléotidiques comportent une extrémité
anticodon qui va s associer avec les codons présents sur I’ARNm par complémentarité. A
I” autre extrémité de la molécule, un acide aminé, qui correspond a la séquence de I’ anticodon,
a été fixé par une aminoacyl-ARNt synthétase. Il sera attaché au polypeptide naissant aprés
appariement correct entre le codon et I’anticodon. Ainsi, en associant de maniere linéaire et
covaente un acide aminé a chague nouveau codon de I’ARNm, une chaine polypeptidique
sera synthétisée en traduisant fidelement I’ information portée en amont par e géne présent sur
I”ADN.

Dans les cellules vivantes, |a biosynthése des protéines alieu au niveau des ribosomes.
Ces macromolécules ribonucléoprotéiques sont des complexes enzymatiques qui catalysent
les étapes-clés de la synthese protéique. La traduction étant un processus complexe, un grand
nombre de protéines, appel ées facteurs de traduction, vont venir seconder |e ribosome dans sa
tache. Comme toute réaction de polymérisation, la traduction peut étre divisée en trois
phases: le démarrage, I'élongation et la terminaison. Le recyclage du ribosome, en fin de
traduction, peut éventuellement étre considéré comme une quatrieme étape.
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Chapitre I : Introduction - Le démarrage de la traduction.

La phase de démarrage de la traduction est déterminante pour la synthése peptidique
car elle fixe le codon de départ sur I’ARNmM, et par conséquent, le cadre de lecture du
polynucléotide. Il s'agit donc d'une éape majeure de I’ensemble du cycle cellulaire, de
laquelle vont dépendre la fidélité, I’ efficacité et la régulation de I’ expression des genes. De
maniére universelle, la biosynthese des protéines de tous les étres vivants débute par
I"incorporation d’ une méthionine. Toute la difficulté de cette étape de démarrage va donc
résider dans la capacité du complexe de démarrage a reconnaitre le codon AUG codant pour
la méthionine initiatrice sur I’ARNmM. Pour réaliser cette reconnaissance rigoureuse, le
ribosome va devoir faire appel a un ARNt unique dans la cellule: I’ARNt initiateur
méthionylé. Un jeu complexe de facteurs de démarrage va en outre intervenir pour permettre
cette reconnaissance.

Si le mécanisme général de la traduction est globalement conservé dans les différents
domaines du monde vivant, un regard plus approfondi sur les étapes successives met en
évidence des différences significatives entre les traductions bactérienne, eucaryotique et
archéenne, tant au niveau du nombre et de la nature des facteurs protéques mis en jeu que du
déroulement méme du processus. Un exemple de cette divergence correspond au facteur
protéique chargé de recruter spécifiqguement I’ ARNL initiateur méthionylé sur la petite sous-
unité ribosomale. Chez les Eucaryotes et les Archées, ce facteur est un hétérotrimere
respectivement nommeé el F2 et alF2. Malgré son réle crucial dans I’ étape de démarrage, il ne
possede pas d’ orthologue bactérien. En effet, chez les Bactéries, I’ ARNt initiateur méthionylé
est modifié par une réaction de N-formylation et un facteur monomeérique, nommé IF2, est
responsable de sa prise en charge sur le ribosome. De maniére surprenante, les séquences de
génomes ont finalement révélé la présence, chez les Eucaryotes et chez les Archées, d'un
orthologue d' IF2 bactérien nommé e/alF5B (voir Tableau 1.26). Ains, chez ces organismes
coexistent le facteur hétérotrimérique e/alF2 et le monomeére e/alF5B. La compréhension du
mécanisme d’ action et du role précisd’ e/alF2 vis-a-vis de I’ ARNt initiateur constitue donc un
enjeu majeur alafois d un point de vue purement mécanistique mais également pour étudier
les relations évol utives entre les 3 domaines du monde vivant.

Dans cette introduction, nous alons nous intéresser a la phase de démarrage de la
traduction. Nous avons choisi de décrire le processus en mettant en lumiere les ressemblances
et les divergences existant au sein des trois domaines du monde vivant. Dans un second
temps, nous nous recentrerons sur le démarrage de la traduction eucaryotique et archéenne, et
nous étudierons en détail le réle du facteur de démarrage e/alF2, qui constitue le sujet
principal de cetravail de these.
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Chapitre I : Introduction - Le démarrage de la traduction.

Partie A : Le démarrage de la traduction bactérienne.

Le démarrage de la traduction est un processus complexe et hautement régulé qui
implique des composants a la fois protéiques et ribonucléiques, a I’'instar du ribosome qui
accueille toute la phase de traduction. Chez les Bactéries, seulement trois facteurs protéques
interviennent dans |’ étape de démarrage (IF1, IF2 et IF3), tandis qu’ une douzaine de facteurs
est nécessaire dans le systéme eucaryotique. Cette phase correspond a I’ éape limitante du
processus traductionnel : |’ assemblage du ribosome sur I’ ARNmM nécessite quel ques secondes
et le ribosome traduit ensuite I’ARNmM a une vitesse approximative de 12 acides aminés par
seconde (Kennell and Riezman, 1977).

Au cours de ces derniéres années, de nombreux progrées ont été faits dans la
compréhension de ces mécanismes, en particulier grace aux avancées spectaculaires réalisées
dans le domaine de I'éude structurale des complexes macromoléculaires. Les efforts
conjugués de la cristallographie par diffraction des rayons X et de la cryo-microscopie
électronique ont permis d' obtenir des représentations précises de ces assemblages. Si la
dynamique méme du processus souleve encore de nombreuses interrogations, la mise en
lumiére par ces structures des interactions entre les différents partenaires a permis de mieux
comprendre le déroulement de cette étape et une abondante documentation est désormais
disponible sur le sujet (Sonenberg et al., 2000 ; Gualerzi et al., 2000 ; Boelens and Guaerzi,
2002 ; Laursen et al., 2005 ; pour revue). Dans cette introduction, une description générale du
mécanisme du démarrage de la traduction sera d’ abord présentée. Puis les différentes étapes
seront reprises en détail atravers |’ éude des relations structure-fonction des composants de la
machinerie biosynthétique

1) Les étapes du mecanisme.

Le ribosome bactérien (70S) est composé d'une grande sous-unité (50S) et d’'une
petite sous-unité (30S), ellessmémes formées d’'un assemblage de protéines et d ARNs La
sous-unité 30S contient ainsi 21 protéines et un ARNr sédimentant & 16S. La sous-unité 50S
est quant a elle composée de 34 protéines et de 2 ARNrs sédimentant respectivement a 5S et
23S. La structure tertiaire de I’ARN ribosomal est stabilisée par différents types
d’interactions, notamment des interactions ARN-ARN, des interactions ARN-protéines et des
pontages par desions Mg?* qui stabilisent les polynucl éotides ribonucl & ques phosphatés (Ban
et al., 2000; Nissen et al., 2001). Le ribosome possede trois sites de liaison pour les
molécules I’ ARNLt : le site A (aminoacyl) ou se fixent les ARNts éongateurs, le site P
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Chapitre I : Introduction - Le démarrage de la traduction.

(peptidyl) qui fixe I’ARNt portant la chaine polypeptidique naissante et accueille I’ ARNt
initiateur, et le site E (exit) ou se retrouvent les ARNts déacylés avant leur gection du
ribosome. La Figure 1.1 présente une vue générale des deux sous-unités ribosomales
bactériennes.

Tete P

—
%, Plateforme

S’n‘e de oA }i\.

décodage " © i’-"?;‘ b LR

% P A -
A e R
Epaule |\« Tak: Sy 0 P a3

Centre Peptidyl-
Transférase (PTC)

Sous-unité 50S

Figure 1.1 : Vue générale de la petite et de la grande sous-unité du ribosome bactérien
d aprées Ramakrishnan, 2002. La face visible de chaque sous-unité correspond a la face qui
interagit avec I’ autre sous-unité au sein du ribosome 70S.
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Chapitre I : Introduction - Le démarrage de la traduction.

Le lancement d’ un nouveau cycle de traduction nécessite |a dissociation préalable du
complexe 70S en sous-unités separées. Cette dissociation est déclenchée par le facteur de
recyclage RRF (Ribosome Recycling Factor) et |a trandocase EF-G (Elongation Factor G).
Cette étape requiert I’ hydrolyse d’une molécule de GTP portée par EF-G. Cette dissociation
produit une sous-unité 50S libre et une sous-unité 30S complexée a I’ARNmM et au dernier
ARNt déacylé bloqué au site ribosomal P. L’ gection de ce dernier ARNt de la sous-unité 30S
nécessiterait I'intervention du facteur de démarrage IF3 ( Karimi et al., 1999, Agrawal et al.,
2004) (Etape 1 delaFigure 1.2).

Une fois le complexe de post-terminaison dissoci€, la réassociation 30S — 50S est
empéchée gréce au réle anti-associateur du facteur IF3 qui se fixe sur la petite sous-unité
ribosomale. Le facteur IF1 vient stimuler I'activité anti-associatrice d'IF3 en se fixant
également sur la 30S. L’action conjuguée de ces deux facteurs de démarrage pourrait
également permettre de faciliter la dissociation de complexes 70S reformés prématurément.

Apres dissociation du ribosome, IF2, ’'ARNmM et I’ARNt initiateur se fixent
successivement a la sous-unité 30S dans un ordre qui reste a déterminer. L’ARNmM est
prépositionné sur le ribosome grace a I’'interaction d une séquence dite de Shine-Dalgarno
(SD), placée en amont de la séquence a traduire sur I’ARNmM, avec une séguence
nucléotidique qui lui est complémentaire sur I’ ARNr 16S (ASD) (Shine and Dalgarno, 1974).
Le positionnement précis de I’ ARNm de maniére a ce que le codon AUG initiateur se trouve
au niveau du site ribosomal P requiert la présence des trois IFs. L’ ordre exact dans lequel les
différents partenaires du complexe de prédémarrage se fixent sur le ribosome n'étant pas
certain, deux hypothéses sont a envisager. Soit les trois facteurs de démarrage sont dg§a
présents lors du recrutement de I’ ARNmM et par conséquent, le polynucléotide est directement
placé dans une position optimale pour I'interaction codon-anticodon. Soit I'ARNmM est
prépositionné grace a l’interaction SD-ASD au niveau du ribosome et |e recrutement des IFs
permet ensuite d’ guster son positionnement de maniere a ce que le codon initiateur se
retrouve pres du site P du ribosome (La Teanaet al., 1995).

L’ ARNL initiateur est également positionné au niveau du site P de la 30S selon un
mode de liaison qui est tout d' abord indépendant de son interaction avec le codon de I’ ARNmM
(Tomsic et al., 2000). Le facteur 1F1, qui sefixe au niveau du site A de la 30S, empéche ainsi
le recrutement de I’ARNt initiateur au niveau du site A et il participe conséguemment a sa
fixation au site P (Dahlquist and Puglisi, 2000 ; Carter et al., 2001). IF3 stabilise également la
liaison de I'’ARNt initiateur au site P (Gualerzi et al., 1977). Chez les Bactéries, I’ARNt
initiateur porte une méthionine formylée (fMet-ARNt) et il est spécifiquement reconnu par
le facteur IF2 avec lequel il interagit sur le ribosome (Etape 2 de la Figure 1.2).
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Le complexe de prédémarrage correspond donc a la 30S sur laquelle sont fixés les 3
facteurs de démarrage et I’ ARNm dans une position d attente avec le fMet-ARNt"® ancré sur
la 30S de maniére indépendante du codon initiateur. Ce complexe peu stable va alors subir un
changement conformationnel qui permet I’interaction codon-anticodon entre I’ARNmM et le
fMet-ARNtM®, créant ainsi un complexe 30S stable (Gualerzi et al., 1977 ; Pon and Gualerzi,
1984). La vaidité de cet appariement est ensuite vérifiée dans |’ étape de décodage, en
particulier gréce a IF3 qui est capable de dissocier un complexe pour lequel le codon de
I’ARNmM et I’anticodon de I’ARNt sont mésappariés (Hartz et al., 1990) (Etape 3 de la
Figure 1.2).

Apres relargage des facteurs IF1 et 1F3, | association de la sous-unité 50S pour former
le complexe de démarrage 70S est stimulée par IF2. Le fMet-ARNt"® est alors gjusté au
niveau du site P du ribosome, ce qui en fait désormais un substrat du centre
peptidyltransférase (PTC) de la 50S, tandis que I’ hydrolyse du GTP porté par IF2 en GDP et
en Pi induit I’ §ection d'IF2 du ribosome (Etapes 4 et 5 de laFigure 1.2).

Le complexe de démarrage est alors prét pour accueillir un aminoacyl-ARNt
élongateur au niveau du site A qui arbore le second codon de I’ ARNmM. Cet ARNt est apporté
par le facteur d'@ongation EF1A sous forme d un complexe ternaire avec une molécule de
GTP. Lapremiére liaison peptidique entre cet acide aminé et la N-formyl-méthionine est alors
formée au sein du PTC. Enfin, la premiere phase de translocation permet de faire glisser le
peptidyl-ARNt ainsi formé vers le site ribosomal P, tandis que I’ ARNt déacylé présent au site
P est lui-méme déplacé vers le site E. Ce glissement des molécules d ARNt s accompagne
d’'un mouvement paraléle de I’ARNmM qui permet de maintenir la correspondance codon-
anticodon pour chague ARNt. Cette translocation assurée par EF-G libere le site A du
ribosome qui est ainsi prét pour entrer dans la phase d’ él ongation.

LaFigure 1.2 récapitule les différentes étapes de ce processus.
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de terminaison Met

Complexe 70S en fin Fixation de ’ARNm dans une position d’attente
@ Fixation du fMet-ARN¢

indépendamment du codon

'* fMet- ARNt;
=

Dissociation des sous-unités
ribosomales par RRF/EF-G

Complexe de prédémarrage 30S
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Figure 1.2 : Le démarrage de la traduction chez les Bactéries d apres Laursen et al., 2005.

2) Formation du complexe de prédémarrage.

1. Activités anti-associatrices d’IF3 et d’1F1.

IF3 est une proténe de 20.4 kDa (soit 180 résidus) chez E. coli. Ce facteur comprend
deux domaines de tailles voisines séparés par une région flexible d environ 45 A riche en
lysines. La structure de ces deux domaines a été résolue par diffraction des rayons X et/ou
spectroscopie RMN (Biou et al., 1995; Garcia et al, 1995). Les deux domaines sont
représentés sur la Figure 1.3.
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Domaine N-terminal d'IF3 Domaine C-terminal d'IF3

Figure 1.3 : Structure des domaines N- et C-terminaux d'IF3. A gauche, structure du domaine N-
terminal d'IF3 de B. stearothermophilus (Biou et al., 1995). A droite, structure du domaine C-terminal d’'IF3
d'E. coli (Garcia et al., 1995).

IF3 empéche la réassociation des sous-unités ribosomales en se liant a la sous-unité
30S (Grunberg-Manago et al., 1975). Ses deux domaines présentent chacun des propriétés de
liaison des ARNSs et interagissent indépendamment |’ un de I’ autre avec la sous-unité 30S. Le
domaine C-termina (IF3C) est suffisant pour assurer les diverses fonctions biologiques du
facteur. Cependant, en |’ absence du domaine N-terminal (IF3N), son affinité pour la 30S est
réduite (Petrelli et al., 2001). IF3N permettrait donc de stabiliser I’ association précaire entre
IF3C et la plateforme de la sous-unité 30S en créant un second point de contact sur le
ribosome. Des études cristallographiques et de marquage chimique ont permis de déterminer
la position de ce facteur sur la sous-unité 30S. Les résultats obtenus par cryo-EM et par sonde
avec des radicaux hydroxyles pointent une méme zone d'interaction (McCutcheon et al.,
1999 ; Dallas and Noller, 2001) tandis que les données obtenues par diffraction des rayons X
proposent un autre site de fixation d'IF3 (Pioletti et al., 2001). Cependant ces résultats
cristallographiques ont été remis en question car a cause de I’empilement du cristal, le site
initial de fixation d'IF3 pourrait ére masqué et IF3 se fixerait alors au niveau d'un site
secondaire, du fait de ses propriétés générales de liaison des ARNSs. La Figure 1.4 illustre le
model e de positionnement déduit des expériences de marquage de I’ ARNr 16S par sonde avec
des radicaux hydroxyles. D’ apres ce modéle, les nucléotides protégés par |F3 et ceux protégés
lors de la formation du complexe 70S correspondent a des zones qui se recoupent. Bien que la
masse d'IF3 représente moins de 2% de celle de la 50S, la fixation du facteur sur la 30S
empécherait la 50S d’ accéder a une large zone de la petite sous-unité ribosomale qui assure
des contacts majeurs entre les deux sous-unités (Cate et al.,, 1999 ; Yusupov et al., 2001).
Dans ce modéle, la position du domaine C-termina d’IF3 coincide avec celle de I'hélice 69
de I’ARNr 23S (Figure 1.3), cette hélice éant le principal constituant d’une zone pontant la

-18-



Chapitre I : Introduction - Le démarrage de la traduction.

50S. Ainsi, IF3 pourrait empécher la réassociation des sous-unités ribosomales en mimant
cette hélicede I’ ARNr 23S.

ARNr 16S

Figure 1.4 : Position du facteur IF3 sur la sous-unité ribosomale 30S relativement a IF1, a
I’ARNm et al’ ARNt initiateur d’ aprés Dallas and Noller, 2001. A) Modéle IF3-30S avec un ARNt
initiateur au site P (en jaune) et IF1 (en bleu) localisé d' aprés la structure du complexe |F1-30S (Carter et al.,
2001). IF3 est représenté en rouge et I' ARNm en magenta. Le domaine C-termina d’'|F3 occupe la position de
I"hélice 69 de I’ARNr 23S du complexe 70S. B) Interaction de I’hélice 69 (jaune) de I’ARNr 23S avec les
hélices 23, 24 et 45 (bleues) de I’ ARN 16S. La zone d'interaction sur I' ARN 16S est représentée en magenta. C)
Superposition des positions d' IF3C (rouge) et deI’hélice 69 de I’ ARNr 23S (jaune) sur la 30S.

Le caractere anti-associateur d’'IF3 est renforcé par IF1. IF1 est le plus petit des 3
facteurs de démarrage de la traduction bactérienne. 1l s agit d’ une protéine de 8.2 kDachez E.
coli et elle est composée d’'un unique domaine qui présente un repliement classique de type
OB-fold, caractéristique des protéines liant les acides nucléiques. Ce facteur est
universellement conservé puisque I’ on retrouve des homologues chez les Eucaryotes et chez
les Archées (respectivement nommés elF1A et alF1A). Sa structure a été résolue par RMN
(Sette et al., 1997) (Figure 1.18).

IF1 augmente la vitesse d’ association ou de dissociation des 30S avec les 50S mais il
n'est pas lui-méme responsable du déplacement dans un sens ou dans I’ autre de I’ équilibre
réalisé entre les 70S et les sous-unités libres. Par contre, en présence d' IF3 qui bloque
I"association des sous-unités ribosomales, IF1 va augmenter le taux de dissociation. Le
positionnement d'IF1 sur la 30S a été éudié en détail, par diverses approches. La résolution
de la structure de leur complexe (Carter et al., 2001) alevé toutes les ambiguités. IF1 selie au
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niveau du site A de la petite sous-unité ribosomale. Lors de cette interaction, le facteur insere
la boucle contenant les résidus 17 a 25 dans |I’hélice 44 de I’ ARNr 16S, ce qui repousse les
nucléotides A1492 et A1493 du centre de décodage du site A vers |’ extérieur (Figure 1.5). Le
changement conformationnel ainsi amorcé se répercute au sein de la sous-unité sur une
longue distance (environ 70 A). L’ état conformationnel obtenu pourrait correspondre a un état
de transition de |’ équilibre entre les formes associées et dissociées du ribosome, e facteur 1F3
permettant alors de faire pencher cet équilibre en faveur de la forme non associée
(Ramakrishnan, 2002).

A)

Corps

Figure 1.5 : Position d'IF1 sur la sous-unité ribosomale 30S d aprés Laursen et al., 2005. A)
Structure du complexe |F1-30S d' aprés Carter er al., 2001. IF1 est représenté en bleu, I’ hélice 44 de I’ ARNr 16S
en rouge, la boucle 530 en jaune et la protéine S12 en vert. L'hélice H44 (nucléotides A1492-A1493) et la
boucle 530 (nucléotide G530) forment le centre de décodage du site ribosomal A. B) Vue rapprochée mettant en
évidence les changements conformationnels induits par la fixation d'IF1. Les bases A1492 et A1493 sont
indiquées en magenta.

Ainsi, in vivo, les complexes 70S post-terminaux sont dissociés par RRF et EF-G. Et
la réassociation des sous-unités 30S et 50S ainsi libérées est bloguée par le facteur IF3 qui
agit conjointement avec IF1. Toutefois, on ne peut exclure un réle du couple IF3-1F1 dans la
dissociation de complexes 70S qui se seraient réassociés apres e processus de dissociation.

Dans tous les cas, a ce stade du démarrage de la traduction, la sous-unité 30S se
retrouve liée aux facteurs IF1 et IF3. Elle doit encore S associer avec IF2, I’ ARNm et le fMet-
ARNtM®. L'ordre dans lequel ces composés se fixent sur la 30S est cependant trés
controverse et notamment, il pourrait étre totalement al éatoire.
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2. Liaison de PARNm.

Pour former le bon complexe de démarrage, le codon initiateur doit étre
rigoureusement sélectionné sur I’ARNmM et en particulier, il doit ére distingué des autres
codons AUG codant pour des méthionines internes de la protéine atraduire. De plus, chez les
Bactéries, les ARNms sont polycistroniques, ce qui complique encore le travail de sélection.
Chagque séquence a traduire possede en général ses propres signaux de démarrage. Le
positionnement correct de I’ARNmM sur le ribosome, de maniere a séectionner le bon codon
de démarrage au niveau du site ribosomal P, est contrélé par différentes interactions entre
I’ARNmM et le ribosome. La plus importante d’ entre elles concerne une séquence de I’ ARNm
placée en amont de la séquence a traduire, sur larégion 5’ non traduite (5 UTR), et qui est
appel ée séquence de Shine-Dalgarno (SD). La séquence consensus des ARNms d’E. coli est
une séquence GGAGG située 7 £ 2 nucléotides en amont de I’ AUG initiateur. Chez E. coli, le
démarrage de la traduction peut également survenir sur un codon GUG ou UUG
(respectivement 8% et 1% des cas) (Schneider et al., 1986). Cependant, pour chacun de ces
trois codons initiateurs possibles, c'est toujours une méthionine qui est incorporée par
I"intermédiaire de I’ARNt initiateur N-formyl-méthionylé. Cette séquence SD va s apparier
avec une séquence complémentaire présente al’ extrémité 3' de I’ ARNr 16S de |la petite sous-
unité 30S, appel ée séquence anti-Shine Dalgarno (ASD) (Shine and Dalgarno, 1974).

Une autre interaction survient entre la protéine ribosomale S1 et une région de
I’ARNmM riche en pyrimidines qui se trouve en amont de la séquence SD. Cette région se
comporte comme un site de reconnaissance du ribosome (Boni et al., 1991) et une interaction
directe a été mise en évidence par cryo-EM (Senguptaer al., 2001).

Enfin, une région en aval du codon de démarrage appelée DB (Downstream Box) est
rencontrée sur certains ARNms et elle présente une forte complémentarité avec les bases 1469
a 1483 de I’hélice 44 de I’ ARNr 16S. Cette interaction DB-ADB serait donc de méme nature
gue I’interaction SD-ASD (Sprengart et al., 1990). Cependant aucune preuve géenétique ou
biochimique n’a pu mettre en évidence la nécessité de cette interaction pour le recrutement de
I’ARNmM par le ribosome. De plus, la structure de la sous-unité 30S de 7. thermophilus
suggere que I'épaule de la 30S Sinsere entre les deux zones potentielles d’interaction
(Wimberly et al., 2000).

L’ARNmM est d’abord prépositionné sur le ribosome au niveau dun site d attente

(« standby site ») puisil est gusté au niveau du site P par les différents facteurs de démarrage,
en particulier IF3 (LaTeanaet al., 1995).
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Le site de liaison du ribosome sur I’ARNm (RBS pour Ribosomal Binding Site)
s éend sur une trentaine de nucléotides. Le positionnement de I’ ARNm sur le ribosome a été
établi par cryo-EM (Frank et al., 1995) et plus récemment par diffraction des rayons X
(Yusupova et al., 2001). L’ARNm s enroule autour du « cou » de la sous-unité 30S a mesure
gu’il progresse au sein des tunnels ascendant et descendant (Culver, 2001). Un mouvement de
logquet entre la téte et le corps de la 30S qui survient lors de I’ activation du ribosome est a
I’origine de ces deux tunnels. Enfin, pour progresser dans ces tunnels, I’ARNmM doit étre

linéaire. Ainsi, saliaison ala 30S via la sequence Shine-Dalgarno entraine la disparition des
structures secondaires de I’ARNm. Ce dernier pourrait étre déroulé par des ARNm hélicases
avant son entrée dans le tunnel descendant car une hélice d ARN est trop large pour passer
dans le tunnel (Olsthoorn et al., 1995). La Figure 1.6 représente le cheminement de I’ ARNm
sur la 30S.

Tunnel descendant Tunnel ascendant

\y

>Ny

<0
N
‘\Q-‘

‘,.\ SN

x Am‘)\‘\\

Figure 1.6 : ARN messager lié a la sous-unité 30S d apres Yusupova et al., 2001. A) Un
ARNmM de 36 nucléotides, représenté en rouge, est fixé sur la 30S (ARN ribosomal en bleu et protéines en cyan).
B) Vue rapprochée. Les tunnels ascendant (upstream) et descendant (downstream) sont indiqués par des fléches.

3. Liaison de ’ARNTt.

¢ Reconnaissange.par.lE2..

L’ ARNLt initiateur est également recruté par le ribosome. Il est spécifiguement reconnu
par le facteur de démarrage IF2. Par analogie avec le démarrage eucaryotique et la phase
d dlongation, un modéle initial proposait que le fMet-ARNt® soit acheminé sur le ribosome
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sous forme d’un complexe avec le facteur IF2 (tout comme les complexes ternaires el F2:Met-
ARNtM*:GTP et EF1A:aa-ARNt™GTP). Un complexe binaire entre IF2 et le fMet-ARNtM
est effectivement formé in vitro. Par contre, cette interaction est indépendante de I’ état
nucléotidique du facteur de démarrage (forme libre, GDP ou GTP). Ce complexe présente
cependant un Kd faible (1,8 uM ; Petersen et al., 1979). Un autre modéle a finalement été
proposé selon lequel I’interaction entre IF2 et I’ ARNt initiateur a lieu sur la sous-unité 30S
(Canonaco et al., 1986). Du fait de la tres forte affinité d’ IF2 pour la 30S (de I’ ordre du nM),
un complexe IF2-30S serait ainsi préformé et il sdlectionnerait enstite le fMet-ARNt"®
parmi les autres ARNts cellulaires. Toutefois, certains résultats expérimentaux ne peuvent
étre expliqués par ce second modéle (Guillon et al., 1996 ; Mayer et al., 2003). 1l est donc
possible que les deux modes de recrutement coexistent au sein des cellules bactériennes.

L’ARNt initiateur qui sélectionne spécifiquement le codon initiateur AUG sur
I’ARNmM est un méthionyl-ARNt, aminoacylé par la methionyl-ARNt synthétase (MetRS).
Cependant, chez les Bactéries une étape supplémentaire permet daugmenter la
discrimination positive de I’ARN initiateur vis-a-vis des autres ARNts dans le processus de
démarrage : laméthionine liée a I’ ARNt initiateur est en effet N-formylée par 1a méthionyl-
ARNt transformylase (MTF). Cette enzyme catalyse le transfert d’un groupe formyl du N*-
formyltetrahydrofolate sur le groupe a.-amine de la méthionine pour former le fMet-ARNtM®.
Pour ce faire, ele doit donc distinguer le Met-ARNt initiateur du Met-ARNt élongateur. Ces
deux ARNts présentent des caractéristiques nucléotidiques spécifiques de leur réle dans la
traduction (Figure 1.7).

La paire de bases 1-72, qui est non appariée dans le cas de I’ARNt initiateur, est un
déterminant essentiel pour sa prise en charge spécifigue par la formylase. Ce degré de liberté
supplémentaire dans la chaine polynucléotidique permet a la tige acceptrice de I’ARNt
d avoir une extrémité 3 mono brin suffisamment longue pour atteindre le site actif de la
formylase, ce qui n'est pas le cas de I’ARNt éongateur du fait de |’ appariement G-C en
position 1-72 (Guillon et al., 1992 ; Schmitt et al., 1998).

De laméme maniere, |’ absence d’ appariement pour les positions 1 et 72 est également
déterminante pour éviter I'interaction du fMet-ARNtM® avec la peptidyl-ARNt hydrolase
(PTH). En effet, durant I’ élongation, les ARNts présents au site P du ribosome et portant la
chaine polypeptidique naissante peuvent se dissocier malencontreusement du complexe 70S.
Ces peptidyl-ARNTts sont aors inutilisables par les cellules et ils doivent par conséquent étre
recyclés. C'est laPTH qui assure le clivage du polypeptide estérifié al’ extrémité de I’ ARNL.
L’ action de laPTH s exerce également sur les ARNts aminoacylés N-bloqués. Aingi, le fMet-
ARNt® représente une cible potentielle pour cette enzyme. Des études biochimiques ont
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montré que la présence d une paire de bases parfaitement appariée en position 1-72 est
crucidle pour I'activité hydrolase de la PTH (Dutka et al., 1993). L’enzyme interagit
fortement avec le phosphate 5 du peptidyl-ARNt. Dans le cas de I'ARNt"®, le non-
appariement des bases 1 et 72 rend le phosphate 5 tres mobile et empéche donc sa
reconnaissance par la PTH. Latraduction peut ainsi avoir lieu.

A- Met A- Met
a C
C C
A A
¢ an Gec
Ge C GCeC
Ce G CeC
Ge C Ue A
8:8 uA, GeC u A
G A v CGGCC u G, S UGCCC
gi gucec A0 cuce ACAGG
G U T GAGC Uacpu T
A G AgA ¥ G A A G _ Cu’ ¥
D Ue A D D C'GG
AeU
UeA
CeG
20 AT,
U A U R
C AU ac4c AU

Figure 1.7 : Caractéristiques nucléotidiques distinctives des méthionyl-ARNts initiateur et

élongateur d'E. coli. Les régions importantes pour la reconnaissance spécifique de chague ARNt par les
différents partenaires de la traduction qui les prennent en charge sont indiquées comme suit: en magenta,
régions reconnues par la MTF, les bases C; A,, sont exclues par la PTH ; en rouge, appariement fort G;-C;,
exclu par laMTF ; en orange, déterminants de la tige anticodon du fMet-ARNtM® reconnus par IF3. Le groupe

formyl e responsable de |a reconnai ssance spécifique du fMet-ARNtM® par IF2 est encerclé en vert.

Le recrutement du fMet-ARNtM® est assuré par le facteur de démarrage IF2. Cest le
plus volumineux des facteurs de démarrage bactériens et il est présent sous trois isoformes
chez E. coli : IF2-1, IF2-2 et |F2-3 (97.3, 79.7 et 78.8 kDa respectivement). IF2 est compose
de plusieurs domaines. Nous nous référerons ici a la nomenclature concernant le facteur d'E.
coli proposée par Mortensen et al., 1998 et reprise sur la Figure 1.8. Ce facteur comprend une
partie N-terminale (domaines | a Ill) de longueur variable et faiblement conservée. Au
contraire, la partie C-terminale (domaines IV a V1) est universellement conservée puisque des
homologues de cette région d’'IF2 sont retrouvés chez les Eucaryotes et chez les Archées
(respectivement nommés elF5B et alF5B) (Kyrpides and Woese, 1998 ; Sgrensen et al.,
2001). La structure du domaine C-terminal d’'IF2 a été résolue dans le cas de I’homologue
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archéen alF5B de M. thermoautotrophicum (Roll-Mecak et al., 2000) et plus récemment, la
structure du domaine | d'1F2-1 bactérien a été résolue par RMN (Laursen et al., 2003). La
Figure 1.8 représente I’ organisation structurale d' 1F2.

Domaine IV / Domaine I

Domaine VI-2 / Domaine IV

Domaine N-terminal

d'IF2 (résidus 2 & 50) bomaine VI-1 / Demaine III
Domeine I Domaine II Demaine I1I Domaine IV Bomaine V Demaine VI-1 Domaine VI-2

1 L 1 ] } ! | IF2

I T T T T T T 1

1 157 289 390 559 672 779 §90
1 Domaine I | Domaine 1L i Domaine IIT | bomaina IV | oIF5B
I I T T 1
1 223 335 454 594

Figure 1.8 : Séquence primaire d'IF2 et organisation structurale du domaine | et des

domaines IV a VI. A gauche, structure du domaine N-terminal d'IF2 d’'E. coli (Laursen et al., 2003). A
droite, structure du facteur alF5B de M. thermoautotrophicum (Roll-Mecak et al., 2000). L" homologue archéen
possede 2 hélices additionnelles (en orange sur la structure d’alF5B) a I’ extrémité C-terminale du domaine VI
par rapport au facteur IF2. La numérotation d' E. coli a éé utilisée pour la séquence primaire d’'IF2 et la
numérotation de M. thermoautotrophicum a été utilisée pour la séquence primaire d’ e/al F5B.

Aucune activité catalytiqgue majeure ne semble résider dans les trois domaines N-
terminaux d’'IF2. En effet, bien que le géne InfB codant pour IF2 chez E. coli soit
indispensable a la croissance cellulaire, une forme tronquée pour laguelle les domaines |, |1 et
[l ont éé enlevés est toujours capable d assurer la croissance des bactéries a condition de
surproduire la proténe mutante correspondante. Cette forme tronquée a dailleurs in vitro un
taux d’ activité voisin de celui d’IF2 natif dans les fonctions caractéristiques d’' | F2 (Laalami et
al., 1991). Cependant, lesdomaines | et |1 d’'IF2 pourraient faciliter laliaison du facteur sur le
ribosome (Moreno et al., 1998 ; Moreno et al., 1999). Dans tous les cas, la variabilité de cette
région N-terminale d’'IF2 ne permet pas de généradiser les résultats obtenus. Au contraire, le
domaine C-terminal semble assurer les principales fonctions du facteur. Il contient entre autre
le domaine G, homologue a celui rencontré chez toutes les GTPases intervenant dans la
traduction (EF1A, EFG, elF2).

-25.-



Chapitre I : Introduction - Le démarrage de la traduction.

IF2 est responsable de la sélection du fMet-ARNt"®, probablement directement sur la
30S. Laformation de ce complexe binaire se fait indépendamment du GTP (contrairement a
la formation du complexe ternaire el F2:Met-ARNt:GTP) (Sundari et al., 1976 ; Pon et al.,
1985). Toutefois, lorsqu' IF2 se lie au fMet-ARNt™® sur la 30S, son affinité pour le GTP
(mais pas celle pour le GDP) est considérablement augmentée et un complexe
steechiométrique peut étre formé (Luchin et al., 1999 ; Antoun et al., 2003). Ce résultat
suggéere une fixation coopérative des trois partenaires sur la 30S (Wakao et al., 1990). Les
zones d'interaction entre IF2 et le fMet-ARNt™® ont éé longuement étudiées. Ainsi, IF2
interagit principalement avec le groupement formyl du résidu méthionine de I’ ARNL initiateur
(Sundari et al., 1976 ; Li et al., 1996 ; Mayer et al., 2003). La tige acceptrice pourrait
également constituer un élément de reconnaissance pour 1F2 (Mayer et al., 2003). Deux autres
sites de liaison ont également été identifiés par « footprinting» sur le bras T et sur la tige
anticodon du polynucléotide (Wakao et al., 1989 ; Y usupovaet al., 2001) (Figure 1.9).

C51, 652

629:C41
630:C40

Figure 1.9 : Zones d’interaction d’ IF2 sur le fMet-ARNtM®. Les nucléotides reconnus par 1F2 sont
indigués en orange et la formyl-méthionine est colorée en rouge.

Malgré ces divers contacts, ¢’ est le groupe formyl qui constitue le déterminant majeur
pour la reconnaissance spécifique du fMet-ARNtM®. En effet, la formylation empéche le
fMet-ARNtM® d' étre reconnu par EF1A et favorise au contraire sa reconnaissance par |F2
(Guillon et al.,, 1993; Guillon et al., 1996). La nature du résidu formylé semble étre de
seconde importance (Wu and RgjBhandary, 1997).
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Parallelement, plusieurs sites d’interaction sur IF2 ont éé proposes. Actuellement,
I” hypothése retenue est que le domaine C-terminal VI-2 d'IF2 contiendrait I’ unique site de
fixation de I’ARNt initiateur (Guenneugues et al., 2000; Meunier et al., 2000 ;
Szkaradkiewicz et al., 2000; Spurio et al., 2000). Ce domaine possede une structure en
tonneau B similaire a celle du domaine Il de la GTPase EF1A (Nissen et al., 1995). Chez
EF1A, ce domaine Il est impliqué dans la fixation de la tige acceptrice des ARNts
élongateurs. Trés récemment, une étude par cryo-EM a permis de visualiser un complexe de
démarrage 70S blogué avant |’ étape d hydrolyse du GTP (Allen et al., 2005). Ces résultats
confirment |a reconnaissance du fMet-ARNt par le seul domaine C-terminal d’'IF2 (Figure
1.10).

Figure 1.10 : Interprétation des cartes de densité du complexe de démarrage obtenues par
cryo-EM et positionnement du complexe IF2-ARNTt sur 1a 70Sd’ aprés Allen et al., 2005.

Dans ce modéle, IF2 ne semble avoir qu'un seul point de contact au niveau de
I’extrémité 3' de la tige acceptrice de I’ARNt. Les autres sites de liaison identifiés par
footprinting sur I’ ARNt ne sont pas expliqués. Il faut cependant noter que dans le contexte du
complexe 70S, et donc apres I’ étape de décodage, des réarrangements conformationnels ont
lieu. Ils permettent le relargage d'IF2 tandis que I’ARNt reste ancré sur le ribosome. Ce

-27 -



Chapitre I : Introduction - Le démarrage de la traduction.

modéle ne traduit donc probablement pas I'interaction exacte entre IF2 et le fMet-ARNt"®
lors de leur fixation sur la 30S mais il souligne le réle majeur joué par IF2-VI1 d une part, et
par latige acceptrice de |’ ARNt d’ autre part, dans cette reconnai ssance.

e Site. de fixation. sux.Je. xibosome.,

Dans le modéle actuel, I’ ARNt initiateur reconnu par IF2 est acheminé au niveau du
site P du ribosome, contrairement aux ARNts élongateurs qui arrivent d'abord au site A et
subissent ensuite une translocation vers le site P aprés formation d’une nouvelle liaison
peptidique. La tige anticodon de I’ARNTt interagit avec I’ARNr 16S, tandis que la tige
acceptrice et le bras T s'associeront avec I’ ARNr 23S de la grande sous-unité ribosomale, la
boucle du bras T interagissant alors avec la protéine ribosomale L23 (Y usupov et al., 2001).

Deux paramétres sont a considérer pour expliquer pourquoi I’ARNt initiateur est
dirigé vers le site P. Le premier concerne le facteur IF1. Comme I’ ont révélé de nombreuses
études de marquage et comme |’a confirmé la structure du complexe IF1-30S, IF1 se fixe au
niveau du site A du ribosome, bloquant ainsi I’ accés de ce site al’ ARNt (Carter et al., 2001)
(Figure 1.11). Le second concerne le facteur IF3. Comme le souligne la Figure 1.4, sur la
sous-unité 30S, IF3 occupe une position qui recouvre le site E du ribosome. |F3 pourrait donc
jouer unréle similaireacelui d'IF1 au site A, en bloguant I’ accés du site E al’ ARN.

D’autre part, la présence d’IF1 sur la sous-unité 30S renforce laliaison du facteur IF2
sur le ribosome (Weiel and Hershey, 1982) et les deux facteurs ont ains une influence
mutuelle sur leur liaison respective a la 30S. IF1 se lierait au niveau d’'une région comprise
entrelesdomaines |11 et VI d’'IF2 (Moreno et al., 1999). Cette hypothése est cohérente avec la
position d'IF2 sur le ribosome 70S (Figure 1.10) obtenue par cryo-EM. IF1 serait dors a
proximité des domaines V et VI-2 d' IF2 ainsi que delatige anticodon de I’ ARNt.

L’ obtention de nouvelles données de microscopie ou de cristallographie, mettant en
ceuvre un complexe IF2:fMet-ARNtM®*:GTP:IF1:IF3:30S, permettra sans doute dans un
avenir proche de déterminer définitivement la position de chagque partenaire sur la petite sous-
unité ribosomale.
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B)

Plateforme

Figure 1.11 : Localisation d'IF1 sur la 30S d aprés la structure du complexe (Carter et al.,

2001) et comparaison avec laposition du site A. A) Position o' IF1 (en magenta) sur 1a30S. L’ hélice 44
de I’ARNTr 16S (cyan), la boucle 530 (vert) et la protéine S12 (orange) sont également indiquées. B) Méme vue.
Le facteur IF1 a été retiré et la position des sites A (bleu marine), P (rouge) et E (jaune) a &é indiquée. 1IF1
recouvre clairement le site A.

3) Interaction codon-anticodon et décodage.

Lorsgue tous les partenaires du démarrage de la traduction sont réunis sur la 30S, un
réarrangement conformationnel va survenir pour créer un complexe 30S stable et permettre
I"interaction codon-anticodon. Ce réarrangement entraine I’ gjustement de I’ARNm au site P
du ribosome, sous I’ influence des 3 facteurs de démarrage et particulierement IF3 (La Teana
et al., 1995). L’ ARNt initiateur se retrouve alors |ié au ribosome selon un mode dépendant du
codon de I’ARNmM : I'interaction codon-anticodon peut avoir lieu. Les différentes structures
de ribosomes bactériens ont montré une variation dans la position de I’ extrémité 3' de I’ ARNr
16S entre la structure de la 30S libre et celle de la 70S (Wimberly et al., 2000 ; Y usupov et
al., 2001). Dallas et Noller (2001) proposent que |'interaction d' IF3 avec cette région de
I’ARNr 16S repousse |’extrémité 3' de I’ARNr a I’opposé des sites ribosomaux P et E,
comme c'est le cas au sein de la 30S libre. Cette région deviendrait alors plus accessible et
pourrait interagir avec la séguence de Shine-Dalgarno de I’ARNmM, permettant un
repositionnement du codon initiateur au plus prés du site P.

Lavalidité de I’ appariement est ensuite vérifiée au cours de I’ é&ape de décodage. Dans
la phase d éongation, le ribosome lui-méme joue un réle crucia dans le processus de
décodage, grace notamment a un changement conformationnel de I’ARNr 16S au niveau du
site A lors de lafixation de I’ ARNt élongateur, qui permet aux bases A1492, A1493 et G530
de venir en contact rapproché avec I” hélice codon-anticodon, vérifiant ainsi que |’ appariement
correct est réalisé. Pour la phase de démarrage, aucun changement conformationnel de
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I’ARNr 16S ne survient lors de la fixation de I’ARNt initiateur au site P. Cependant, le
nucl éotide C1400 stabilise |’ appariement codon-anticodon en venant au contact de la base 34
de I’ ARNt (Yusupov et al., 2001). Malgré cela, le ribosome ne semble pas exercer un controle
trés rigoureux sur la validité de I'interaction codon-anticodon et ce role reviendrait en fait
majoritairement aux trois facteurs de démarrage (Hartz et al., 1989).

IF2 joue un premier réle déterminant, en permettant de sélectionner I’ ARNL initiateur
et il agit de concert avec le facteur IF1. Un réle encore plus important est toutefois assigné au
facteur IF3. Ce facteur semble en effet inspecter alafois I’ interaction codon-anticodon mais
également la tige anticodon de I’ ARNt;® (Hartz ez al., 1990). Ainsi, si I’ une des trois paires
de bases G-C caractéristiques de la tige anticodon de I’ ARNt initiateur est modifiée, I’ ARNt
résultant n'est plus reconnu par IF3 et consequemment, n'est plus sdectionné en tant
gu’ARNt initiateur. Les complexes de démarrage qui présentent un aminoacyl-ARNt non
initiateur ou un codon de démarrage différent des 3 codons autorisés (AUG, GUG et UUG,
qui sont tous les trois reconnus par le fMet-ARN®) sont dissociés par IF3 (Hartz et al.,
1990). Concernant |’ appariement codon-anticodon, deux hypotheses ont été envisagées pour
le mode de reconnaissance par IF3. IF3 pourrait ainsi soit tester la complémentarité des 2
triplets de nucléotides, soit directement reconnaitre la nature chimique des bases présentes au
niveau du codon et de I’anticodon initiateur. Des expériences réalisées in vivo en présence
d’ARNts initiateurs portant différents types d'anticodon sont en faveur de la premiere
hypothese (Meinnd et al., 1999).

Le centre de décodage du site P se situe sur la petite sous-unité ribosomale, a
I’interface entre la partie supérieure du « corps » et la partie inférieure de la « téte » de 1a 30S.
Ce site est exclusivement compose d ARNTr et il contient notamment |a partie supérieure de
I"hélice 44 et les extrémités 3’ et 5 de I’ARNr 16S (Schluenzen et al., 2000). Du fait de son
réle d’'inspection de la tige et de la boucle anticodon de I’ARNt, IF3 pourrait interagir
directement avec le polynucléotide. Le modéle de positionnement d'IF3 sur la 30S (Figures
1.4 et 1.12) tend d’aill eurs a valider I’ hypothése d’ une interaction directe entre IF3C et latige
anticodon de I’ ARNt. Une étude plus fine des contacts entre ces deux partenaires au niveau du
site ribosomal P a aors été réalisée en utilisant un facteur IF3 modifié sur lequel des radicaux
hydroxyles capables de cliver I’ ARNt ont é&é incorporeés. Ces expériences de clivage montrent
gu’'IF3C peut interagir avec |’anticodon ainsi que les nucléotides 26 a 29 de I’ARNt, ces
derniers connectant le bras D a la tige anticodon. Par contre, les trois paires de bases G-C
spécifiques de I’ ARNt initiateur ne sont pas clivées par le facteur modifié. Or la nature de ces
trois paires de bases est également validée par IF3 qui reetterait un ARNt non-initiateur.
Ains, un mécanisme indirect induit par IF3 pourrait également exister pour réaliser
I"inspection de ces motifs nucléotidiques (Dallas and Noller, 2001).
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Figure 1.12 : VVue rapprochée du modéle de positionnement d’IF3 sur la 30S d apres Dallas
and Noller, 2001. L’ ARNm est indiqué en magenta, I’ ARNt initiateur lié au site P est en jaune. Les zones en
vert et en bleu représentent les régions de I’ARNt coupées par les radicaux hydroxyles Fe(ll) fixés sur les
différentes cystéines d’'IF3. L’ARNTr et les protéines ribosomales ne sont pas représentées. La cystéine C135
d’'IF3C clive les positions 35-37 de la boucle anticodon de I’ ARNt. Par contre, les 3 paires de bases G-C de la
tige anticodon ne sont pas directement modifiées.

Dans la structure du complexe 70S co-cristallisé avec un ARNt initiateur au site P, les
nucléotides G1338 et A1339 de la 30S sont juxtaposes a la région de la tige anticodon
(Yusupov et al., 2001). Les expériences de cryo-EM (McCutcheon et al., 1999) sur le
complexe IF3-30S suggerent qu’ IF3 pourrait induire un mouvement de rabat de la « téte» de
la 30S vers la plateforme. Ce mouvement aurait alors pour effet de placer les bases G1338 et
A1339 en contact direct avec la tige anticodon de I’ ARNt de maniere a exercer un controle
stérique de I’identité nucléotidique de la séquence. Ce modéle serait ainsi similaire a celui
proposé pour le décodage des ARNts élongateurs au site A (Ogle et al., 2003).

Enfin, une interaction directe entre IF2 et IF3 sur la 30S pourrait également avoir lieu
et renforcer |’ efficacité de I’ étape de décodage.

4) Association des sous-unites ribosomales.

Une fois I appariement correct codon-anticodon réalisé, le complexe de prédémarrage
peut entrer dans la derniére phase du processus : la fixation ala sous-unité 50S, pour former le
complexe de démarrage final. Cette étape permet également I’ gjustement final de I’ARNt au
site P. Elle va nécessiter |’ activation de la fonction GTPase d’'IF2 qui n’'a pas été sollicitée
jusqu’ a présent.
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Le réle exact de I'activité GTPase d'|F2 souléve encore aujourd’ hui de hombreuses
guestions. Comme beaucoup de GTPases intervenant dans la traduction et/ou d autres
meécanismes biologiques cruciaux, |F2 ne possede pas d' activité GTPasique intrinséque. Un
activateur est donc requis pour hydrolyser le nucléotide porté par le facteur et pour IF2, ¢’ est
le ribosome qui joue ce role.

Contrairement au cas du trimére elF2 eucaryotique, la présence de GTP, et par
conséquent son hydrolyse, n'est pas requise pour qu'IF2 sélectionne précisément I’ ARNt
initiateur. Par contre, la forme IF2-GTP est nécessaire pour |’ étape d association des sous-
unités ribosomales. De plus, la fixation de I’ARNt sur la 30S augmente significativement
I"affinité d' IF2 pour le GTP. Il est donc probable que ce soit un complexe binaire IF2:GTP
préformé qui recrute le fMet-ARNt®, directement sur le ribosome ou bien antérieurement &
I"ancrage d’'IF2 sur la 30S. Dans tous les cas, le GTP est trés certainement présent au sein du
complexe de prédémarrage.

Le moment exact auquel survient |’hydrolyse du GTP n’est pas clairement déterminé.
En effet, il a d' abord été supposé que cette hydrolyse était nécessaire pour favoriser la
formation du complexe 70S. Plus récemment, diverses éudes ont suggéré gue cette hydrolyse
sert en rédité au relargage d'IF2 du ribosome (Luchin et al., 1999 ; Antoun et al., 2003).
Ainsi, en présence de |’ analogue non hydrolysable GDPNP, qui blogue I’ activité GTPasique
d’ IF2, ou lors de I’ utilisation de mutants d’'IF2 qui n’hydrolysent plus le GTP, la formation
des complexes 70S reste néanmoins effective. Par contre, la synthese de la premiére liaison
peptidique est bloquée. Ce résultat s explique par la tres forte affinité de la forme GTP-liée
(ou GDPNP-liée) d'IF2 pour le ribosome: en |'absence d hydrolyse du GTP, IF2 reste
séquestré sur le complexe 70S et empéche ainsi la poursuite de la traduction. Ces résultats
sont corroborés par la visualisation du facteur IF2 sur le complexe 70S (Figure 1.13) obtenue
par cryo-EM (Frank et al., 2005). Dans cette étude, le complexe de démarrage a été bloqué
avant hydrolyse du GTP en utilisant a nouveau le GDPNP. L’ absence d’ hydrolyse du GTP ne
semble donc pas empécher |’ association de la 30S avec |a 50S.
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Figure 1.13 : Structure du complexe 70S bloqué en présence d’' IF2-GDPNP d’ apres Allen et

al., 2005. IF2 (rouge) interagit avec la 50S (bleu) au niveau du centre d activation de la fonction GTPase
(GAC pour GTPase Activating Center) et avec la 30S (jaune) sur une large zone a I'interface des 2 sous-unités,
au niveau de |’ épaule de la 30S.

Comme |’arévéé |’ étude structurale de I homologue alF5B (Roll-Mecak et al., 2000),
la fixation du GTP sur IF2 entraine un mouvement au sein du facteur. En effet, la liaison du
nucléotide guanine provoque un |éger déplacement de la région caractéristique Switch Il du
domaine G d' alF5B. Ce déplacement est successivement transmis aux domaines Il et 11 (qui
correspondent respectivement aux domaines V et VI-1 d'IF2), puisil se répercute au niveau
du domaine C-terminal (domaine VI1-2 d’'IF2) via le grand lien hélical. L’ hélice et le domaine
C-terminal sont ainsi entrainés dans un mouvement pendulaire qui induit une trandation de
4.6 A. L effet se répercute donc sur une distance de plus de 90 A au sein du facteur. La
fixation du GTP sur IF2, apres formation du complexe de prédémarrage, pourrait par
conséguent placer le facteur dans une conformation active permettant |’ assemblage ribosomal .
Un repositionnement d’IF2 sur le ribosome a d’ailleurs été confirmé par I’ étude structurale
par cryo-EM (Frank et al., 2005) par comparaison avec les études de clivage de I’ ARNr 16S
par IF2 au sein de la 30S (Marzi et al., 2003). Cependant, la conformation adoptée par
IF2:GDPNP au sein du complexe 70S (Frank et al., 2005) différe de celle observée pour le
facteur libre (Roll-Mecak et al., 2000) et suggere un réarrangement conformationnel
beaucoup plus grand que celui observé dans le cristal lors de la transition GDP — GTP. Par
conséquent, lafixation de la 50S sur le complexe de prédémarrage pourrait elle-méme induire
ce réarrangement au sein d' IF2.

L’ étude par cryo-EM est particulierement intéressante sur un second point: en

permettant un positionnement d’'IF2 sur le ribosome, elle met en lumiére la présence du
facteur a I’interface entre les deux sous-unités (Figure 1.13). De plus, le domaine G se situe
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au niveau de la méme région que les domaines G de deux autres GTPases de la traduction
bactérienne : le facteur d’ éongation EF1A et latranslocase EF-G (Figure 1.14).

L7/L12

Figure 1.14 : Position d'IF2 sur chague sous-unité du complexe 70S d'aprés Allen et al.,
2005. A) Sur 1a30S. B) Sur la50S.

Les domaines G de ces différentes GTPases présentent de nombreux points communs
(voir discussion plus approfondie dans le Chapitre II), ce qui a conduit a imaginer un
mécanisme commun d’ activation de ces GTPases par le ribosome (Roll-Mecak et al., 2000).
Le fait que le domaine G d'IF2 se positionne au méme endroit que le domaine G d'EF1A et
d’ EF-G tend a confirmer cette hypothése méme si des différences significatives subsistent tres
probablement pour chague mécanisme. Les éudes menées sur le complexe ribosomal
élongateur (Blanchard et al., 2004) ont montré que la boucle P du domaine G d’EF1A, qui est
responsable de la fixation du GTP, peut interagir avec la boucle sarcinericine (SRL) de
I”ARNr 23S. Cette boucle SRL a ains été identifiée comme la zone activatrice de la fonction
GTPase sur le ribosome. D’ autres études structurales et de marquage croise, sur le complexe
de démarrage cette fois, ont suggéré que la partie C-terminade de la région L7/L12
Sintercalerait entre la protéine L11 et le domaine G d’'IF2, résultats en accord avec les
données cryo-EM. Cet élément L7/L12 est d'ailleurs indispensable a I” hydrolyse du GTP par
EF1A et EF-G (Mohr et al., 2002). 1l pourrait ainsi induire un changement conformationnel
sur ledomaine G d'IF2 qui stimulerait son activité GTPasique.
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L’ échange GTP — GDP induit alors probablement un réarrangement structural au sein
d' IF2 en sens inverse de celui observé lors de la fixation du GTP. Ce mouvement aurait pour
conséquence d affaiblir I'interaction d'IF2 avec le ribosome et le facteur IF2-GDP, en
conformation inactive, est ainsi gecté du ribosome. Au cours de I’élongation, le facteur
«inactif » EFLA-GDP doit étre recyclé en un facteur actif EF1A-GTP car il sassocie
préférentiellement avec le GDP. Ce recyclage fait appel a un facteur d échange spécifique :
EF1B. Chez les Bactéries, |’ affinité d’'IF2 avec le GDP n’est que 10 fois supérieure a son
affinité pour le GTP. Et la concentration cellulaire en GTP est 10 fois plus élevée que celle du
GDP. Un facteur d'échange n'est donc pas nécessaire pour obtenir un IF2 actif dans un
nouveau cycle de démarrage (Pon et al., 1985).

Le dernier point relatif a cette étape concerne le relargage des 2 autres facteurs de
démarrage : IF1 et IF3. Celui-ci survient avant ou au plus tard, concomitamment a celui
d'IF2. L’ activité anti-associatrice d’'IF3 laisse penser que le facteur quitte la 30S avant
I"arrivée de la 50S ou bien que I’ association 30S — 50S déclenche I’ §ection du facteur. Dans
tous les cas, le facteur IF3 devrait étre absent du complexe 70S. Cependant, certaines données
biochimiques récentes (Grigoriadou et al., 2004) suggerent gu’ IF3 n’est relargué du ribosome
gu’ apres I’ hydrolyse du GTP. Enfin, le complexe de démarrage 70S blogué avant hydrolyse
du GTP visualisé par cryo-EM pourrait également contenir le facteur 1F3, ainsi qu’IF1 (Allen
et al., 2005). Aingi, I’hydrolyse du GTP pourrait étre le déclencheur commun de |’ §ection des
trois facteurs de démarrage. Quelque soit I’ ordre exact du déroulement de ces étapes, les 3
facteurs sont finalement relargués et il reste un complexe 70S libre de tout facteur, avec un
ARNILt initiateur gjusté au site P et prét a entrer dans le cycle d’ @ongation.
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Partie B : Le démarrage de la traduction eucarvotique.

L’ objectif général a atteindre lors de |a phase de démarrage de la traduction - a savoir
la formation d’un complexe de démarrage portant I’ ARNt et I’ AUG initiateurs au site P - est
le méme dans les trois domaines du monde vivant. De ce fait, certaines similitudes sont
rencontrées dans les grandes lignes du déroulement des processus bactérien et eucaryotique.
D’ailleurs, les facteurs de démarrage bactériens IF1 et IF2 possédent des orthologues
eucaryotiques et archéens: les facteurs e/alF1A et e/alF5B, respectivement (Tableau 1.26).
De plus, comme nous le verrons dans cette partie, le facteur e/alF1 présente une structure
tridimensionnelle tres proche de celle du domaine C-termina d’'IF3, ¢’ est-adire le domaine
fonctionnel du facteur bactérien. Des fonctions similaires a celles des facteurs bactériens sont
ains assurées par ces homologues dans le démarrage de la traduction eucaryotique.
Cependant, certaines divergences significatives existent entre les deux démarrages. Ainsi,
I’ARNt initiateur méthionylé eucaryotique n'est pas formylé. D’autre part, chez les
Eucaryotes, les ARNmMSs ne possedent pas de séquence SD permettant leur prépositionnement
sur le ribosome. Enfin, une machinerie différente, passant par une large panoplie de facteurs
(elF1, elF1A, elF2, elF2B, elF3, elF4A, elF4B/elF4H, elFAE, elFAG, el F5, elF5B, el F6), est
rencontrée dans le systéme eucaryotique.

Nous essaierons donc dans cette partie de décrire le processus de démarrage de la
traduction eucaryotique en |’ état actuel des connaissances, en mettant a nouveau en paralléle
larelation entre la structure des composants de cette machinerie et leur fonction biologique au
sein de |’ étape (Kapp and Lorsch, 2004 ; Preiss and Hentze, 2003 ; Pestova and Hellen, 2000 ;
Sonenberg and Dever, 1998 ; Pain, 1996 ; pour revues).

1) Les etapes du meécanisme.

Tout comme le ribosome bactérien, le ribosome eucaryotique (80S) est composé d’ une
petite sous-unité (40S) et d’ une grande sous-unité (60S). La sous-unité 40S contient un ARNr
sédimentant 4 18S et 33 protéines. L a sous-unité 60S est formée de 3 ARNrs (5S, 5.8S et 28S)
et de 49 protéines. Le ribosome eucaryotique contient ainsi un plus grand nombre de proténes
gue le ribosome bactérien et des insertions sont présentes dans les ARNrs 18S et 28S par
rapport aux ARNTrs bactériens 16S et 23S. Cependant, |'architecture de cet assemblage
macromoléculaire présente des similitudes frappantes dans les trois domaines du monde
vivant, en particulier au niveau de la cavité entre les deux sous-unités ribosomales qui va
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accueillir les molécules d' ARNt et égaement au niveau de la localisation des centres
peptidyltransférase (PTC) et de décodage (Spahn et al., 2001).

Dans le systeme eucaryotique, la traduction débute également par |a dissociation des
sous-unités ribosomales. Néanmoins, les intervenants du recyclage du ribosome restent trés
mystérieux. En effet, il n'existe aucun orthologue du facteur bactérien RRF chez les
Eucaryotes. Les facteurs elF1A, elF3 et elF6 (et éventuellement elF1, par comparaison avec
IF3C) possédent tous une activité anti-associatrice in vitro. Cependant, aucun résultat
expé&imental n'indique clairement si ces activités sont impliquées dans le recyclage du
ribosome ou bien s elles servent simplement & empécher une association prématurée des 40S
et des 60S au cours du démarrage de la traduction. Ainsi, le mécanisme par lequel survient le
recyclage du ribosome n’ atoujours pas été clarifié (Kapp and Lorsch, 2004).

Le Met-ARNtM® est reconnu par le facteur elF2, indépendamment du ribosome, et il
est acheminé sous forme d’ un complexe ternaire avec el F2-GTP jusgu’ ala 40S. Un complexe
de prédémarrage 43S est alors formé. Celui-ci comprend, outre |a 40S et e complexe ternaire,
les facteurs elF1, elF1A, elF5 et le facteur multimérique elF3. Ce dernier facteur est le plus
volumineux des facteurs de démarrage de la traduction eucaryotique. Il est composeé de 5
sous-unités chez la levure et d'au moins 12 sous-unités chez I'homme. En formant un
complexe avec les différents facteurs de démarrage (MFC pour Multi-Factor Complex), il
permet de ponter les différents partenaires et de renforcer leur arrimage sur le ribosome
(Etape 1 delaFigure 1.15).

Le complexe de prédémarrage va aors se fixer sur 'ARNmM. Les ARNms
eucaryotiques ne possedent pas de séquence de Shine-Dalgarno en amont de la séquence a
traduire et ils ne peuvent donc pas étre prépositionnés sur le ribosome comme le sont les
ARNmMs bactériens. Un autre mode de liaison est par conséquent mis en place dans le systéme
eucaryotique. En fait, le complexe 43S va se fixer al’extrémité 5 de I'’ARNmM qui porte une
coiffe m’G(5')ppp(5')N. La reconnaissance de cette extrémité 5 coiffée passe par un
complexe protéique unique, propre au systeme eucaryotique : elF4F (elF4A, elFAE, elF4G).
Ce complexe reconnait également I’ extrémité 3' polyadénylée de I’ ARNm, via une interaction
entre elFAG et les protéines PAB (Poly-A Binding) qui se fixent sur la queue poly-A des
ARNmMSs eucaryotiques. Cette double reconnaissance entraine une circularisation del’ARNm a
traduire. Le role de cette circularisation sera discuté en détails plus loin dans cette partie. Sous
Iaction du facteur elF4B (et elF4H chez les mammiferes), qui stimule I'activité RNA-
hélicase d'elF4A, les structures secondaires de I'extrémité 5 de I'’ARNmM sont ensuite
déroulées et le complexe 43S peut venir se fixer sur I'extrémité 5 de I’ARNm, gréce
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notamment a I’interaction entre elF3 et les facteurs elFAG et elF4B (Etape 2 de |a Figure
1.15).

Le bon codon de démarrage est ensuite repéré grace a un balayage de I’ARNm. En
effet, le complexe ribosomal formé sur I’extrémité 5° de I’ARNm glisse le long de la
ségquence du polynucléotide jusqu’a rencontrer I’ AUG initiateur. Les ARNmMS eucaryotiques
sont généralement monocistroniques et I'AUG initiateur est le premier rencontré sur la
ségquence. Cependant, comme nous le verrons un peu plus loin, sa reconnaissance est loin
d étre aussi smple. L’ éape de balayage nécessite la présence des deux facteurs elF1 et el F1A
(Etape 3 delaFigure 1.15).

Lorsque I’AUG initiateur est reconnu sur I’ARNmM, |” appariement codon-anticodon est
vérifié au sein de la 40S. Plusieurs facteurs ont été impliqués dans cette sélection, en
particulier les 3 sous-unités d' elF2, elF1 et elF5. elF3 pourrait également jouer un réle dans
cette reconnaissance. Lorsgue |’ appariement correct codon-anticodon est réalisé, I’ hydrolyse
de la molécule de GTP portée par elF2 est déclenchée. Comme IF2, elF2 ne possede pas
d activité GTPasique intrinseque. Chez les Eucaryotes, un activateur existe pour faciliter
I"hydrolyse du GTP sur I'hétérotrimere. Ce facteur qui joue le réle de GAP (GTPase
Activating Protein) est elF5. D’autre part, la 40S est également requise pour cette fonction.
Elle jouerait donc le réle d’ un second activateur. Dans le modéle actudl, I hydrolyse du GTP
par el F2 entraine son relargage du ribosome ainsi que celui des autres facteurs de démarrage a
I’ exception d' el F1A. Simultanément, I’ ARNL initiateur a été ajusté au niveau du site P (Etape
4 delaFigure 1.15).

La derniere étape correspond al’ association des sous-unités ribosomales. Pour cela, un
dernier facteur intervient, le facteur elF5B, qui est I’homologue du facteur bactérien IF2. Le
moment exact auquel survient le recrutement de ce facteur sur le ribosome n'est pas
clairement défini. Cependant, comme son homologue bactérien, il favorise laformation GTP-
dépendante du complexe de démarrage 80S. Apres recrutement de la sous-unité 60S, la
molécule de GTP portée par elF5B est hydrolysée, ce qui entraine I’ éection des derniers
facteurs du ribosome : el F5B et elF1A. Et le complexe 80S est alors prét pour entrer dans le
cycle d’ élongation (Etape 5 de laFigure 1.15).

Le facteur elF2-GDP est alors recyclé en elF2-GTP par le facteur d’ échange elF2B
(Etape 6 delaFigure 1.15).

LaFigure 1.15 récapitule les différentes étapes decrites ci-dessus.
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Figure 1.15 : Le démarrage de la traduction chez les Eucaryotes d aprés Preiss and Hentze,
2003.
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2) Formation du complexe de prédémarrage 43S.

1. Les partenaires protéiques du complexe de prédémarrage.

* ¢lk3.

elF3 est le plus volumineux des facteurs de démarrage de la traduction eucaryotique.
Le facteur mammifére contient 12 sous-unités, nommées elF3a a el F3l. Une treiziéme sous-
unité, GA17, a été réecemment identifiée (Unbehaun et al., 2004). Chez la levure, seules 5
sous-unités forment le corps fonctionnel du facteur (TIF32/elF3a, PRT1/elF3b, NIP1/elF3c,
TIF34/elF3i, TIF35/elF3g). Une sixieme sous-unité est également présente en quantités sous-
steechiométriques (HCRL1/elF3j). Par la suite, nous adopterons la nomenclature elF3a-elF3l
pour nous référer aux sous-unités de tous les el F3 eucaryotiques.

Le multimere elF3 joue le réle d'un immense adaptateur qui relie entre eux les
différents facteurs de démarrage et autres composants de la machinerie traductionnelle. En
effet, de multiples interactions ont éé mises en évidence entre elF3 et les facteurs elF1,
elF1A, elF2, elF5, elF4B et elFAG (Vornlocher et al., 1999 ; Phan et al., 2001 ; Vaasek et
al., 2002; Olsen et al., 2003), ains que la 40S. De plus, elF3 présente des domaines
d’interaction avec de nombreuses protéines cellulaires telles que les protéines du
cytosquelette ou du protéasome. Il pourrait donc servir de lien entre la machinerie
traductionnelle et le reste de la cellule. A |"heure actuelle, seule la structure de la sous-unité k
du facteur a été résolue chez I’homme (Wei et al., 2004). el F3k n’est cependant pas présente
chez les levures. Il est donc probable que cette sous-unité n’ait qu’ un réle de régulation dans
le processus de démarrage des Eucaryotes supérieurs. Par contre, aucune donnée structurale
n'est disponible pour les autres sous-unités d'elF3, en particulier les sousunités
fonctionnellesa, b, c, g, i et j.

Les interactions décrites pour ce facteur n’ont pas toutes lieu simultanément. Elles
surviennent a différents stades du démarrage mais le moment précis de leur mise en place est
encore relativement flou. Un premier complexe stable est vraisemblablement formé entre les
elFs 1, 1A, 2, 3 et 5. Ce complexe appelé MFC (MultiFactor Complex) permet le recrutement
de I’ARNt initiateur sur le ribosome (Asano et al., 2000). Un modele d’interaction a pu étre
établi pour le MFC de levure a partir des données biochimiques obtenues en utilisant des
complexes formés in vivo et il est représenté sur la Figure 1.16 (Vasalek et al., 2003). Les 6
sous-unités fonctionnelles d' el F3, communes a tous les Eucaryotes, sont positionnées dans ce
modele. Le facteur elF1A n'est pas indiqué sur ce schéma. Cependant, il interagit tres
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clairement avec elF2 et elF3 et fait donc tres probablement partie du MFC (Olsen et al.,
2003).

Figure 1.16 : Modéle tridimensionnel du MFC d'apres Vasalek et al., 2003. Les différentes
protéines sont représentées proportionnellement a leur poids moléculaire et le taux de recouvrement entre deux
partenaires d’interaction tient compte de la surface d’ interaction identifiée biochimiquement.

Ainsi, ce complexe multi-facteurs pourrait agir comme une entité a part entiére et se
fixer d’un seul bloc alasous-unité 40S. Néanmoins, les facteurs impliqués dans ce MFC ne se
lient probablement pas tous simultanément sur elF3. De plus, au cours du démarrage,
certaines interactions seront rompues sans perturber I’ intégrité du complexe.

e elEl.

elF1 est I’un des plus petits facteurs de démarrage de la traduction eucaryotique (12
kDa). Jusgu’ a présent, aucun orthologue du facteur bactérien IF3 n’avait été identifié chez les
Eucaryotes et chez les Archées, contrairement aux facteurs IF1 et IF2, universellement
conservés. La résolution de la structure du facteur elF1 humain a permis de reconsidérer ce
point de vue (Fletcher et al., 1999). En effet, elF1 adopte une structure tridimensionnelle trés
proche de celle du domaine C-terminal d'IF3 (Figure 1.17). Bien que ces deux facteurs ne
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présentent pas d’homologie de séquence, leur ressemblance structurale suggere qu’elF1 est
I’ orthologue d’ IF3, pour le domaine fonctionnel du facteur bactérien.

Site dw

Groupe de \
lysines : second \

site de liaison ?

eIF1 IF3C

Figure 1.17 : Structures comparées d’elF1 humain (Fletcher et al., 1999) et d'IF3C d’E. coli
(Garciaet al., 1995).

* elE1A.

elF1A est I'un des deux facteurs de démarrage universellement conserves. Il s agit
d une protéine de 17 kDa chez les Eucaryotes. Sa structure a été déterminée par RMN pour le

facteur eucaryotique et pour son homologue archéen (Battiste et al., 2000 ; Li and Hoffman,
2001) (Figure 1.18).

Figure 1.18 : Structure du facteur de démarrage universellement conservé IF1-e/alF1A. De
gauche adroite : structure d’'IF1 d' E. coli (Sette et al., 1997), structure d’el FLA humain (Battiste et al., 2000 ) et
structure d’alF1A de M. jannaschii (Li and Hoffman, 2001).
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* ¢lk2,

Chez les Eucaryotes, I"’ARNL initiateur est spécifiquement reconnu par le facteur de
démarrage elF2. Il sagit d'un héérotrimére composé des sous-unités o, B e vy
(respectivement 36, 38 et 58 kDa chez la levure). Ce facteur est propre a la traduction
eucaryotique et archéenne : il n'est pas I’ orthologue du facteur IF2 qui assure la fonction de
recrutement de I’ARNt initiateur chez les Bactéries D’ailleurs, leurs mécanismes de
reconnaissance de I’ ARNt présentent des différences significatives. Tandis qu’ IF2 reconnait
I’ ARNt"'® sur le ribosome indépendamment de la fixation d’un nucléotide sur son domaine
G, elF2 est capable de sélectionner I’ ARNtM® directement dans le cytoplasme mais cette
sélection nécessite la présence impérative d’ une molécule de GTP (Kapp and Lorsch, 2003).
De plus, le Met-ARNtV® n’est pas formylé. En conséquence, les déterminants reconnus par
elF2 sur I’ARNt different de ceux reconnus par IF2. Ainsi, chez les Eucaryotes, elF2
sassocie al’ ARNt initiateur dans le cytoplasme, sous forme d’un complexe ternaire avec le
GTP. Puis, le complexe s achemine sur |e ribosome. Cette fixation sur la 40S est stimulée par
les différents facteurs présents dans le MFC (elF1, elF1A, elF3 et elF5). Il est donc tentant de
penser que le complexe ternaire est recruté par le ribosome directement au sein du MFC. En
contrepartie, sa présence activerait lafonction anti-associatrice d’ el F3.

Le cas du facteur elF2 faisant I’ objet d’un chapitre complet (Chapitre II), il ne sera
pas abordé de maniere plus approfondie dans cette partie.

2. Activité anti-associatrice d’elF3. elF1 et elF1A.

En fin de synthese protéique, les ribosomes 80S se retrouvent bloqués sur I’ARNmM
traduit. Ces ribosomes doivent donc étre dissociés en 40S et 60S libérées de leurs composants
excédentaires. Comme signalé au début de cette partie, en |'absence d'orthologue
eucaryotique de RRF bactérien, le mécanisme par lequel survient cette dissociation reste flou.
D’autre part, dans les conditions physiologiques, la concentration en sels présente dans le
cytoplasme favorise la réassociation des sous-unités ribosomales. Un mécanisme doit donc
empécher cette réassociation. elF3, elF1A et éventuellement elF1 et elF6 ont été impliqués
dans cette étape.

elF1 et elF1A seuls ne possedent pas de propriétés anti-associatrices. De méme, il a
été démontré récemment gu’ el F3 seul ne pouvait empécher I’ interaction 40S-60S (K olupaeva
et al., 2005). Cette éude a également montré que I'gout d’elF1 et d'elF1A n'éait pas
suffisant pour activer la fonction anti-associatrice d' elF3. En fait, la présence du complexe
ternaire elF2:GTP:Met-ARNtM® est absolument requise. Ce résultat suggére que c'est la
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liaison de tout le complexe MFC sur la 40S qui pourrait empécher sa réassociation avec la
60S. En effet, les interactions entre les différents partenaires du MFC sont tres difficiles a
scinder les unes des autres. La présence d’ un complexe MFC formé de tous les facteurs (el Fs
1, 1A, 2, 3 et 5) est nécessaire pour permettre I’ arrimage de I’ ARNt-initiateur, et par la suite
del’ ARNmM, sur le ribosome (Asano et al., 2000).

Du fait de son homologie avec IF1, il a été proposé qu' elF1A se lie a la 40S de la
méme maniére qu’ IF1 sur la 30S. Cette hypothese placerait donc elF1A au niveau du site A
de la petite sous-unité ribosomale et il pourrait jouer un réle similaire a celui d'IF1L. En
particulier, elF1A pourrait empécher la dimérisation des sous-unités 40S libérées des
complexes 80S, soit par géne stérique du fait de sa position au niveau de la zone de
dimérisation, soit en induisant un changement conformationnel de la 40S qui bloguerait son
association avec une autre 40S (Kainuma and Hershey, 2001).

Récemment, elF1 a également été impliqué dans I’activation de la fonction anti-
associatrice d' el F3 (Kolupaeva et al., 2005). Du fait de la ressemblance structurale entre el F1
et IF3C, un modéle de positionnement d’elF1 sur le ribosome a été envisagé par homologie
avec la position d’'IF3 sur la 30S (Dallas and Noller, 2001). Ce positionnement a ensuite été
confirmé par sonde avec des radicaux hydroxyles (Lomakin et al., 2003). Cette étude a ains
montré qu’elF1 se place sur la surface de la plateforme de la 40S, au niveau de la zone
d'interface avec la 60S, et a proximité du site ribosomal P, soit une position similaire a celle
d’ IF3C sur la 30S. Ainsi, la présence d’elF1 a I’interface qui assure le contact avec la 60S
pourrait empécher la grande sous-unité ribosomale d’ accéder a des ééments de I’ ARNr 18S
qui participent alaformation des ponts moléculaires reliant les deux sous-unités.

En se plagcant au niveau de la zone interfacielle de 1a 40S, el F1A et el F1 bloguent donc
les interactions 40S-40S et 40S-60S, respectivement. Cependant, ces facteurs seuls n’ont
aucune activité anti-associatrice et la présence d'elF3 est absolument requise pour assurer
cette fonction. Ce phénomeéne peut étre du a un défaut d association des facteurs ala 40S en
I"absence d’ el F3 puisque ¢ est le complexe MFC qui assure I’ arrimage de nombreux facteurs
de démarrage sur le ribosome. Cependant, ¢’ est a elF3 que revient le rdle prépondérant dans
cette étape bien que lui-méme ne possede pas non plus d’ activité anti-associatrice intrinséque
(Chaudhuri et al., 1999). En effet, en I’absence d'elF1 et d’'elF1A, elF3 ne peut empécher la
réassociation des 40S et des 60S qu'a condition d'ére lié au complexe ternaire
elF2:GTP:Met-ARNtV® (Kolupaeva ez al., 2005). Pour essayer de comprendre la synergie
qui existe entre ces 3 facteurs, la position d’ el F3 sur le ribosome a été appréhendée al’ aide de
versions du MFC pour lesguelles certaines sous-unités d’ el F3 étaient présentes sous formes
tronquées (Valasek et al., 2003). Cette éude a mis en évidence les réles cruciaux joués par
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elF3a et elF3c dans laliaison du MFC ala40S. En particulier, le domaine C-terminal d’elF3a
s associe spécifiqguement avec I’ ARNr 18S au niveau des hélices 16 a 18 du polynucléotide.
Ces résultats ont conduit & un positionnement du MFC sur 1a 40S (Figure 1.19). Ainsi, elF3
ne se retrouverait pas sur la face interfacielle de la 40S mais au contraire, il se positionnerait
sur la surface de la petite sous-unité ribosomal e exposée au solvant. Dans ces conditions, son
activité anti-associatrice ne peut s exercer par une géne stérique directe bloquant I’ acces de la
40S a la 60S. Plus probablement, elF3 induit un changement conformationnel au sein de la
40S qui empéche sa réassociation a la 60S et ce mouvement serait stimulé par les facteurs
elF1 et elF1A ains que le complexe ternaire.

Face exposée au solvant Face tournée vers la 60S

Figure 1.19 : Modele d'interaction d’ el F3 avec |a 40S d’ aprés Valasek et al., 2003. Les lettres
h, bk, sh, rf, If, b et pt désignent respectivement la téte (head), le bec (beak), I'épaule (shoulder), le pied droit
(right foot), le pied gauche (left foot), le corps (body) et la plateforme de 1a 40S.

Ce positionnement d'elF3 sur la 40S est cohérent avec le fait qu'elF3 seul n’est pas
suffisant pour empécher |a réassociation des sous-unités ribosomales. D’ autres facteurs sont
requis pour qu’ el F3 assure cette fonction, et en leur absence, elF3 pourrait rester associé ala
40S sans géner la formation des complexes 80S. Plusieurs études ont d'ailleurs suggeéré
gu’ el F3 reste accroché sur la 40S au cours des premiers cycles de la phase d’ élongation et il
pourrait également étre présent sur les complexes 80S en fin de terminaison de la traduction.
Cette stabilité de I’ interaction el F3-40S pourrait s expliquer par la présence de I’ ARNm sur le
complexe ribosomal. En effet, tres récemment, Kolupaeva et al. (2005) ont montré que la
liaison d'elF3 a la 40S était stabilisée par des facteurs oligonucléotidiques d’ au moins 25
nucléotides et pouvant éventuellement présenter des structures en épingles a cheveux. Cette
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stabilisation a lieu méme s la sous-unité elF3j, qui est pourtant essentielle a une interaction
elF3-40S stable, a été enlevée du facteur (Fraser et al., 2004). En effet, en |’absence de la
sous-unité j, le facteur elF3 ne lie que tres faiblement la sous-unité 40S. Toutefois, une
interaction efficace est retrouvée pour ce facteur tronqué elF3j” en présence du complexe
ternaire  elF2:GTP:Met-ARNtM® mais également lors de I'aout d homopolymeéres
nucl éotidiques de type poly-U, poly-dT ou poly-dC. Finalement, au sein des complexes de
prédémarrage 48S associés a I’ ARNm, elF3j n'est plus associée au reste du facteur. Cette
sous-unité pourrait donc permettre I’ arrimage initial du MFC. Puis, lorsque I' ARNm est fixé
sur le complexe de démarrage, il stabilise lui-méme I’interaction d elF3 avec le ribosome et
par consequent, la présence d’ el F3j n’ est plus requise.

En I’absence de tout autre facteur de démarrage, ces ARNs homopolymériques sont
également capables de stimuler une fonction dissociatrice attribuée a elF3 (Kolupaevaet al.,
2005). Les auteurs ont alors proposé un modele selon lequel elF3 jouerait un role dans le
recyclage du ribosome. En fin de traduction, les complexes 80S sont toujours arrimés sur
I”ARNm. La présence de I’ARNm pourrait ainsi stimuler lafixation d’ elF3 sur le ribosome et
cette association temporaire activerait la dissociation des 80S par elF3. Cette hypothése
permettrait d’ expliquer la présence d' elF3 dans les complexes post-terminaux. Dans ce
modele, la dissociation ARNm-stimulée des 80S par elF3 en cours de traduction serait alors
empéchée par la présence d'un ARNt au site P du ribosome. Le facteur elF3 pourrait
d ailleurs rester associé a la 40S tout au long de ce processus de formation du MFC et de
recrutement de I’ ARNt initiateur sur la petite sous-unité ribosomale.

3. elF6 : un cas ambigu ?

elF6 est un monomeére de 26 kDa chez la levure, qui ne possede pas d homologue
bactérien. Cette protéine a longtemps été présentée comme un facteur de démarrage de la
traduction. Sa structure a été résolue pour le facteur de S. cerevisiae ans que pour un
homologue archéen (Groft et al., 2000). Ce facteur est effectivement capable de lier les sous-
unités 60S et sa présence sur la 60S empéche la formation de 80S actifs dans la traduction
(Ceci et al., 2003). Cependant, la déplétion en el F6 n’ entraine pas un arrét total de la synthese
protéique comme C'est le cas pour les autres facteurs de démarrage (Si and Maitra, 1999).
Dans ces conditions, il ne semble pas ére un vra facteur de démarrage. Une autre étude
(Basu et al., 2001) arévélé gu’ el F6 était impliqué dans la biogénese des sous-unités 60S. Des
elF6 cellulaires sont en effet présents dans le noyau. Le rble apparent d'elF6 dans la
traduction pourrait donc s expliquer par son implication dans la synthése des 60S : en son
absence, moins de 60S sont formées et par conséquent, moins de 60S sont disponibles pour la
synthése protéique qui s en trouve alors ralentie. Toutefois, el F6 reste associé aux 60S lors de
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leur exportation vers le cytoplasme, bloguant leur assemblage avec les 40S. Chez les
mammiféres, le complexe formé entre le récepteur pour kinases C activées, RACK1, et
I"isoforme B11 de |’ une de ses kinases substrats, PKC, semble conditionner le relargage d’ el F6
de la 60S. Une fois activé, ce complexe RACK1 - PKC BIlI pourrait phosphoryler la sérine
235 d'elF6. Le facteur elF6 ainsi phosphorylé deviendrait inactif et serait §ecté de la 60S,
autorisant alors son association avec 1a 40S (Ceci et al., 2003).

3) Recrutement de ’ARNm et balayage de sa séquence.

Apres formation du complexe de prédémarrage 43S et recrutement de I’ARNt
initiateur via le complexeternaire el F2:GTP:Met-ARNtM®, ¢’est I’ ARNm qui doit s associer
au ribosome. Chez les Bactéries, les phases de transcription et de traduction sont étroitement
lies. Ainsi, dés que la séquence SD émerge de la machinerie transcriptionnelle, elle est prise
en charge par la petite sous-unité ribosomale qui initie aors la traduction avant méme que
tout I’ARNm ait éé transcrit (Mehdi and Yudkin, 1968). Chez les Eucaryotes, ces deux
processus interviennent dans des compartiments cellulaires distincts (noyau pour la
transcription et cytoplasme pour la traduction) et ils ne sont pas couplés. 1l existe toutefois de
rares cas ou les processus transcriptionnel et traductionnel peuvent survenir tous les deux au
sein du noyau et ils sont alors couplés (Iborra et al., 2004). Dans le cas général, c'est un
ARNmM entierement synthétise, possedant localement des structures secondaires et tertiaires et
ayant subi diverses modifications post-transcriptionnelles, qui va entrer dans la machinerie
traductionnelle. De plus, cet ARNmM ne possede pas de séquence homol ogue a la séquence SD
qui signalerait la position de I’AUG initiateur. Toutefois, chez les mammiféres, une séquence
en amont de I’AUG initiateur appelée séquence de Kozak est nécessaire a la séection
spécifique du codon de démarrage (Kozak, 1994). Cependant, aucune interaction de type SD-
ASD qui faciliterait I’ancrage de I’ARNmM sur la 40S n’a pu étre mise en évidence pour cette
ségquence de Kozak. Un tout autre systeme est donc mis en place pour permettre I’ atachement
de 'ARNmM sur la 40S et la locdisation du codon de démarrage. En fait, le ribosome
eucaryotique se place al’ extrémité 5 de I’ ARNm et va balayer |a séquence du polynucl éotide
dans le sens 5 — 3’ jusgu’'a rencontrer I’AUG initiateur qui est généralement le premier
AUG de lamolécule d ARNm. Cette solution met en jeu une panoplie de facteurs propres au
systeme eucaryotique : les elF4s.

Chez les Eucaryotes, les ARNms transcrits subissent deux modifications post-
transcriptionnelles majeures. Premierement, ils recoivent une coiffe sur leur extrémité 5’ qui
correspond a une molécule de guanosine méthylée a la position 7 et qui est connectée au
premier nucléotide de I’ ARNmM par un pont triphosphate 5° a5 (cette coiffe sera par la suite
notée m’G(5')ppp(5')N ol N désigne le premier nucléotide de I’ARNmM). Les ARNms
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eucaryotiques n'étant pas directement pris en charge par le ribosome en cours de
transcription, cette coiffe est alors essentielle pour empécher leur attague par des enzymes de
dégradation jusgu'au démarrage de la traduction. La seconde modification concerne
I’extrémité 3' de I’ARNmM. Apres synthése du transcrit primaire, une endonucléase va tout
d abord venir cliver I’extrémité 3' de I’ARNm. Puis, la poly(A) polymérase, en présence
d’ ATP, va venir rgjouter un nombre variable de nucléotides A en 3’ du polynucléotide. Cette
gueue poly(A) additionnelle atteint généralement 200 a 250 nucl éotides chez les mammiféres
supérieurs. Tout comme la coiffeen 5', elle assure un role de protection de I’ ARNm vis-avis
de ladégradation.

1. Reconnaissance de la coiffe en 5°.

La machinerie traductionnelle eucaryotique reconnait |'extrémité 5 coiffée de
I’ARNmM. C’est le complexe elFAF qui se charge de faciliter |’ accrochage de I’ ARNm sur la
40S. elF4F est composé de 3 facteurs de démarrage : elF4A, elF4E et elF4G. Au sein du
complexe, ¢’ est la sous-unité el FAE qui est directement responsable de la reconnaissance de la
coiffe de I’ARNm. Ce facteur posséde une région C-terminal e phylogénétiquement conservée
d environ 182 résidus tandis que la longueur et la composition de son extrémité N-terminale
sont trés variables en fonction des especes. Plusieurs structures de complexes elF4E —
m’G(5')ppp(5')N ont été obtenues au cours des derniéres années et en particulier celle du
complexe humain (Tomoo et al., 2003) (Figure 1.20).

el FAE ressemble a une main incurvée dans la face concave de laguelle la coiffe vient
se fixer. Cette liaison est stabilisée par des interactions de type T — T entre la base guanine
méthylée en position 7 et les groupes indoles de 2 tryptophanes parfaitement conservés (Trp
56 et 102 dans la Figure 1.20). D’ autres interactions (liaisons H, contacts de Van der Waals)
avec la base G et les 3 groupes phosphates stabilisent |’ association de la coiffe sur elF4E.
Cette structure a également montré qu’en présence du premier nucléotide de I’ARNmM (mimé
ici par labase A), larégion C-terminale d’ el F4E (boucle comprenant les résidus 203 4 210) se
réorganise et vient interagir avec le nucléotide A. Cette structure permet également de
proposer une explication pour I’ augmentation d’ affinité d’ el F4E vis-&vis de la coiffe lors de
la phosphorylation de sa sérine 209. En effet, cette structure montre que la sérine 209 se
trouve a la base de la poche de liaison de la coiffe, au niveau du « tunnel » d entrée de
I”ARNm. Sous forme phosphorylée, elle pourrait interagir avec la lysine 159, de I’ autre coté
du tunnel (par formation d’un pont salin rétractable ; Marcotrigiano et al., 1997) ou plus
vraisemblablement avec un réseau de molécules d'eau, bloguant la sortie du tunnel et
empéchant ains la coiffe de se dissocier d el F4E.
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Figure 1.20 : Structure du facteur elF4E humain complexé a un analogue de la coiffe

m’GpppA a2.0 A de résolution (Tomoo et al., 2003). L’ analogue de 1a coiffe est représenté en jaune.
Les molécules d’eau et les résidus d' el FAE qui stabilisent la liaison de la coiffe sont indiqués respectivement en
rouge et en vert.

Cette interaction d’'elFAE avec la coiffe est particulierement importante pour la
fixation de I’ARNmM sur la 40S mais également pour tout le processus de démarrage car la
coiffe stimule la traduction in vivo et la force de I'interaction elF4E - m’GpppN pourrait
contréler le taux de synthése protéique (Niedzwiecka et al., 2002). La liaison d’'elF4E sur
I’extrémité 5' coiffée de I'’ARNmM va permettre de recruter tout le complexe elF4F sur le
polynucléotide. En effet, les ARNmM eucaryotiques présentent généralement une région 5’ non
traduite trés structurée. Les duplex ARN-ARN formés dans ces structures secondaires vont
géner la progression de I’ARNmM au sein du ribosome. Ces structures secondaires doivent
donc étre déroul ées avant association de I’ARNm ala 40S et c’'est I' ARN-hélicase el F4A qui
est responsabl e de cette fonction.
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Au sein du complexe el F4F, la sous-unité elFAG joue le réle d' un adaptateur qui ponte
les différents partenaires. En cela, sa fonction est similaire a celle d’'elF3. elF4G est ains
capable de lier elF4A et elF4E, ses 2 partenaires du complexe elF4F, mais égaement
I”ARNmM, la protéine liant la queue poly-(A) (PABP pour Poly(A) Binding Protein) (Figure
1.15). Chez les mammiféres, une interaction supplémentaire entre el FAG et el F3 es observée
(Lamphear et al., 1995 ; Korneevaet al., 2000). Elle renforce I’arrimage de I'’ARNm sur la
40S. elFAG joue donc un réle de coordinateur dans le démarrage de la traduction. D’ ailleurs,
les activités individuelles de tous ses partenaires d’interaction vont étre stimulées au sein du
complexe elF4F-ARNmM-PABP-elF3 (Morley et al., 1997). elFAG est une protéine assez
volumineuse (plus de 900 résidus) composée de multiples domaines. Chez les mammiféres, 2
isoformes notées el F4GI et elFAGII sont rencontrées. La Figure 1.21 résume la cartographie
des interactions réalisées sur le facteur.

Récemment, la structure d’ un domaine d’ el F4G de levure (résidus 393 a 490) a été co-
cristallisée avec le complexe elF4E — m'GTP (Gross et al., 2003). Cette structure montre que
lors de I'interaction, le domaine 393-490 d'elF4G change de conformation pour S enrouler
autour de I’extrémité N-terminale d'elF4E qui, en contrepartie, devient organisée Cette
réorganisation renforce alors I’ interaction 4G-4E mais aussi |'interaction 4E-coiffe. elFAG n'a
donc pas seulement un réle passif de coordinateur, sa présence est également nécessaire sur le
plan fonctionnel.

Motifs RRM1 et
RRM2 de PABP eIF3/eIF4A/ARNmM eIF4A Mnk1

I B | B
0] 500 952

Figure 1.21 : Cartographie des interactions d' elFAG avec ses différents partenaires de la

machinerie traductionnelle. Mnk1 est la kinase qui phosphoryle la sérine 209 d’ el FAE. L’interaction avec
elF3 n'alieu que pour le facteur mammifére. Les motifs RRM1 et RRM2 (RNA Recognition Motifs) de PABP
sont impliqués dans la reconnaissance de la queue poly-A de I’ ARNm atraduire.

Aprés reconnaissance de la coiffe, la formation du complexe elF4F permet d’ amener
le facteur elF4A pres de I’extrémité 5 de I’ARNm. elF4A appartient a la famille des ARN-
hélicases a boite DEA(D/H). Cette protéine possede un corps conserve d' environ 400 résidus,
qui contient les séguences consensus des ARN-hélicases, et sa séquence peut ensuite
S éendre jusgu’'a 1200 résidus. C'est également une ATPase et sa fonction ATPasique est
dépendante de la présence d’ARN. Ainsi, elF4A va fixer un ARN et de I’ATP, puis
hydrolyser I'ATP et se servir de I’énergie libérée pour dérouler la structure secondaire de
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I’ARN. Sa structure a été résolue pour la proténe de levure (600 résidus) (Caruthers et al.,
2000) (Figure 1.22).

Domaine C-terminal

Domaine N-terminal

Figure 1.22 : Structure d'elF4A de Saccharomyces cerevisiae & 2.8 A de résolution

(Caruthers et al., 2000). Les différents motifs consensus des ARN-hélicases sont colorés comme suit.
Domaine N-terminal : motif |, Walker A, en bleu ; motif 1a, PTRELA, en jaune; motif TPGR en rose ; motif 1,
Walker B (DEAD), en rouge. Domaine C-terminal : motif 1V, VIFCNTRR, en vert ; motif R-conservé en
violet ; motif V, RGID, en magenta ; motif VI, HRIGRGGR, en cyan.

La liaison de I’ATP, son hydrolyse et le relargage d’ ADP entrainent divers
changements conformationnels au sein d’ el F4A, qui modulent son affinité pour I'ARNmM. Ces
mouvements pourraient également étre utilisés pour transmettre |’énergie libérée lors de
I"hydrolyse de I’ATP a la fonction hélicase de la protéine, permettant de rompre les
appariements entre les bases de I’ARNm (Lorsch and Herschlag, 1998). En effet, les motifs
Walker A et B impliqués dans la liaison et I"hydrolyse de I’ ATP se trouvent sur la partie N-
terminale de la molécule, tandis que certains motifs impliqués dans la liaison de I’ARNm et
qui induisent une activation de la fonction ATPasique d'elF4A (motif 1V, Arg 298) se
trouvent dans le domaine C-terminal. Ces deux régions doivent donc communiquer lorsgue
elF4A est activé et en particulier, ces changements conformationnels pourraient permettre de
rapprocher les deux domaines et de former une proténe compacte autour de I’ ARNm.
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L’ activité ARN-hélicase d’'elF4A seul est cependant peu efficace. In vitro, elF4A ne
peut dissocier des duplex de plus de 10 nucléotides et son activité est encore réduite s la
séquence du duplex contient un nombre éevé d appariements forts de type G-C (Rogers et
al., 1999). L’incorporation d’ el F4A dans le complexe el F4F stimule ses 2 activités ATPase et
ARN-hédlicase. Cependant, I'intervention d'un autre facteur, elF4B, est nécessaire pour
gu’elF4A ait une efficacité suffisante pour dérouler des duplex ARN-ARN longs et stables.
Récemment, une seconde protéine jouant un réle similaire a elF4B, elF4H, a été identifiée
chez les mammiféres. Ces deux facteurs semblent avoir une fonction redondante dans la
traduction. Le modele actuel propose qu’ elF4A complexéadel’ ATP liele duplex ARN-ARN
a dérouler et, apres hydrolyse de I'ATP, rompt quelques appariements entre les premiéres
bases de I’ hélice. Puis, elF4A se déplacerait sur le polynucléotide, soit en utilisant I’ énérgie
de I’hydrolyse de I’ ATP, soit par diffusion passive. elF4B et elF4H pourraient alors capturer
les mono-brins d’ ARN libérés par elF4A et faciliter la dissociation de nouvelles paires de
bases. D’ autres modéles ont été proposés. En particulier, d autres ARN-hélicases pourraient
étre impliguées telles que la protéine Ded1p récemment identifiée comme étant également une
ARN-hélicase a boite DEAD jouant un réle majeur dans le démarrage de la traduction (lost et
al., 1999).

2. Reconnaissance de la queue poly-(A) en 3°.

En marge des événements a I’extrémité 5° de I’ARNm, la queue poly-(A) en 3' du
polynucléotide joue également un réle crucial pour le recrutement de I’ARNmM sur le
ribosome. Cette suite de nucléotides A est reconnue par une protéine spécifique, la PABP
(Poly-(A) Binding Protein), qui possede 4 domaines RRM (RNA Recognition Motif) se liant
a I’ARNm. Cette protéine est d'ailleurs considérée comme un facteur de démarrage a part
entiere (Kahvegian et al., 2005). Une molécule de PABP selie al’ ARNm en moyenne tous les
27 nucléotides et les ARNmSs eucaryotiques possedent ainsi entre 2 et 10 molécules de PABP
sur leur queue poly-(A). La structure de 2 des domaines RRM de la PABP complexés a un
polynucléotide de 11 bases A a é&é déterminée (Deo et al., 1999) (Figure 1.23).
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Figure 1.23 : Structure des 2 domaines RRM N-terminaux de la protéine humaine de liaison

de I’ extrémité poly-(A) des ARNm &2.6 A de résolution d' aprés Deo et al., 1999. La vue B)
correspond a une rotation de A) de 90° selon un axe horizontal et de 10° selon un axe vertical.

Au sein de ce complexe, les bases adénines sont reconnues par un jeu de liaisons H, de
contacts de Van der Waals et d'interactions aromatiques T — T avec des résidus trés
conservés. Le domaine RRM2 est également reconnu par elF4G. Cette interaction entre
I’extrémité 3' de I’ARNmM et une protéine reconnaissant la coiffe en 5 a permis de suggérer
un modéle selon lequel I' ARNm serait circularisé au cours de la traduction. La reconnai ssance
de la queue poly-(A) par la PABP pourrait ains servir de signa pour avertir le complexe
elF4F que I’ARNmM n’a pas été dégradé et qu’il peut donc étre traduit (Wells et al., 1998).
D’ailleurs, certains modéles stipulent méme gu’ en fin de traduction, plutét que de se dissocier
complétement de I’ ARNm pour aler traduire un nouveau polynucléotide, |e ribosome pourrait
se réassocier avec I'extrémité 5 du méme ARNmM et ainsi, recommencer un cycle de
traduction sur le méme brin (Figure 1.24), ce qui engendrerait un gain d efficacité
considérable pour |e processus traductionnel.

Ainsi, laqueue poly-(A) et lacoiffe de I’ ARNm agissent de maniére synergétique pour
stimuler la liaison du polynucléotide, gréce a leur interaction relayée par |’ adaptateur elF4G.
Chez les mammiferes, elFAG assure pour finir un contact direct avec I'autre grand
coordinateur du démarrage, elF3. Cette association, apres éimination des structures
secondaires de I'ARNm par elF4A, permet le recrutement définitif de I’ARNmM sur le
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complexe 43S. Chez les autres Eucaryotes, I’interaction elFAG-elF3 pourrait s effectuer de
maniére indirecte, par I'intermédiaire d’ autres partenaires fixés sur el F3.

Complexe ribosomal
de terminaison

2

eRF1 ' 40S

Redémarrage sur
le méme ARNm ?

m’Gppp
>\ 5UTR

Coiffeen '

Figure 1.24 : Modéle de circularisation de I’ ARNm et de redémarrage sur le méme ARNm en
fin de traduction. eRF1 et eRF3 (pour eukaryotic Release Factor) sont les deux facteurs impliqués dans

I"étape de terminaison de la traduction qui entraine le relargage de la chaine polypeptidique nouvellement
synthétisée.

Une fois ancré sur I’ ARNm, le ribosome va pouvoir balayer sa séquence nucléotidique
alarecherche de I’ AUG. Deux facteurs sont absolument requis pour cette fonction : elF1 et
elF1A (Pestova et al, 1998). En leur absence, le ribosome est effectivement capable de
recruter I’ARNm. Par contre, le complexe de démarrage formé reste bloqué en position 5 de
I”’ARNm et il est incapable de balayer sa séquence. L’ gjout de ces deux facteurs de démarrage
permet de dissocier ce complexe inactif pour former un nouveau complexe 48S qui est alors
capable de parcourir I’ARNm jusgu’al’ AUG initiateur.

Le mécanisme exact qui permet le balayage de I’ ARNm est loin d’ ére connu. Le seul
résultat communément admis sur cette étape est gqu'elle nécessite I'hydrolyse d ATP.
Cependant, la fonction précise de cette hydrolyse dans le processus est €lle-méme méconnue.
Ainsi, une enzyme telle qu’ el F4A ou Dedl1p pourrait utiliser I’ énergie dérivée de I’ hydrolyse
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de I’ATP pour promouvoir la trandocation du ribosome sur I’ARNm. Ou bien, le balayage
pourrait se faire par ssimple diffusion et dans ce cas, I’hydrolyse d’ ATP ne servirait qu’'a
dérouler les structures secondaires de I’ARNmM rencontrées en cours de transocation, ces
structures se reformant alors apres passage du ribosome pour éviter qu’il ne reparte en sens
inverse. Ce second modele serait en accord avec les récentes expériences qui ont montré
gu’'en présence d’'un ARNmM trés peu structuré sur sa région 5, le codon AUG peut étre
localiseé en |'absence de toute activité ATPasique (sans elF4A ou Dedlp) (Pestova and
Kolupaeva, 2002).

4) Reconnaissance du codon AUG et hydrolyse du GTP.

Lors du balayage de I’ARNmM par le complexe de prédémarrage 48S, le ribosome va
finalement stopper sa course sur I’AUG initiateur. Les mécanismes qui permettent au
complexe de s arréter précisément sur le bon codon de démarrage restent obscurs. Divers
composants de la machinerie ont cependant été impliqués dans cette reconnaissance : I’ ARNt
initiateur bien évidemment, mais aussi les facteurs de démarrage elFl, elF2, elF5 et
findlement, les facteurs elFAG et elF3 pourraient auss intervenir. Enfin, chez les
mammiféres, une séquence en amont de I’ AUG appelée séquence de Kozak est également
requise.

Chez les mammiferes, la reconnaissance du bon codon de démarrage sur I'ARNmM
nécessite que I’AUG soit dans un contexte nucléotidique favorable (Kozak et al., 1994).
Ainsi, la séguence consensus qui permet de signaler un AUG initiateur sur les ARNms est
GCC(A/G)CCAUGG (I’AUG initiateur est souligné) et au sein de cette séquence, les bases
indiquées en gras ont un role primordial. En effet, lors du processus de balayage, si e premier
AUG rencontré n’ est pas dans le bon environnement nucléotidique, il peut étre contourné par
le ribosome qui poursuit alors son chemin en 3'. De nombreuses études ont éé menées pour
voir si I’ARNr 18S possédait une séquence complémentaire de cette séquence de Kozak qui
pourrait alors jouer un réle identique a la séquence SD des Bactéries. Cependant, ces
recherches se sont révélées infructueuses et le mécanisme par laquelle cette sequence influe
sur la reconnaissance du codon de démarrage est toujours inconnu. Certains partenaires
protéiques tels qu’ el F1 pourraient notamment directement inspecter la séquence nucléotidique
entourant I’ AUG.

La participation des 3 facteurs de démarrage elF1, elF2 et el F5 ala reconnaissance de

I’AUG a tout d’'abord é&é montrée en utilisant un systéme de criblage (Huang et al., 1997).
Dans ce systeme, on sélectionne des levures devenues capables de démarrer latraduction d’un
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gene indicateur sur un codon UUG. Des mutations ont ainsi été isolées dans les genes codant
pour les 3 sous-unités du facteur elF2 (Donahue et al., 1988 ; Cigan et al., 1989 ; Williams et
al., 1989 ; Castilho-Vaavicius et al., 1990 ; Dorris et al., 1995) et dans les genes codant pour
elF1 et elF5 (Huang et al., 1997). Le cas d' el F2 sera étudié en détail dans le Chapitre II de
ce manuscrit.

Les mutations au sein du facteur elF5 qui sont responsables d’un démarrage sur un
codon UUG pourraient provoquer une hyperstimulation de I'activité GTPasique d'elF2.
L’ hétérotrimere hydrolyserait ainsi trop t6t sa molécule de GTP et ne réaliserait pas un
contréle efficace de I’ appariement codon-anticodon (Huang et al., 1997 ; Unbehaun et al.,
2004). De plus, des expériences de «toeprint » ont également suggéré qu’' elF1 et elF1A
étaient nécessaires a la formation de complexes 43S:ARNmM capables de localiser le codon
AUG (Pestova et al., 1998). La réalisation de ces expériences de toeprint en |’ absence d’ el F1
conduit a |’ assemblage de complexes 43S a lafois sur des codons AUG et sur d’ autres types
de codons (Pestova and Kolupaeva, 2002).

Dans le cas du facteur elF1, les mutations permettant le démarrage sur un codon UUG
correspondent toutes a une méme zone de la protéine ou se concentrent un grand nombre de
résidus trés conservés (premier site de liaison indiqué en orange sur la Figure 1.17). Cette
région pourrait ainsi constituer un site de liaison pour un autre partenaire de la machinerie
traductionnelle. elF1 possede également une série de lysines le long de la premiére hélice de
sa structure et ces lysines pourraient trés facilement interagir avec le squel ette phosphaté d' un
ARN (Fletcher et al., 1999). Il pourrait donc s agir de I’ARNr mais aussi de I'’ARNmM ou
méme de I’ARNLt. Ainsi, elF1 pourrait coupler I’ appariement codon-anticodon a I” hydrolyse
du GTP lié a elF2 (Unbehaun et al., 2004). elF1 pourrait également interagir avec la tige
anticodon de I’ARNt ou une autre région du polynucléotide et détecter un changement
conformationnel de ce dernier lors de I’ appariement avec I’ AUG. Enfin, le facteur pourrait
s associer directement avec I’ARNmM et éventuellement reconnaitre la séquence de Kozak.
Cependant, aucune liaison a un oligonucléotide portant la sequence GCCACAAUGGCA n'a
été détectée in vitro (Fletcher et al., 1999).

Plus récemment, des expériences ont suggéré gu’ el F1 se localise pres du site P de la
40S (Lomakin et al., 2003). Comme nous I’ avons dé§ja signalé, el F1 présente une organisation
structurale tres proche de celle du domaine C-terminal d'IF3 bactérien. Comme 1F3C, il
pourrait directement inspecter |’ appariement codon-anticodon. En présence de 3 paires de
bases parfaitement appariées, il entrainerait alors I’ arrét du balayage et informerait elF2 et/ou
elF5 que I’ hydrolyse du GTP peut avoir lieu.
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La transmission d'information entre elF1 et elF2 est mal comprise. Une interaction
directe entre el F1 et el F5 reste tres controversée. Cependant, le modele de positionnement de
tous ces facteurs au sein du MFC montre qu’elF1 se retrouve a proximité du domaine C-
termina d'elF5 lorsgue les deux facteurs sont liés a elF3 (Figure 1.16). Du fait de ce
rapprochement, le relais de I’information semble facilité. Le travail de Unbehaun ez al. (2004)
montre qu’ elF1 jouerait en réalité le rdle d’inhibiteur de |’ hydrolyse du GTP, probablement
en influencant la GAP elF5. 1| empécherait ainsi une hydrolyse prématurée du nucléotide
guanine porté par elF2 et cette inhibition serait levée lorsque |’ appariement correct codon-
anticodon est réalise. Une étude thermodynamique des mécanismes impliqués dans
I"hydrolyse du GTP, a partir d’un systeme simplifi€, compléte I’ é&ude du réle d’ elF1 (Maag et
al., 2005). En effet, lors de la reconnaissance de I’AUG, un changement conformationnel
survient au sein du complexe 43S-ARNm. Ce changement induirait une baisse significative
de I’ affinité d'elF1 pour le ribosome et dans un second temps, ce facteur serait relargué de la
40S. Son §gection léverait aors I'inhibition exercée sur I'hydrolyse du GTP. En cas
d appariement avec un codon non-AUG, I'affinité d'elF1 pour la 40S ne serait pas
suffisamment réduite pour entrainer son gection et |'inhibition de I’hydrolyse du GTP ne
serait par consequent pas levée. Le moment exact auquel survient le relargage d’ elF1 du
ribosome reste toutefois incertain (Unbehaun et al., 2004 ; Maag et al., 2005).

Ainsi, elF1 joue un role essentiel dans la sélection de I’AUG initiateur et dans la
coordination de cette reconnaissance avec I’ hydrolyse du GTP. el F3 et el FAG pourraient aussi
participer a cette éape (He et al, 2003). Cependant, du fait de leur rdle généra de
coordinateur, cette implication pourrait étre indirecte et les effets observés pourraient résulter
d une simple stabilisation des complexes en présence de ces deux facteurs. Aprés hydrolyse
du GTP stimulée par elF5, I'affinité du complexe binaire elF2-GDP pour I'ARNt est
fortement réduite et le facteur est §ecté de la 40S en méme temps qu’elF5. Le devenir des 2
autres facteurs de démarrage elF1 et elF3 est plus flou. elF1A reste accroché sur |a 40S et va
interagir avec el F5B qui permet I’ associ ation des sous-unités ribosomales.

5) Association des sous-unités ribosomales.

La communauté scientifique travaillant sur le démarrage de la traduction a longtemps
considéré qu’ une seule réaction d hydrolyse du GTP survenait au cours de cette étape. Ains,
I"hydrolyse du GTP porté par elF2 aurait a la fois permis le contrdle de la sélection du bon
AUG, le relargage des facteurs de démarrage et |’ assemblage des sous-unités ribosomales.
Cependant, la découverte d’un orthologue eucaryotique du facteur bactérien IF2 a remis en
cause cette vision. En effet, elF5B intervient dans la derniere étape du démarrage: la
formation du complexe 80S (Pestova et al., 2000). C'est un facteur de démarrage a part

-57-



Chapitre I : Introduction - Le démarrage de la traduction.

entiere et également une GTPase (Lee et al., 1999), au méme titre qu'IF2. Il a ans été
démontré, a I’aide d'un systéme de traduction mammifére in vitro, que deux molécules de
GTP sont hydrolysees au cours du processus de démarrage (Lorsch and Herschlag, 1999) et
c'est el F5B qui catalyse la seconde réaction GTP-dépendante (Leeet al., 2002).

Du fait de son homologie avec 1F2, elF5B est supposé fonctionner selon un mode
similaire a celui du facteur bactérien lors de |’ association des sous-unités ribosomales. La
structure du facteur a éé résolue pour la protéine archéenne alFoB de M.
thermoautotrophicum (Roll-Mecak et al., 2000) (voir Figure 1.7). Cette structure a permis de
souligner les changements conformationnels qui surviennent lors du passage de laforme GTP
ala forme GDP du facteur (voir discussion du paragraphe 5 de la Partie A de ce chapitre et
Figure 1.25). Cependant, I’hydrolyse du GTP n'est pas directement liée a la phase
d’ assemblage des 40S et des 60S. En effet, des mutations au sein du domaine G d'elF5B
entrainent un sévere défaut d activité GTPasique mais ne bloquent pas |’ association des sous-
unités ribosomales (Shin et al., 2002). En réaité, comme pour le facteur IF2 bactérien,
I"hydrolyse du GTP ne survient qu’ apres formation des 80S. Les mouvements structuraux au
sein d’ elF5B qui surviennent apres hydrolyse du GTP permettent de moduler son affinité pour
le ribosome : sous forme GDP, |’ affinité d’ elF5B pour le complexe 80S est réduite, ce qui
permet son gection et celle des autres facteurs de démarrage encore présents sur le ribosome
(elF1A, et éventuellement elF1 et elF3). Cependant, au sein du complexe bactérien 70S
obtenu par cryo-EM (Allen et al., 2005), IF2 adopte une conformation différente de celle
observée pour son orthologue alF5B en solution. Ainsi, les réarrangements conformationnels
d alF5B qui surviennent entre les états GTP et GDP du facteur ne reflétent probablement pas
le mouvement qui a réellement lieu sur le ribosome. Par contre, ils témoignent de la
propension qu’a I’ hydrolyse du GTP a faire bouger le domaine C-termina du facteur, ce qui
expliquerait les effets observés sur le ribosome.

Il a également été proposé gu’ el F5B facilite I gjustement de I’ ARNt initiateur au site P
du ribosome (Schmitt et al., 2002). Or, tandis qu’IF2 bactérien est capable de lier I’ ARNt
initiateur en solution et sur le ribosome, aucune interaction directe entre I’ ARNt et elF5B
n'avait été mise en évidence jusgu'a présent. Toutefois, une étude récente réalisée au
laboratoire montre qu’' el F5B est effectivement capable de lier | extrémité 3' méthionylée de
I’ ARNL initiateur et que cette liaison, comme dans le cas d'IF2 bactérien, s établit grace au
domaine IV (VI-2 chez IF2) de la protéine (Guillon et al., 2005). Ains, elF5B pourrait
interagir avec I’ARNTt initiateur pour le positionner précisément au site ribosomal P lors de
I"ancrage de la 60S sur la petite sous-unité ribosomale.
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Translation de
46 A

Figure 1.25 : Mouvements conformationnels induits lors de I"hydrolyse du GTP par elF5SB.
En violet, structure du complexe dF5B-GDP de M. thermoautotrophicum. En rose, structure du complexe
alF5B-GTP de M. thermoautotrophicum (Roll-Mecak et al., 2000).

Similairement & IF2 qui interagit avec IF1, elF5B interagit avec elF1A. Chez les
Eucaryotes, une interaction supplémentaire a celle observée entre les facteurs bactériensalieu
(Marintchev et al., 2003). En effet, le facteur IF1 lie le domaine V d'IF2 (qui correspond au
domaine Il d’' e/alF5B) via la zone concave de son OB-fold. Cette interaction existe également
entre elF1A et elF5B. Cependant, le domaine C-terminal d’ elF1A (absent chez IF1) interagit
auss avec les hélices additionnelles du domaine C-termina d’elF5B (absentes chez IF2).
Cette seconde interaction est donc propre aux Eucaryotes et pourrait avoir une implication
fonctionnelle significative par rapport au mécanisme bactérien. De plus, elF1A se trouve au
site A de la 40S et son interaction avec elF5B permet de positionner el F5B pres du site P du
ribosome, ce qui serait cohérent avec un réle du facteur dans I’ gustement de la position de
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I”’ARNL initiateur sur le ribosome. Dans tous les cas, ces deux facteurs agissent en étroite
collaboration lors de I’ étape d’ assemblage du complexe 80S.

De nombreuses questions restent encore posées sur le déroulement mécanistique de
cette étape. En effet, le moment exact auquel elF5B est recruté sur le ribosome est encore
inconnu : I"hydrolyse du GTP porté par elF2 et le relargage du facteur sont-ils un élément
déclenchant ? Quoi qu'il en soit, I’activité GTPasique d' elF5B est étroitement couplée a la
fidélité du processus de démarrage. Un relargage prématuré du facteur de la 80S di a un
défaut de son activité GTPasique provoque la reprise du balayage de I'ARNm par le
ribosome : I’AUG initiateur est contourné et le ribosome poursuit sa recherche en ava (Shin
et a., 2002). Ceci pourrait étre la conséquence de |’ absence d’ gjustement de I’ ARNt initiateur
au site P. Dans ce cas, la reconnaissance de I’AUG initiateur ne serait pas achevée et le
ribosome poursuivrait son chemin sur le pol ynucl éotide.

D’ autres études ont également mis en cause la PABP dans cette étape (Proweller and
Butler, 1996). En effet, la PABP pourrait se fixer aux sous-unités 60S indépendamment de la
gueue poly-(A) et ainsi favoriser I’ association des sous-unités ribosomal es.

Ainsi, de nombreux points restent a éclaircir concernant le mode d action exact
d elF5B. Toutefois, aprés hydrolyse de sa molécule de GTP et relargage des derniers facteurs
de démarrage, un complexe 80S assemblé sur le bon codon AUG est libéré et il va pouvoir
débuter la phase d’ éongation.

La derniere étape a accomplir pour clore ce démarrage concerne le recyclage d el F2.
En effet, elF2 est relargué de la 40S sous forme d’ un complexe binaire avec une molécule de
GDP. Cette forme d' el F2 présente une affinité réduite pour I’ ARNL initiateur par rapport a la
forme « active » elF2-GTP. Dans les conditions physiologiques, le recyclage d elF2-GDP en
elF2-GTP aurait lieu trop lentement. Un facteur est donc nécessaire pour accélérer le
processus : le facteur d’ échange elF2B. Ce facteur catalyse I’ échange GDP — GTP sur elF2
et sa fonction joue un réle primordial dans la régulation de tout le processus de traduction
(Williams et al., 2001). Cette étape sera abordée plus en détails dans le Chapitre I1.

Enfin, il faut noter que certaines autres protéines ont été potentiellement impliquées
dans le démarrage de la traduction, en particulier elF2A, elF2C et elF5A. elF2A et elF2C
pourraient recruter I’ ARNt initiateur tout comme elF2, mais ces facteurs interviendraient dans
un mode de démarrage paralléle au mode canonique (Zoll et al., 2002 ; Bagchi et al., 2005).
el F5A pourrait participer alaformation de la premiere liaison peptidique (Kang and Hershey,
1994). Enfin, elF2C, tout comme elF6, serait également impliqué dans la biogénése des 60S.
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Cependant, aucun résultat expérimental n’a permis d affirmer jusgu'a présent que ces
protéines assument un véritable role de facteur de démarrage. C est pourquoi leur fonction
détaillée ne sera pas abordéeici.

6) Autres modes de démarrage.

Le mécanisme de démarrage de la traduction eucaryotique décrit jusqu’ a présent est le
meécanisme e plus fréguent. Cependant, d’ autres mécanismes, minoritaires, existent.

A I"heure actuelle, le processus le plus répandu parmi ces modes alternatifs est appelé
démarrage a partir d'un site interne d’entrée du ribosome (IRES pour Internal Ribosomal
Entry Site). Dans ce mécanisme indépendant de la coiffe en 5 de I’ARNm, le balayage
classique de I’ARNmM n’a pas lieu et bien souvent, un panel réduit d’ el Fs est suffisant (Pisarev
et al., 2005 pour revue). Les IRES correspondent a de longues portions d ARN qui présentent
une structure secondaire tres étendue qui va permettre |’accrochage direct de I’ARNmM au
ribosome. Ces IRES se situent généralement en amont du second cistron d'un ARNmM
bicistronique et ils permettent la traduction de ce second cistron indépendamment de celle du
premier cistron, qui suit généralement un mode canonique, coiffe-dépendant. Ce mode de
démarrage est fréguemment rencontré pour la traduction d ARNms viraux tels que les
ARNmMs du virus de |’ Hépatite C (HCV) et du virus de la paralysie du cricket (CrPV).

Il existe également un mode de démarrage eucaryotique appelé « shunting » utilisé
pour démarrer latraduction de divers ARNms viraux polycistroniques et trés structurés. Dans
ce processus, le complexe de prédémarrage se fixe au niveau de la coiffeen 5 de ’ARNm.
Cependant, le balayage de I'ARNmM ne s effectue pas de maniere linéaire et le complexe
ribosomal est en fait capable de contourner les différentes régions trés structurées et
inhibitrices pour aler se fixer sur un codon AUG initiateur en aval du polynucléotide
(Futterer et al., 1993).

Enfin, le «leaky scanning » est un mode de démarrage rencontré sur des ARNms
polycistroniques pour lesquels le premier AUG initiateur est dans un contexte nucléotidique
faible. Dans ce cas, soit le complexe ribosomal le contourne pour aler se fixer sur un AUG
initiateur plus en aval, soit la premiére région codante est traduite mais apres traduction, la
sous-unité 40S reste fixée sur le ribosome et un redémarrage de la traduction a alors lieu sur
I"un des codons initiateurs en aval (Kozak, 2002).

Ces différents mécanismes ne seront pas décrits en détails ici car I’ éude du facteur
e/alF2 menée au cours de ce travail de these s'inscrit dans le cadre d’ un démarrage canonique
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de la traduction, cest-adire 5 -dépendant dans le cas des Eucaryotes. lls permettent
cependant de souligner la compl exité de cette étape de démarrage chez les Eucaryotes et la
mise en place de divers systémes pour assurer une synthese protéique la plus fidéle et la plus
efficace possible.
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Partie C : L.e démarrage de la traduction chez les Archées.

Le monde vivant a longtemps été divisé en deux grandes catégories: les Bactéries et
les Eucaryotes. Cependant, la découverte des Archées a la fin des années 70 a conduit le
monde scientifique a remettre en cause ce modéle bipartite (Woese and Fox, 1977). Ces
organismes, qui vivent souvent dans des conditions extrémes (le domaine archéen regroupe
les méthanogenes, les halophiles et |es thermoacidophiles), ont d’abord été classifiés au sein
des Bactéries. En réalité, ils possedent des caractéristiques eucaryotiques, en plus de leurs
attributs bactériens Ains, le séquencage complet des premiers génomes d’ Archées arévéléla
présence de génes codant pour des protéines homologues a des protéines eucaryotiques et
bactériennes. Du point de vue de I’ évolution, ces organismes devaient donc étre classés dans
une troisieme lignée de descendance depuis I'ancétre commun, distincte des lignées
eucaryotique et bactérienne (Woese et al., 1978 ; Woese et al., 1990).

1) La traduction chez les Archées : un mécanisme hybride.

Le processus traductionnel des Archées et notamment, I’ é&ape de démarrage de la
synthése protéique, présentent des caractéristiques a la fois bactériennes et eucaryotiques. En
effet, les ARNmSs archéens peuvent étre polycistroniques et ils présentent généralement une
séquence de type Shine-Dalgarno en amont de I’ AUG initiateur. Cependant, les séquencages
de génomes d’ Archées ont montré que les facteurs de démarrage mis en jeu au cours de cette
étape étaient essentiellement homologues aux facteurs eucaryotiques (a |'exception des
facteurs universellement conservés). Le Tableau 1.26 répertorie les différents facteurs de
démarrage de la traduction dans les trois domaines du monde vivant, en mettant en paralée
les homol ogies entre domaines.

Ains, I'éude du mécanisme de démarrage archéen se révéle particulierement
intéressante sur deux points: d’une part, elle permet d’ apporter de nouvelles informations sur
les mécanismes a la fois eucaryotique et bactérien ; d’autre part, la compréhension des
adaptations qui ont été réalisées au sein de ces organismes face a leurs conditions d’ évolution
permettra d’ apporter un nouveau regard sur le mécanisme de la traduction au sein de I’ ancétre
commun LUCA (Last Universal Common Ancestor) (Londei, 2005 ; Kapp and Lorsch, 2004 ;
pour revues).
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Notation Notation
bactérienne BACTERIA eucaryotique EUKARYA | ARCHAEA
Domaine C- Initiation Factor 1 elF1 aFl
terminal d'IF3
Initiation Factor 1 IF1 Initiation Factor 1A elF1A aFl1A
Initiation Factor 2 IF2 Initiation Factor 5B elF5B alF5B
Initiation Factor 2 elF2 (o,By) | aF2(a,B,y)
Initiation Factor 2A elF2A
Initiation Factor 2B elF28 A28
(@,B.7.5,) (.B3)
Initiation Factor 2C elF2C
Initiation Factor 3 IF3
Initiation Factor 3 elF3
Initiation Factor 4A elF4A
Initiation Factor 4B elF4AB
Initiation Factor 4E elFAE
Initiation Factor 4G elFAG
Initiation Factor 4H elF4H
Initiation Factor 5 elF5
Elongation Factor P EF-P Initiation Factor 5A elF5A alF5A
Initiation Factor 6 elF6 alF6
Poly-(A) Bindin
M| PR
Ded1p

Tableau 1.26 : Facteurs de démarrage de la traduction dans les trois domaines du monde
vivant.

2) Démarrage de la traduction archéenne : similitudes et
divergences avec les autres domaines.

A ce jour, plus d’une vingtaine de génomes d’ Archées ont été entiérement séguencés.
Mais peu de données expérimentales sont disponibles sur la traduction archéenne, en partie
car la génétique moléculaire est encore peu dével oppée chez ces organismes. Ainsi, beaucoup
de schémas sur le mécanisme général du processus ont été tracés par comparaison avec les
deux autres systémes détaillés dans les parties A et B de ce chapitre. Cependant, un intérét
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croissant est aujourd’ hui porté aux Archées et des données biochimiques et structurales ont
émergé au cours des dernieres années, permettant de dresser un premier modéle pour ce
meécanisme singulier.

1. L’ARNm.

Les Archées ne possedent pas de noyau. En conséguence, comme chez les Bactéries,
un couplage entre la transcription et la traduction a probablement lieu. Les ARNms archéens
ne possedent pas de coiffe en 5. Ils présentent une organisation polycistronique qui rappelle
celle des ARNms bactériens et une séquence de type Shine-Dalgarno est souvent rencontrée
en amont du codon initiateur (Keeling and Dooalittle, 1995). En conséquence, un mode de
reconnaissance du codon de démarrage similaire a celui mis en place chez les Bactéries est
envisagé. Ce mécanisme passerait par une reconnaissance directe de la position de I’ AUG via
I" appariement entre la séquence SD de I’ARNmM et la région complémentaire de I’ARN
ribosomal 16S (Condo et al., 1999) D’ailleurs, contrairement au cas bactérien, I'’ARNmM
archéen peut former un complexe binaire stable avec la 30S en |’absence de tout autre
composant traductionnel (Benelli et al., 2003).

Cependant, les Archées possedent également de nombreux ARNms pour lesquels
presque toute I’ extrémité 5’ non traduite a été tronquée. Ces ARNms sans 5’ -UTR (leaderless
MRNAS) sont également présents dans les autres domaines du monde vivant. Toutefois, leur
proportion par rapport aux ARNms canoniques est particuliérement élevée chez les Archées.
Pour ces ARNms, la présence du seul ARNL initiateur permet leur interaction avec la petite
sous-unité ribosomale (Bendlli et al., 2003). De plus, des ARNmMs possédant une région 5’
entiere mais pour lesgquels la séquence SD a été enlevée ne sont plus traduits par les cellules
archéennes. Ils peuvent cependant réintégrer le processus traductionnel a condition que leur
séquence 5 -UTR soit entierement supprimée (Condo et al., 1999). Ceci suggere gu’ un autre
mode de démarrage existe au sein de ces cellules pour traduire les ARNmMs sans région
5'UTR. D’ailleurs, ce mode de démarrage pourrait étre un vestige du mécanisme de |’ ancétre
commun LUCA puisque I’ on trouve de tels ARNmSs dans | es trois domaines du monde vivant.
Pour une raison encore inconnue, ce mécanisme primitif serait encore relativement dével oppé
chez les Archées comparativement aux autres espéces (Londei, 2005).

2. Les facteurs de démarrage.

Tout comme les Bactéries et les Eucaryotes, les Archées possedent les facteurs de
démarrage de la traduction universellement conservés alF1A et alF5B. Un homologue d’ el F1
est également présent. Le facteur alF5A qui est homologue a el F5A et au facteur d’ éongation
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bactérien EF-P intervient aussi chez les Archées. Les autres facteurs de démarrage rencontrés
chez ces organismes sont exclusivement homologues aux facteurs eucaryotiques : le facteur
hétérotrimérique e/alF2, le facteur anti-associ ateur e/alF6 et les trois sous-unités régulatrices
du facteur d’ échange e/alF2B. Comparativement aux Eucaryotes, les facteurs manguants sont
le multicomplexe elF3, la GAP elF5, les protéines de la coiffe elF4F, elF4B, elF4H et la
PABP, et les sous-unités catal ytiques y et € du facteur d’ échange el F2B.

Ainsi, en dehors des facteurs universellement conservés, la traduction archéenne fait
appel a l’hétérotrimere alF2 ains qu’au facteur alF1, malgré un mode de reconnaissance de
I’ARNmM probablement similaire au mode bactérien. Comme nous |I’avons précédemment
souligné, elF2 permet la prise en charge spécifique de I’ARNLt initiateur dans les cellules
eucaryotiques et elF1 est impliqué dans le processus de balayage de I’ARNm ainsi que dans
la reconnai ssance du codon AUG potentiellement via une inspection directe de I’ appariement
codon-anticodon. Ainsi, la présence d’ homologues de ces facteurs chez les Archées pourrait
traduire le fait que I’ARNt initiateur archéen est plus proche de I’ARNt initiateur
eucaryotique que de I’ ARNt"'®. En effet, chez les Archées, la méthionine portée par I' ARNt
initiateur n’est pas formylée (Ramesh and RgjBhandary, 2001). De plus, cet ARNt présente la
paire de bases A1l:U72 universellement conservée chez tous les ARNts initiateurs
eucaryotiques. L’absence de formylation et les caractéristiques proches de celles du
polynucléotide eucaryotique sont corrélées ala prise en charge de I’ ARNt initiateur archéen
par un facteur hétérotrimérique alF2 homologue au facteur el F2.

A I'inverse, deux facteurs typiquement eucaryotiques sont absents chez les Archées:
elF5 et elF3. L’absence d'elF5 est particulierement surprenante puisque les Archées
possedent un homologue d'elF2 (Dever, 2002). Chez les Eucaryotes, elF5 est absolument
nécessaire pour activer la fonction GTPasique d' elF2. Son omission dans le mécanisme
archéen suggére soit qu’ alF2 seul est capable d hydrolyser le GTP, soit qu’il existe un autre
facteur jouant le réle de GAP chez les Archées, mais celui-ci ne serait alors pas homologue a
elF5. Enfin, comme dans le cas eucaryotique, la sous-unité ribosomale 30S pourrait
également intervenir en tant que GAP dans |e mécanisme d' hydrolyse du GTP par al F2.

L’absence d’un homologue d’'elF3 (ou tout au moins des sous-unités centrales du
facteur) est surprenante. En effet, ce multimére permet de relier tous les partenaires du
démarrage de la traduction entre eux et stabilise leur arrimage sur le ribosome. Le systeme
archéen semble pouvoir se passer d' un tel adaptateur. |l faut cependant noter que le facteur
elF3 joue également un réle majeur dans I’ ancrage de I’ ARNm sur 1a 40S via son interaction
avec le complexe elFAF-PABP. L’absence de coiffe sur les ARNms archéens et par
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conséquent, I’absence d’ homologues des différents elF4s, rendrait alors inutile la présence
d’ un homologue d’ el F3.

Enfin, les sous-unités catal ytiques du facteur d’ échange elF2B étant absentes chez les
Archées, le mécanisme par lequel alF2-GDP est recyclé en alF2-GTP en fin de démarrage
reste inconnu. Notamment, cet échange pourrait survenir de maniere spontanée.

3) Conclusion.

Finalement, de nombreuses questions restent encore posées concernant e mécanisme
du démarrage de latraduction chez les Archées et la place qu’il occupe au sein de I’ évolution.
En effet, |la comparaison de ce processus dans les trois domaines du monde vivant est avant
tout un formidable outil pour tenter d'imaginer quel était le mécanisme adopté par notre
ancétre commun LUCA. Les différentes données collectées jusqu’a présent ont d ailleurs
permis d'imaginer un modele de démarrage partant d'un ARNmM monocistronique et sans
région 5’ -UTR dans lequel seuls les deux facteurs universellement conserveés IF1-e/alF1A et
IF2-e/alF5B interviendraient (Londei, 2005). La Figure 1.27 illustre ce modéle sous deux
angles distincts, selon que |’ ancétre d’ |F2 serait ou non capable de lier I' ARNt initiateur.

B)
| P ] r\
S'AUC CUgGC
L .' ¥!
U I
i
v
MET
(o] ] [
1. Le facteur IF2 ancestral ne lie pas I'ARNt : 2. Le facteur IF2 ancestral lie 'ARNt :
- aucun facteur n'interagit avec I'ARNt - le précurseur d'e/aIF2y est créé par duplication de
- le facteur IF2 bactérien acquiert la capacité génes
de lier I'ARNY - le facteur IF2 eucaryote/archéen perd son site de

Figure 1.27 : Modéle de démarrage de la traduction chez I’ancétre commun LUCA

(Londei, 2005). Dans ce modéle simplifié, seuls les 2 facteurs IF1 et IF2 sont requis. L’interaction
ribosome/ARNmM pourrait se faire a I’ aide du complexe 70S entier, aprés positionnement de I’ ARNt initiateur au
site P du ribosome — positionnement qui surviendrait au site P par défaut, le site A étant occupé par le complexe
IF1-1F2. Laformation de complexes de démarrage avec les petites sous-unités ribosomal es dissociées serait alors
survenu plus tard au cours de I’évolution, concomitamment a |’ apparition de I'interaction SD-ASD. Dans le
modéle A), I'ancétre d'IF2 ne possede pas de propriétés de liaison de I’ ARNt. Dans ce cas, il est possible que
n'importe quel ARNt ait pu jouer leréle d ARNt initiateur en fonction du codon de I' ARNm rencontré au site P.
La sélection stricte sur un codon AUG serait alors apparue plus tard. Dans le modéle B), I'IlF2 ancestral est
capable de lier I'’ARN initiateur. Dans ce contexte, I'’ARNt initiateur ancestral aurait pu étre formylé et la
formylation aurait été perdue par la suite chez les Eucaryotes et chez les Archées.
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Tout auss séduisantes soient-elles, ces hypothéses nécessitent encore un immense
travail expérimental pour tenter d apporter des éléments de réponse quant aux meécanismes
précis survenant aujourd’ hui dans le monde vivant et a plus lointaine échelle de temps, ayant
eu lieu chez le progénote. En particulier, de nombreuses étapes clés du processus de
démarrage sont encore tres mal comprises chez les Eucaryotes.

Dans ce contexte, un facteur de démarrage revét un intérét particulier : le facteur
hétérotrimérique e/alF2. Identifié il y a plus d’une trentaine d’ années (Picciano et al., 1973 ;
Barrieux and Rosenfeld, 1977), e/alF2 est composé de trois sous-unités, notées a, B et vy, qui
sont relativement bien conservées au sein des domaines eucaryotique et archéen. La délétion
de I’un ou I’ autre des genes codant pour chacune des sous-unités du facteur est Iétale chez
Saccharomyces cerevisiae (Donahue et al., 1988 ; Cigan et al., 1989 ; Hannig et al., 1993).
Ce complexe de 124 kDa chez la levure et de 93 kDa chez |'archée P. abyssi ne possede pas
d orthologue bactérien malgré le réle central qu’il joue dans |’ étape de démarrage. Il est en
effet responsable du recrutement de I’ ARNL initiateur et de son acheminement sur la petite
sous-unité ribosomale mais selon un tout autre mécanisme que le facteur 1F2, qui assure une
fonction similaire chez les Bactéries. Le travail de thése présenté dans ce manuscrit s est donc
centré sur ce facteur atypique pour essayer de comprendre son mécanisme d’ action spécifique
et quelles ont pu étre les raisons de sa mise en place au sein d un systeme plus évolué tel que
le systeme eucaryotique. Dans le Chapitre II de ce manuscrit, nous nous attacherons a faire
le point sur les connai ssances bibliographiques dont nous disposions au début de ce travail de
these pour chacune des trois sous-unités du facteur e/alF2, d’un point de vue structural et
fonctionnel.
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Partie A : Role général du facteur de démarrage e/alF2.

1) Description fonctionnelle.

Chez les Eucaryotes et chez les Archées, e/alF2 résulte de [ association
steechiométrique de trois sous-unités: a, p et y. Au cours du démarrage de la traduction, ce
facteur transporte le Met-ARN™® sous forme o un complexe ternaire avec une molécule de
GTP sur la petite sous-unité ribosomale.

ealF2 lié au GTP et au Met-ARNtM® est impliqué dans la reconnaissance du bon
codon initiateur. L”hydrolyse du GTP survient lorsgue I’ appariement correct codon-anticodon
est réalisé. Des mutations au sein de chacune de sestrois sous-unités affectent la sélection de
I’AUG et permettent le démarrage sur un codon UUG (Donahue et al., 1988 ; Cigan et al.,
1989 ; Williams et al., 1989 ; Castilho-Vaaviciuset al., 1990 ; Dorris et al., 1995).

Au sein de I’hétérotrimere, la sous-unité y comporte un domaine G identifié par
homologie de séquences avec d’ autres protéines G impliquées dans la traduction, notamment
le facteur d’ élongation EF1A (Erickson and Hannig, 1996). Des mutations au niveau de la
séquence consensus NK XD rencontrée au sein d’ e/alF2y affectent trés fortement la liaison du
GTP/GDP. La sous-unité y pourrait donc jouer un réle prépondérant dans la liaison des
nucléotides G bien que I’ intervention de I’ une ou I’ autre des sous-unités o, et  ne puisse étre
exclue (Narandaet al., 1995 ; Erickson and Hannig, 1996).

Avant d entrer plus en détails dans I’ étude structurale de la sous-unité y, nous ferons
ici un bref rappel du mécanisme d action des GTPases (Vetter and Wittinghofer, 2001 ;
Sprang, 1997 ; pour revues).

2) Les proteines G : un mecanisme universel.

Au sein des cellules, les protéines G oscillent entre un état conformationnel actif (état
ON) et un état conformationnel inactif (état OFF), ce qui leur permet de contrdler une grande
variété de processus alant de la croissance et de la différentiation cellulaire au transport
nucléo-cytoplasmique et vésiculaire. L’ activation des protéines G (passage au mode ON)
nécessite la dissociation préalable du nucléotide GDP qui leur est complexé. Ce processus
relativement lent doit étre accéléré par un facteur noté GEF (pour Guanine Exchange Factor)
qui permet |I'échange GDP — GTP sur la protéine G. Il s’agit d’une étape généralement
réversible. A I'inverse, le passage au mode OFF est un processus intrinsequement irréversible
qui correspond a I’hydrolyse du GTP en GDP — soit la réaction GTPasique a proprement
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parler — et ce processus également relativement lent doit étre accéléré par une GAP (GTPase
Activating Protein).

Les cellules eucaryotiques contiennent entre 100 et 150 protéines G différentes.
Celles-ci sont regroupées en plusieurs superfamilles : les protéines dérivées de la protéine
Ras, les protéines G hétérotrimériques, les facteurs impliqués dans la synthese protéique et
diverses autres sous-familles. Malgré des différences notables au sein de ces familles, le
domaine G de ces protéines présente une structure (Figure 2.1) et un mécanisme de
changement conformationnel universels. Ainsi, un domaine minima denviron 20 kDa,
commun a toutes les protéines G, assure les fonctions de liaison et d hydrolyse des
nucl éotides guanine. Cette structure minimale comprend 6 brins et 5 hélices a. Le domaine
G présente cing séguences consensus impliquées dans sa fonction, a savoir les motifs Gy :
GX4GK(S/T) ou boucle P, G, : boucle effectrice ou Switch |, G; : DXXG ou Switch Il, Gy :
(N/T)KXD et Gs: (T/G)(CISA ou X représente un résidu quelconque (Sprang, 1997)
(Bourne et al., 1991). Autour de ce cceur fonctionnel et universel, les divers domaines G
présentent des insertions ou des modifications caractéristiques de chague protéine et
importantes pour leur fonction biologique propre.

Boucle P (6;)

Switch II

N-ter

Figure 2.1 : Structure du domaine G minimal commun atoutes les protéines G d apres Vetter

and Wittinghofer, 2001. Les différentes séquences consensus du domaine G sont représentées sur ce
domaine modéle dérivé de la structure du domaine G de la protéine Ras (Pai et al., 1990). L’ion magnésium est
représenté par une sphere orange et le nucléotide GTP est représenté en violet.
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1. Mécanisme du changement conformationnel.

Le changement conformationnel qui intervient au sein du domaine G lors du passage
GDP — GTP ou GTP — GDP fait intervenir principalement deux zones de ce cceur
structural : les motifs Switch | et Switch Il. Les réarrangements qui S ensuivent alors au sein
de la protéine G varient d'une protéine a |’autre et peuvent étre relativement importants.
Cependant, e mécanisme de base est similaire chez toutes ces GTPases.

Dans la forme liée au GTP, deux résidus invariants forment une liaison H avec le
phosphate y du GTP par I'intermédiaire du groupe NH de leur chaine principae. Il s agit
d’ une thréonine du motif Switch | (Thr62 chez EF1A) et de la glycine du motif DXXG
(Switch 11, Gly84 chez EF1A). La thréonine est également impliguée dans la coordination de
I"ion Mgz+. Le départ du phosphate y aprées hydrolyse du GTP entraine la relaxation de ces
deux zones Switch du fait de la rupture de ces liaisons H. La Figure 2.2 schématise ce
mouvement de rel axation.

"'\ Gly 84  Thr 62 {

Figure 2.2 : Représentation schématique du mouvement conformationnel universel qui
survient au sein du domaine G des GTPases lors de I’hydrolyse du GTP en GDP d' apres
Vetter and Wittinghofer, 2001. Lanumérotation desinvariants Thr et Gly correspond ala protéine EF1A.

Ce mouvement minimal est susceptible d’ exister dans toutes les protéines G. Il peut
ensuite se répercuter au sein du polypeptide a plus ou moins longue distance. Ainsi, chez
EF1A, cette transition impliquant les résidus Thr62 et Gly84 s accompagne de changements
conformationnels majeurs avec un repositionnement du domaine 1 par rapport aux domaines
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2 et 3. Le domaine G subit en effet une rotation de 90° par rapport aux tonneaux p et dans
cette conformation «ouverte», le site de liaison de I’ ARNt n’existe plus (Nissen et al., 1995 ;
Berchtold et al., 1993). LaFigure 2.3 représente les deux conformations ON et OFF d' EF1A.

‘t/,
EF1A:6TP:Mg®' EF1A:6DP:Mg®'

Figure 2.3 : Réorganisation du facteur d’' élongation EF1A aprés hydrolyse du GTP en GDP
d apres Berchtold et al., 1993.

2. Hydrolvse du GTP, GAP-assistée.

Pour la plupart des protéines G, la réaction d’hydrolyse du GTP est particuliérement
lente et ne pourrait pas assurer une fonction biologique convenable car cette derniére nécessite
généralement un passage rapide de la protéine a un état inactivé. Ainsi, les protéines GAP
sont-elles présentes pour activer cette réaction d hydrolyse. Le mécanisme exact par lequel la
GAP intervient reste encore incertain maisil a pu étre précisé grace al’ obtention de structures
de complexes protéine G — GAP, en particulier le complexe Ras - RasGAP (Scheffzek et al.,
1997).

De maniere générale, la protéine G présente un résidu catal ytique invariant au sein du
Switch Il qui est une glutamine dans le cas de Ras (GIn61). Chez les facteurs de traduction,
cette glutamine est remplacée par une histidine (His85 chez EF1A). Cette glutamine
(histidine) permet le positionnement correct de la molécule d’ eau qui va réaliser |’ attaque
nucléophile sur le groupe phosphate y du GTP.
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Cependant, cette glutamine n’ est pas suffisante pour déclencher I’ hydrolyse du GTP et
un autre résidu catal ytique est requis. Ce second résidu est apporté par la GAP. Elle insere en
effet un résidu arginine sous forme d'un motif «Arginine Finger » au niveau du site
catalytique. Cette boucle catalytique est elle-méme stabilisée par un second résidu invariant
dela GAP qui peut étre une arginine ou une lysine.

Il faut noter que dans le cas d'EF1A, il n’'existe pas de GAP. C'est le motif L7/L12 du
ribosome qui active lafonction GTPasique d’ EF1A.

3. Recvcelage GDP — GTP, GEF -assisté.

Le relargage du GDP des protéines G est un processus relativement lent et la présence
d une GEF permet de I’ accélérer de plusieurs ordres de grandeur (environ 5). Le mécanisme
d action de la GEF passe par une série de réactions rapides et réversibles qui correspondent au
passage successif du complexe binaire GTPase-GDP a un complexe ternaire GTPase-GDP-
GEF puis a un nouveau complexe binaire GTPase-GEF ou la protéine G n'est plus liée a
aucun nucléotide guanine. Cette série de réactions est aors réinversée par liaison dun
nouveau nucléotide qui est généralement le GTP, du fait de sa présence cdlulare
prédominante par rapport au GDP (Cherfils and Chardin, 1999).

La structure de complexes hinaires entre la GTPase libérée de tout nucléotide et sa
GEF a été obtenue dans le cas de différentes protéines G et en particulier pour le facteur
d élongation 1A (complexe EF-Tu:EFTs: Wang et al., 1997 ; complexe eEF1A-eEF1B :
Andersen et al., 2000). Bien que les mécanismes différent d’une GTPase a |’ autre, quelques
caractéristiques communes ont pu étre tracées. Ainsi, les GEFs interagissent avec les régions
Switch | et 11 de leur GTPase et en particulier, elles intercalent des résidus a proximité de la
boucle GKT (motif G;) et de I'ion magnésium. Ces insertions provoquent un changement
structural local au sein de la GTPase qui a un effet inhibiteur sur laliaison des phosphates du
nucléotide guanine et del’ion Mgz+ et permet ainsi le relargage du GDP.
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Partie B : L.a sous-unité y du facteur e/alF2.

g/alF2y est la sous-unité principale du facteur d’initiation 2. Elle est codée par le géne
essentiel GCD11 (Hannig et al., 1993). La protéine de levure contient 527 résidus (soit 55
kDa). Les protéines archéennes ont généralement un poids moléculaire plus faible (autour de
45 kDa). Cette différence Sexplique par la présence dune extrémité N-terminae
additionnelle chez les Eucaryotes, de longueur variable et pouvant atteindre 90 résidus, et
pour laquelle aucun réle précis N’ a été identifié jusqu’ a présent (voir alignement de séquences
en Annexe 1). La sous-unité y congtitue le ceeur de |’ hétérotrimére ealF2. Ainsi, les deux
autres sous-unités o et B interagissent avec la protéine y. Par contre, elles ne s associent pas
entre elles (Schmitt et al., 2002).

1) Structure de la sous-unité y.

La structure cristallographique de la protéine e/alF2y a été résolue pour la premiere
fois dans le cas de I’archée hyperthermophile Pyrococcus abyssi & 1.8 A de résolution
(Schmitt et al., 2002) (Figure 2.5).

La protéine est organisée en trois domaines. Le domaine G (résidus 1 a 205)
correspond au domaine de fixation des nucléotides guanine. Les domaines Il (résidus 206 a
308) et 111 (résidus 309 a 410) présentent tous deux un repliement en tonneau p.

L es séquences consensus des protéines G sont retrouvées dans la structure d’alF2y. Le
mode de liaison des nucléotides G a e/alF2y a pu étre étudié apres trempage de cristaux de
protéine libre dans des solutions contenant les nucléotides GDP-M g2+ ou GDPNP-M gz+ alo
mM (Schmitt ez al., 2002). Ainsi, |a poche de liaison des nucl éotides guanine d’al F2y contient
les motifs suivants : la boucle GKT (résidus 22 a 24), la sequence QNKIE (résidus 144 a
148) rediant le brin 5 &, I’hélice o et 1a séquence SALH (résidus (180 a 183) qui correspond a
la petite hélice o5. Ces deux dernieres régions assurent la spécificité vis-avis de la base
guanine. L’ion magnésium est hexacoordiné par la thréonine 24 de la boucle GKT, par les
phosphates et y du GTP et par 3 molécules d’eau. Sous forme GDP, la coordination du
phosphate y du GTP est remplacée par celle d’'une quatrieme molécule qui interagit également
avec lachaine latérale de |’ aspartate 89.

De maniére générale, Pa-alF2y présente une organisation structurale similaire a celle
des facteurs d’ élongation et en particulier le facteur bactérien EF1A (Berchtold et al., 1993 ;
Nissen et al., 1995). Aing, la superposition de chacun des trois domaines de y avec les
domaines correspondants au sein d' EF1A:GDPNP conduit aux rmsd suivants :
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Domaines comparés Nombres de Carbones Co comparés Rmsd en A
Domaine G 138 1,74
Domaine 1 89 1,65
Domaine I11 74 1,50

Tableau 2.4 : Rmsd mesurés entre les domaines d'alF2y de P. abyssi et les domaines
correspondants de son homologue structural EF1A en conformation GDPNP d’ aprés Schmitt
et al., 2002.

Domaine de liaison du Zn

Boucle GKT

Domaine ITI

Domaine III

Figure 2.5 : Structure de la protéine alF2y de I’archée P. abyssi complexée a du GDPNP a
1.8 A de résolution (Schmitt et al., 2002). Le nucléotide GDPNP est représenté en vert complexé a un
ion Mg?* en rose. Un ion Zn** (en orange) est également ligandé par 4 cystéines dans le domaine additionnel
(comparativement a EF-Tu) qui pointe hors du domaine G. Les éléments de structure en rouge indiquent les
zones de divergence par rapport a EF1A.
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Dans le cas d EF1A, un large mouvement du domaine G comparativement aux
domaines 11 et 11l survient entre les formes GDP et GTP du facteur d’ élongation (La Cour et
al., 1985; Berchtold er al., 1993; Polekhina et al., 1996) (Figure 2.5). Au contraire,
I’ orientation relative des trois domaines d’ al F2y est identique au sein des trois structures de la
sous-unité (protéine sans nucléotide G, protéine liée au GDP et protéine liée au GTP). Dans
ces trois états nucléotidiques, y adopte une conformation fermée pour laguelle le domaine G
reste a proximité des domaines Il et 11l. La superposition des domaines Il et 111 d’ alF2y par
rapport aux domaines correspondants du facteur d éongation au sein de la structure
EF1A:GDPNP (Nissen et al., 1995) révele une rotation de 14° entre les domaines G des deux
protéines (Schmitt er al., 2002). Cependant, un déplacement de 84° est obtenu lorsque la
superposition est réalisée avec la forme EF1A:GDP du facteur d’ éongation. Ainsi, quel que
soit son état nucléotidique, al F2y adopte une conformation plus proche de celle observée pour
la forme « active» EF1A:GDPNP du facteur d’ élongation que celle de la forme « inactive »
EF1A:GDP.

2) Zones spécifiques au facteur de démarrage.

Bien que Pa-alF2y et EF1A soient tres proches d'un point de vue structural, les
alignements de séquence et la superposition des structures de Pa-alF2y (Schmitt et al., 2002)
et d EF1A:GDPNP de Thermus aquaticus (Nissen et al., 1995) ont permis de mettre en
évidence des zones qui difféerent entre les deux facteurs (zones indiquées en rouge sur la
Figure 2.5).

La premiére différence notable concerne le domaine 2 d'alF2y, qui possede deux
boucles qui ne sont pas présentes chez EF1A. 1l s agit tout d’abord de la boucle L1 entre les
brins B7 et B8, qui englobe les résidus 220 a 228 (numérotation P. abyssi). Cette boucle n’ est
pas totalement visible sur la structure de la Figure 2.5 car la région correspondant aux résidus
224 a 227 était désordonnée et par conséquent non interprétable sans ambiguité dans la
densité éectronique. La seconde zone caractéristique est la boucle en épingle a cheveux L2
entre les brins B10 et B11, qui contient les résidus 255 a 265 (numérotation P. abyssi). Ces
deux boucles se situent dans le domaine 2 de Pa-al F2y qui présente un motif de repliement de
type tonneau 3 et elles dépassent trés nettement de la structure.

Une autre région caractéristique de Pa-alF2y par rapport a EF1A correspond aux
résidus 340-343. Cette insertion est toujours rencontrée dans les séquences d’ e/alF2y. Une
autre boucle reliant les brins 18 et B19 est raccourcie chez e/alF2y par rapport au facteur
d élongation. Enfin, une légere extension de la boucle reliant les brins 20 et 21 dans le
domaine 3 est également observée chez Pa-alF2y.
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Pour finir, la structure de PaalF2y met en évidence I’existence d'un domaine de
fixation du zinc inséré dans le domaine G (résidus 57 a 81 selon la numérotation de P.
abyssi). Chez EF1A, la position égquivalente a ce domaine est occupée par la partie C-
terminale de I"hdlice al. Au sein de ce domaine, I'ion Zn*" est chélaté par quatre cystéines
(C60, C63, C72 et C75) (Figure 2.6). La mutation de I’ une des ces cystéines chez la levure
entraine un sévere défaut de croissance (Erickson et al.,, 1997). Ceci suggere un réle
fonctionnel important de ce domaine.

Figure 2.6 : Tétracoordination de |’ion zZn** par 4 cystéines au sein de la sous-unité alF2y de
P. abyssi (Schmitt et al., 2002).

3) Modele de positionnement de I’ARNL.

La ressemblance structurale entre alF2y et EF1A a permis d envisager un mode de
reconnaissance de la molécule d ARNt similaire au sein des deux protéines. Cette hypothése a
conduit & un modele de positionnement de I’ ARNt sur la sous-unité y, déduit de la structure
du complexe EF1A:GDPNP:Phe-ARNt™® (Nissen er al., 1995) qui est représenté sur la
Figure 2.7 (Schmitt er al., 2002). Le positionnement de I’ARNt sur alF2y a été réalisé en
superposant les domaines 2 et 3 des deux protéines alF2y et EF1A (Schmitt et al., 2002).

Dans le modéle ainsi obtenu, peu de contacts défavorables sont observés. Le plus
notable concerne la chalne latérale de la phénylalanine portée par le Phe-ARNt™ et |a chaine
latérale du résidu L290. Cependant, il n'est pas en désaccord avec le modéle de
positionnement puisque dans le cas du facteur de démarrage, c¢'est un résidu méthionine
moins encombrant qui serait inséré dans cette poche de fixation.
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Figure 2.7 : Modéle de positionnement du Phe-ARNt™ sui 1a structure d alF2y-GDPNP de
P. abyssi a partir de la structure du complexe EF1A:GDPNP:Phe-ARNt™ (Nissen et al.,

1995). Les deux zones potentielles d ancrage de I’ ARNt sur y ont été agrandies sur la partie gauche de la
figure. Dans le domaine 2 d'alF2y, une poche formée par les brins 7, B8 et B14 pourrait fixer I'extrémité
aminoacylée de latige acceptrice de I’ ARN, tandis que le bras TYC interagirait avec le domaine 3 de y.

Dans le complexe EF1A:GTP:ARNt, deux zones d'interaction sont identifiables
(Nissen et al., 1995). La tige TYC de ’ARNt est en contact avec le domaine 3 d’EF1A.
Cependant aucune interaction spécifique avec le polynucléotide n’est détectée, ce qui est en
accord avec la grande variété d’ ARNts, et donc de séquences nucléotidiques, que peut fixer
EF1A. Le second point de contact correspond ala zone d’interaction avec latige acceptrice de
I’ARNt. Cdle-ci s engouffre dans un tunnel délimité d’un cété par la région effectrice et de
I’ autre c6té par le domaine 2 d' EF1A. Labase 76 et I’ acide aminé s'inserent quant a eux dans
une large poche délimitée par les résidus D227, E226, F229 et T239 (résidus R215, L214,
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F217 et G235 chez alF2y de P. abyssi). Cette poche est suffisamment large pour pouvoir
s adapter aux différents acides aminés portés par les ARNts élongateurs.

Ce modé e de positionnement implique qu’ une région délimitée par les brins 37, 8 et
14 du domaine 2 d’e/alF2y constituerait 1a poche de fixation du résidu méthionine de I’ ARNt
initiateur. D’ autre part, les résidus Phe52 et Gly45 (qui correspondent aux résidus Tyrl42 et
Asnl135 chez la levure) sont en bonne position au niveau des régions Switch | et 11 pour
interagir avec le polynucléotide. Chez la levure, les mutations Y 142H et N135K affectent la
capacité de liaison a I’ARNt de I’ hétérotrimere elF2 (Huang et al., 1997). Enfin, la face
latérale du tonneau B du domaine Il d’ alF2y pourrait interagir avec le bras TyC de I’ARNT.
Lavalidation de ce modéle n’ atoutefois pas encore été effectuée.

Chez EF1A, le groupe 5 -phosphate de I’ARNt est impliqué dans des interactions
fortes avec trois résidus universellement conservés chez les facteurs d’ élongation : K90, N91
et R300, selon la numérotation d EF1A. Chez e/alF2y, ces résidus sont remplacés par des
résidus non chargés et moins bien conservés (résidus T98, T99 et A308 chez alF2y de P.
abyssi). Ceci suggére que le groupe 5'-phosphate du Met-ARNtM® n'est pas reconnu par
alF2y. De plus, larégion 271-290 qui, chez EF1A assure des contacts avec le groupe a-amine
et laliaison ester du Phe-ARNt™, présente une conformation différente dans la structure de
Pa-alF2y. Ces caractéristiques propres au facteur de démarrage pourraient ainsi contribuer a
I’ exclusion des ARNts élongateurs dans I’ étape de démarrage.

4) Mouvement des régions Switch : comparaison d’e/alF2y avec
EFIA.

Dans le cas du facteur d’ @ongation EF1A, un déplacement caractéristique des régions
Switch est observé entre les formes GTP et GDP (Berchtold et al., 1993 ; Polekhina et al.,
1996) (Figure 2.3). Ce mouvement pourrait ére a I’origine du large réarrangement des
domaines 2 et 3 par rapport au domaine 1 observé entre les formes GTP et GDP (Figure 2.3).

Pour alF2y, laliaison du GDP-Mg2+ entraine, par rapport alaforme apo de la protéine,
une restructuration de la boucle GKT qui est transmise aux résidus voisins interagissant avec
ce motif, notamment les résidus de la région Switch Il. En particulier, les résidus D89 a P91
se retrouvent dans une conformation qui leur permet d'interagir avec I'ion Mg2+ par
I'intermédiaire de liaisons hydrogene avec les molécules d eau entourant le magnésium
(Figure 2.8). Lors de la liaison du GDPNP-MgZ+, la boucle GKT est dans la méme
conformation que dans la protéine liée au GDP. Par contre, la région Switch Il retrouve une
conformation similaire a celle observée au sein de la protéine sans nucléotide G. En
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particulier, la proline P91 subit un déplacement qui permet d’ éviter un encombrement stérique
avec le phosphate y du nucléotide G. Le mouvement est répercuté au sein de larégion Switch
Il pour permettre I’accommodation du GDPNP dans la poche de fixation du nucléotide G
(Figure 2.8). Par contre, aucun mouvement de la région Switch | n'est observé entre les
formes GDP et GDPNP d’ alF2y et dans les deux cas, cette région conserve une conformation
similaire a celle observée au sein d EF1A:GDP. De plus, s I'on retrouve chez alF2y de P.
abyssi les deux résidus Thr47 et Gly92 universellement conservés des GTPases (Thr62 et
Gly84 chez EF1A), ceux-ci ne semblent pas impliqués dans I’ interaction avec le phosphate y
du GTP et ils ont donc peu de chances d'induire le mouvement des régions Switch
classiquement observé au sein des domaines G (Schmitt ez al., 2002).

“switch 2 loop™

N\

- ’r/ ?\
24GKT loop” /hﬁ \
T ~¥ R#4
t i oy, of 124 “switch 1
T25

i !

Figure 2.8 : Mouvements des régions Switch | et Il d’alF2y de P. abyssi apres fixation de
GDP-Mg?* ou de GDPNP-Mg?* d’ aprés Schmitt et al., 2002.

Ainsi, comparativement au facteur d’ éongation EF1A, alF2y ne présente qu’un faible
réarrangement des régions Switch lors de la transition GDP — GTP et la structure reste en
conformation fermée avec les domaines 2 et 3 en contact avec le domaine 1. Cette
conformation fermée est également rencontrée dans la structure d'alF2y de I'archée
Methanococcus jannaschii (Roll-Mecak et al., 2004).

Le mouvement limité des régions Switch observé lors de la transition GDP — GTP ne
permet pas d’ expliquer simplement la GTP-dépendance de la liaison du Met-ARNtM par
elF2 (Hershey and Merrick, 2000). L’absence d'un large mouvement des régions Switch
d alF2y observé dans ces structures pourrait cependant s expliquer par la méthode méme
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d obtention des cristaux. En effet, les cristaux de protéine complexée a du GDP ou a du
GDPNP ont été obtenus par trempage des cristaux de la protéine sous forme apo dans des
solutions contenant les nucléotides G. Des structures identiques sont obtenues a partir de
cristaux produits par ensemencement de solutions protéiques contenant |e nucléotide avec des
microcristaux de la protéine sous forme apo. L’empilement cristallin existant au sein des
cristaux de proténe libre pourrait empécher un réarrangement complet des régions Switch de
v. Toutefois, il est également possible que les changements de conformation d’ alF2y ne soient
complets qu’ en présence des deux autres sous-unités o et  de I’ hétérotrimere (Schmitt ez al.,
2002).

3) Perspectives.

La structure de la sous-unité alF2y arévél € une tres forte homologie structurale avec le
facteur d'éongation EF1A. Cette ressemblance permet denvisager un mode de
reconnaissance de I’ ARNt initiateur par e/alF2 similaire a celui observé pour EF1A. L’un des
objectifs majeurs de ce travail de these a donc consisté a apporter la validation expérimentale
de ce modéle. D’ autre part, nous venons de voir qu’ al F2y possede des caractéristiques propres
qui le distinguent du facteur d éongation. Sont-elles suffisantes pour expliquer le réle
spécifiqgue d’'e/alF2 dans le démarrage de la traduction ? Contrairement a EF1A, e/alF2y
n’existe pas sous forme monomeérique au sein des cellules. La protéine est en effet toujours
associée aux deux autres sous-unités o et . Dans ces conditions, la question du réle exact de
ces deux autres sous-unités dans la fonction d’ e/alF2 reste posée. En particulier, la GTP-
dépendance de la fixation de I’ARNt sur e/alF2y s expliquant difficilement par les faibles
changements conformationnels observés au sein de la seule sous-unité vy, e/alF2a et e/alF2p
participeraient-ellesalaliaison del’ ARNt ?

Avant de tenter de répondre a ces questions, nous déecrirons les connaissances dont
nous disposions a propos des sous-unités o et B du facteur e/al F2.
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Partie C : L.a sous-unité B du facteur e/alF2.

1) Généralités.

elF2p est la seconde sous-unité du facteur d'initiation 2. Elle est codée par le géne
essentiel SUI3. Cette protéine varie de 250 a 350 résidus selon les especes (38 kDa chez la
levure). Chez les Archées, la protéine est beaucoup plus petite (16 kDa chez P. abyssi) car
tout le domaine N-terminal est absent (voir alignement de séquences en Annexe 2).

Ainsi, contrairement aux sous-unités o et y qui sont tres conservées chez les
Eucaryotes et chez les Archées, la sous-unité B présente une différence majeure corrélée a la
divergence existant entre les mécanismes de démarrage de la traduction dans ces deux
domaines du monde vivant. En effet, le domaine N-terminal additionnel présent chez el F2f et
absent chez alF2[3 permet la liaison a deux autres facteurs de démarrage : la GAP elF5 et la
GEF elF2B. Or ces deux facteurs sont également absents chez les Archées, ce qui explique
probablement |’absence du domaine N-terminal supplémentaire au sein de la protéine
archéenne. Concernant les deux domaines C-terminaux de la protéine communs aux
Eucaryotes et aux Archées, une forte homologie est par contre observée entre les différents
elalF2p. Ces deux domaines sont également trés proches du domaine N-terminal de la GAP
eucaryotique elF5 (Thompson et al., 2000). Ceci suggere qu’elF5 a probablement évolué a
partir de ce ceeur conserve d' e/alF23, apparaissant par duplication de géne pour répondre a de
nouveaux besoins dans le processus de démarrage eucaryotique, tandis que la sous-unité
elF2B se dotait d’ un domaine N-terminal additionnel (Figure 2.9).

Domaine N-terminal additionnel

présent chez eIF2p Corps conservé chez tous les e/aIF2p

N A
e ~ ™~
[ 1 1 08 eIF2p
1 131 219 285
- aIF2p
1 93 143

Figure 2.9 : Organisation structurale d’ e/alF23 (Numeérotation S. cerevisiae pour elF2f et de

P. abyssi pour alF23). Les motifs polylysines du domaine N-terminal additionnel des protéines
eucaryotiques sont représentés en marron. La région impliquée dans la liaison a e/al F2y est colorée en bleue. Et
le motif en doigt de Zinc du domaine C-terminal est représenté en orange.
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2) Structure de la sous-unité archéenne alF2p.

La structure de la sous-unité p a éé déterminée par RMN pour deux protéines
archéennes: alF2p de Methanococcus jannaschii (Cho and Hoffman, 2002) et alF23 de
Methanobacterium thermoautotrophicum (Gutierrez et al., 2004) (Figure 2.10).

Domaine de
liaison a y

Motif en doigt
de zinc C2-C2

Figure 2.10: Structure par RMN de la sous-unité B du facteur alF2 de M.

thermoautotrophicum (Gutierrez et al., 2004). L’ion Zn** tétracoordiné par 4 cystéines universellement
conservées est représenté en orange.

La protéine se divise en deux domaines: le domaine N-termina (résidus 1 a 98) de
topologie appacfP qui lie la sous-unité y et le domaine C-terminal (résidus 99 a 135) qui
possede un motif en doigt de zinc.

Les deux domaines d alF2f se replient de maniére indépendante et ne semblent pas
interagir I’un avec I'autre. 1ls sont reliés par un polypeptide hélical. Ce dernier a une taille
particulierement bien conservée parmi les différents e/alF2 ce qui suggére qu’il joue un réle
important dans le maintien de |’ orientation rel ative des deux domaines de f3.
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3) Fonction d’e/alF2p.

La sous-unité B se lie a y mais n'interagit pas avec a. La zone correspondant au
domaine central de la protéine eucaryotique - soit les résidus 128 a 205 chez Saccharomyces
cerevisiae - € par conseguent, au domaine N-terminal de la protéine archéenne, est nécessaire
et suffisante a I’interaction avec y (Thompson et al., 2000). Une éude plus fine a permis de
caractériser 9 résidus essentiels pour I'interaction B-y : il s'agit des résidus Tyr131, Serl32,
Glul33, Leul34, Leul3s, Phel3s, 11e141, Leuld?2 et Leuld9 (numérotation de la levure). En
effet, la mutation combinée de plusieurs de ces résidus en aanine (double, triple et hexa-
mutants Y 15,Siz, Eigliublis € Ligl 13sFisslimlinl e pour lesquels tous les résidus indiqués
sont mutés en alanine) entraine dans chague cas |’ abolition de laliaison ay alafoisin vitro et
in vivo (Hashimoto et al., 2002). De plus, la double mutation Y ,;S;o—AA permet le
démarrage de la traduction sur un codon UUG. Aingi, I'interaction B-y est également un
parametre déterminant dans la sélection du bon codon de démarrage.

Sur le plan fonctionnel, la sous-unité  a d’ abord été impliquée dans la liaison du GTP
et de I’ ARNt initiateur (Gaspar et al., 1994 ; Bommer et al., 1991). Concernant le GTP, C’ est
finalement la sous-unité y qui a été reconnue responsable de cette liaison. Cependant, elF23
possedant deux des sequences consensus de liaison du nucléotide G, il a été proposé que la
Sous-unité se positionne au voisinage du site de fixation du GTP sur y. Cette hypothése est
d ailleurs en accord avec le rdle fonctionnel de la sous-unité puisque chez les Eucaryotes,
celle-ci lie elF5 et elF2B, tous les deux impliqués dans I’hydrolyse ou le recyclage des
nucl éotides guanine. Chez les Archées, |a partie proche du site de liaison du GTP (c’ est-a-dire
le domaine N-terminal manquant) serait inexistante. Une autre explication proposée pour
expliquer la présence de deux ségquences consensus de liaison du GTP est que B liede I’ATP.
Il a été effectivement montré qu’elF2 pouvait lier d’autres nucléotides tels que I’ ATP mais
cette liaison inhiberait la formation du complexe ternaire en empéchant |'interaction elF2-
GTP (Flynn et al., 1994 ; Gonsky et al., 1992).

L’implication de la sous-unité B dans la liaison a I’ARNt est pour le moins
controversée. En effet, des expériences de pontage chimique ont impliqué cette sous-unité
dans une interaction avec I’ARNLt. elF23 se retrouverait ainsi a proximité du polynucl éotide
au sein du complexe ternaire (Nygard et al., 1980). Cependant, d autres études ont suggéré
gu’ en |’ absence de la sous-unité B, I’ hétérodimere ay était parfaitement actif dans|aformation
du complexe ternaire (Colthurst and Proud, 1986 ; Mitsui et al., 1981). Ces résultats ont
toutefois été considérés avec prudence car les préparations d’ ay ont éé obtenues par
protéolyse ménagée d hétérotrimeres elF2 et elles pourraient encore contenir des traces
d elF2B suffisantes pour assurer la fonction biologique de la sousunité in vivo. De plus,

-84-



Chapitre Il : le Facteur d’Initiation e/alF2

certaines de ces préparations ne lient plus I’ ARNt (Flynn ez al., 1993). Ainsi, I’intervention de
B danslaliaison du Met-ARNt;"® reste incertaine.

Enfin, la sous-unité B pourrait aussi s associer al’ARNm (Flynn et al., 1994 ; Gonsky
et al., 1992). Elle possede en effet un site capable de lier des ARNS in vitro (Laurino et al.,
1999). Ce site, identifié par pontage chimique, correspond au motif C»-C, en doigt de zinc
présent dans le domaine C-terminal de la protéine. La présence d'un atome de Zn est
essentielle a I'intégrité structurale et fonctionnelle de la protéine. En |'absence de Zn,
I’extrémité C-terminale de la protéine est incorrectement repliée ce qui entraine son
inactivation (Gutierrez et al., 2002). De plus, I'atération d'un seul des quatre résidus
cystéines de ce motif ou bien une variation au sein de leur espacement provoque I’ inactivation
du facteur (Castilho-Vaaviciuset al., 1992). Le zinc est donc un composant essentiel pour la
stabilité de la protéine.

Le motif en doigt de zinc a été soumis a une étude mutationnelle intensive qui arévélé
son implication dans la sélection du bon codon de démarrage (Castilho-Valavicius et al.,
1990 ; Donahue et al., 1988). Ainsi, une modification des résidus Arg248, Arg253, Leu254,
Ser264, Ser267 ou Va268 permet un démarrage de la traduction sur un codon UUG. De
mani ére intéressante, les mutants S264Y et L254P permettent de conférer au facteur elF2 une
activité GTPasique intrinseque plus élevée et indépendante d’ el F5. Ainsi, le démarrage sur un
codon UUG pourrait s’ expliquer par un relargage prématuré de I’ ARNL initiateur. Dans tous
les cas, cette région d' e/alF23 est cruciale pour la reconnaissance du bon codon initiateur.

Chez les Eucaryotes, un autre site potentiel d’interaction avec I' ARNm a été identifié
au sein du domaine N-terminal additionnel, au niveau de motifs polylysines répétitifs. En
effet, un mutant d'elF23 ne possédant plus les trois motifs polylysines, qui contiennent
chacun 7 résidus lysines, est incapable de lier le polynucléotide. Par contre, il reste
parfaitement actif dans la formation du complexe ternaire et dans son interaction avec la 40S.
Ceci suggere que si ces motifs lient un ARN, ce n'est ni I’ARNt ni I’ARNr. Une étude plus
poussée a montré que la présence d' un seul bloc polylysines était requise pour assurer une
fonction de liaison de I’ARNmM optimale et que son remplacement par un bloc polyarginines
N’ entravait pas cette interaction contrairement a une mutation en polyalanines. La mutation
conservative n’ entrainant pas de défaut d’ activité, il a été propose que les motifs polylysines
forment un groupe de charges positives qui pourrait interagir de maniére non spécifique avec
le squel ette phosphaté d’un ARN. Ainsi, chez les Eucaryotes, I’ ancrage de I’ ARNmM au niveau
du motif en doigt de zinc serait facilité par ces interactions éectrostatiques non spécifiques
(Laurino et al., 1998).
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4) Modele de positionnement d’alF2f sur alF2y.

La recherche d’ homol ogues structuraux pour les deux domaines d’alF23 a montré que
le domaine N-terminal de la protéine archéenne présentait des similitudes avec diverses
protéines impliquées dans la reconnaissance d'acides nucléques, en particulier I’ADN
(Gutierrez et al., 2004). L’ analyse de la position de ces proténes vis-a-vis de leur substrat
ADN/ARN ainsi que les données biochimiques obtenues sur  ont conduit Gutierrez et al.
(2004) a proposer un modele de positionnement de la sous-unité  sur alF2y (Figure 2.11).

N ? Motif en
Bras T Anint de 7inr

' Tige anticodon

Figure 2.11 : Modéle de positionnement d'alF2p de M. thermoautotrophicum sur la sous-
unité alF2y de P. abyssi complexée a une molécule de GTP et a une molécule d’ ARNt

(d’'apres le positionnement réalisé par Schmitt et al., 2002) (Gutierrez et al., 2004). Dans ce
modele, les résidus de B identifiés comme nécessaires et suffisants a I'interaction avec y se retrouvent bien en
contact avec la grande sous-unité du facteur e/alF2. D’autre part, le domaine N-terminal eucaryotique
additionnel serait a proximité du site de liaison du GTP. Enfin, bien que B ait été impliqué dans la liaison a
I’ARNm, sataille exclut une interaction directe avec le polynucléotide. Dans ce modéle, le motif en doigt de zinc
C-terminal pourrait plus probablement interagir avec la tige T de I'’ARNt et par I'intermédiaire de cette
interaction, B contrélerait la validité de I’ appariement codon-anticodon.

Ce modele n’ a cependant regu aucune accréditation expérimentale jusqu’ a présent. En
particulier, une interaction entre e/alF2p et I’ ARNt n’a toujours pas é&é démontrée. Parmi les
objectifs de mon travail de thése, nous tenterons d’identifier la zone de y en contact avec f3 et
une analyse du réle de B dans laliaison du Met-ARNt;® sera également entreprise,
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5) Le domaine N-terminal d’elF2f: une spécificite eucaryotique.

Chez les Eucaryotes, |’ activité du facteur elF2 est régulée par deux autres facteurs de
démarrage : la GAP elF5 et le facteur d' échange el F2B. elF2B se lie au facteur monomérique
elF5 ainsi gqu’ ala sous-unité catal ytique el F2B¢ du facteur d’échange. On peut rappeler que le
facteur elF2B est composé de cing sous-unités dont deux sous-unités catalytiques, y et ¢, et
trois sous-unités régulatrices, a, B et 6. Ces sous-unités régulatrices forment un sous-complexe
qui interagit avec la sous-unité o du facteur elF2 (voir Partie D de ce chapitre).

elF2p lie elF5 et elF2B via son domaine N-terminal additionnel (voir Figure 2.9). Les
motifs polylysines sont essentiels pour cette interaction (Asano et al., 1999). Ainsi, une région
de 22 acides aminés contenant le second motif polyK de  (résidus 68 a 89 chez I’ homme) a
d abord été identifiée comme responsable de laliaison aelF5 (Das et al., 1997). En définitive,
il semble que les trois blocs polyK aient une contribution additive sur la liaison a elF5 : en
effet, les mutants ne présentant que deux des trois motifs mutés en polyA conservent une
capacité de liaison a el F5 de 30 a 60% (Asano et al., 1999).

L’interaction avec la sous-unité ¢ d' el F2B s effectue également par |’ intermédiaire de
ces motifs polyK avec un réle prépondérant joué par le second motif (K2). Dans ce cas,
I"altération d’ un seul motif polyK entraine déga un affaiblissement significatif de la liaison
elF2B-elF2Be. 1l faut noter que ces deux interactions elF2B-elF5 et elF2B-elF2Be sont
mutuellement exclusives, ce qui est cohérent avec le fait qu’elles coordonnent des actions
opposees sur le facteur elF2 (hydrolyse du GTP dans le premier cas et échange GDP — GTP
dans le second cas). Un second site de liaison d' el F2B sur 3 a été récemment mis en évidence
. les sous-unités 6 et ¢ du facteur d échange interagiraient également avec le domaine C-
terminal d’'elF2p (Kimball et al., 1998).

Les domaines de liaison a elF2 ont également été identifiés sur ces deux proténes.
Chez tous les Eucaryotes, les protéines el F5 et el F2Be présentent a leur extrémité C-terminale
deux motifs tres conservés riches en résidus a caractere acide et aromatique (Koonin, 1995).
Ces deux motifs (12 résidus acides et/ou aromatiques pour le premier motif, 7 pour le second)
sont généralement espacés d’ une vingtaine de résidus beaucoup moins conserves. Au sein de
chague protéine, ces deux régions ont é&é impliquées dans la liaison a la sous-unité elF2p3
(Asano et al., 1999). Chez el F2B¢ la mutation en alanines des 7 résidus acides/aromatiques du
second motif (mutant elF2B¢-7A) entraine un sévere défaut d’ association a elF2B in vitro et
in vivo qui conduit a une perte d’activité du facteur elF2B. La mutation des 12 résidus du
premier motif (mutant elF2Be-12A) est |étale chez lalevure.
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Au sein du facteur elF5, ces deux motifs sont eux aussi impliqués dans la liaison
d elF2p ains que dans la liaison de la sous-unité elF3c. Dans le cas de |’ association a el F2j,
une étude plus poussee des résidus conserves de ces motifs chez un elF5 mammifere (rat) a
montré que les doubles mutations E346A-E347A et E384A-E385A affaiblissaient la liaison
elF5-elF2B sans modifier la force de la liaison a elF3c. Cependant, I’ altération d’un seul des
deux motifs n’abolit pas entierement la liaison a B et le facteur elF5 peut ainsi assurer une
fonction minimale in vivo. Au contraire, |'interaction d’elF2p avec I’hexamutant E345A-
E346A-E347A-E384A-E385A-E386A est négligeable et les cellules de levure privées du
gene TIF5 codant pour elF5 et complémentées avec ce mutant ne sont plus viables, ce qui
indique que la fonction in vivo de ce mutant est totalement abolie (Das and Maitra, 2000).
Ains, les motifs riches en résidus acides et aromatiques du domaine C-termina d'elF5
interagissent directement avec les motifs polylysines du domaine N-terminal d’ el F2B et cette
interaction est primordiale pour assurer le recrutement des deux facteurs au sein du MFC et
garantir |’ intégrité de leur fonction biologique (Asano et al., 2001).

1 eIF2By // 578

712 1 //
eIF2Be 2R | 1
s 7N,

219 285

eIF3c

Figure 2.12 : Cartographie des interactions entre elF2p et les facteurs de démarrage elF5 et

elF2B. La numérotation relative aux protéines de levure a éé utilisée dans ce schéma. Les sous-unités y et ¢
d'elF2B n'ont pas été représentées dans leur totalité. De plus, les domaines respectifs de ces protéines qui
interagissent avec larégion C-terminale d' el F2B n’ ont pas encore été caractérisés a cejour.

6) elF5 : une GAP classique ?

L’ activité GTPasique de la sous-unité y du facteur el F2 nécessite, chez les Eucaryotes,
une stimulation par le facteur elF5. Cependant, contrairement aux GAPs classiques, elF5
n'interagit pas directement avec sa GTPase y mais avec la sous-unité elF23 qui, elle-méme,
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est associée a y. Au vu de cette originalité de partenariat, on peut se demander s le
meécanisme général d action d’ el F5 est similaire a celui des autres GAPs ou si, au contraire, il
présente d’ autres singularités.

Pour répondre a cette question, une analyse plus approfondie du facteur a été menée.
elF5 interagit avec B via son domaine C-terminal, mais les 100 premiers résidus d el F5 sont
également nécessaires pour assurer une parfaite fonction GAP. En effet, un mutant d’elF5
mammifére, elF5A1-98, est toujours capable de lier elF2 maisil n’est plus apte a déclencher
I"hydrolyse du GTP sur le facteur elF2 (Das et al., 2001). Ce résultat suggere qu’elF5
fonctionne comme une GAP classique, interagissant avec sa GTPase par I'intermédiaire de
son domaine C-terminal et apportant son activité catal ytique par son domaine N-terminal. La
validation de cette hypothese a été apportée en étudiant les résidus arginines et lysines du
domaine N-terminal d'elF5. La mutation systématique en alanine des Arg de ce domaine a
montré que le mutant R15A est inactif in vivo. L’ Argl5 est donc trés probablement |’ arginine
catalytique de la GAP elF5 qui intervient au sein d' un « Arginine finger ». De plus, elle est
entourée par des résidus hydrophobes, Phel3 et Tyrl4 qui pourraient permettre I’ ancrage de
la boucle catalytique de la GTPase au sein du coeur hydrophobe de sa GAP. Chez les autres
GAPs, un ou plusieurs autres résidus Arg ou Lys interviennent de maniere secondaire pour
stabiliser la position de cette premiéere arginine. Dans le cas d’ elF5, les résidus Lys33 et
Lys55 semblent jouer ce réle car leur mutation en alanine abolit la croissance des souches de
levures ATIF5 complémentées avec ces mutants. Tous ces mutants sont par contre
parfaitement efficaces du point de vue de la liaison a elF2p : leur réle est donc bien un réle
catalytique dans I’ activation de | hydrolyse du GTP par elF2.

Ains, elF5 semble présenter un mécanisme classique d’ activation de I’ hydrolyse du
GTP. Cependant, en |'absence du ribosome, elF5 seul ne peut promouvoir |I”hydrolyse du
GTP porté par elF2 au sein du complexe ternaire (Das et al., 2001). En cela, la sous-unité 40S
pourrait constituer une seconde GAP d'elF2. Au cours de la phase d éongation, I’ activité
GTPasique du facteur EF1A est stimulée en présence du ribosome (Dey et al., 1995 ; Mohr et
al., 2002). Dans le cas d'EF1A, c’'est le motif L7/L12 de la 50S qui stimule I” hydrolyse du
GTP. Ce motif pourrait notamment induire un changement conformationnel dEF1A qui
placerait son domaine G dans une conformation catal ytiqguement active. Dansle casd’ elF2, la
sous-unité 60S n’est pas présente lors de I’ hydrolyse du GTP puisqu’ elF2 est relargué de la
40S avant association des sous-unités ribosomales. Cependant, |a petite sous-unité ribosomale
pourrait elle aussi jouer un réle dans I’ activation conformationnelle d’ elF2, d’ autant qu’ el F5
et elF2y n'interagissent pas directement. Enfin, certains résultats suggerent qu’elF5 et elF2
s associeraient préalablement a la formation du MFC. Les interactions de ces deux facteurs a
elF3 stimuleraient aors leur recrutement au sein du complexe de prédémarrage (Singh et al.,
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2004). Dans ce cas, un moyen de controle de I’ hydrolyse du GTP doit exister pour empécher
une dissociation prématurée du complexe de préinitiation sur un codon de démarrage erroné.
Cerdle pourrait étre joué par elF1 qui a effectivement un effet inhibiteur sur la fonction GAP
d elF5 (Unbehaun et al., 2004).

Chez les Archées, aucun homologue d elF5 n’est rencontré. Le facteur pourrait avoir
une activité GTPasique intrinseque plus élevée que celle de son homologue eucaryotique. En
effet, au sein de la sous-unité elF2f3, une mutation permettant le démarrage sur un codon
UUG avait été isolée : le mutant L254P. Ce dernier conférait a elF2 une activité GTPasique
intrinseque, indépendante d'elF5, et I'hydrolyse prématurée du GTP conduisait a un
démarrage sur le codon mésapparié UUG. Chez alF2B, un résidu proline est quasi-
systématiquement rencontré au niveau de la position équivalente au résidu eucaryotique L254.
alF2B, et par conséquent le facteur alF2, pourrait avoir une activité GTPasique plus grande
gu’ elF2 (Thompson et al., 2000). Dans ce cas, seul le ribosome serait nécessaire en tant que
GAP et il pourrait éventuellement fournir I’arginine catalytique. La question de savoir
comment |" hydrolyse du GTP est déclenchée chez les Archées reste encore ouverte et il n’est
pas exclu qu’un autre facteur, non identifié al” heure actuelle et non homologue a elF5, joue le
réle de GAP dans ce mécanisme.
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Partie D : L.a sous-unité a du facteur e/alF2.

1) Généralités.

La sous-unité e/alF2a, codée par le gene SUI2 (Cigan et al., 1989), est une protéine
d environ 36 kDa (voir alignement de séquences en Annexe 3). Tout comme f, la sous-unité
a n'interagit gu’avec le noyau central de I’ hétérotrimere, a savoir la sous-unité y (Schmitt et
al., 2002). Lazone d interaction entre o, ety était encore inconnue avant ce travail de thése.

Chez les Eucaryotes, la sous-unité o a un réle clairement identifié dans la régulation
du démarrage de la traduction. En effet, elF20 possede un résidu sérine universellement
conservé dans son domaine N-terminal (Ser51 chez I'homme et chez la levure). Cette sérine
est la cible de kinases spécifiques (PKR, HCR, GCN2 ou PERK) qui la phosphorylent en
réponse a diverses conditions de stress. Sous forme phosphorylée, le facteur elF2 devient
alors un inhibiteur compétitif du facteur d’ échange elF2B. Ce dernier reste blogqué sous forme
d un complexe avec elF2 phosphorylé et il ne peut donc plus recycler le facteur elF2-GDP
natif. La synthese protéique est ainsi inhibée. Une interaction directe entre elF2a et les sous-
unités regulatrices o, B et 6 du facteur déchange a d'ailleurs éé mise en évidence
(Krishnamoorthy et al., 2001).

Chez les Archées, le facteur elF2B est absent. De plus, la Ser5l n'est pas
universellement retrouvée dans les séquences d' alF2a. Ces observations ont donc conduit a
I"hypothése que ce rdle régulateur d' o N’ existait pas dans le cas archéen. Cependant, une
étude récente a montrée que le résidu Serd8 d’'alF2a de Pyrococcus horikoshii pouvait étre
phosphorylé in vitro par la kinase PKR humaine (hPKR) ainsi que par une protéine de P.
horikoshii, conséquemment identifiée comme étant I’ homologue archéen de hPKR (Tahara et
al., 2004). Le résidu Serd48 (équivalent Args2 chez elF2o de levure) est d'ailleurs trés
conservé dans toutes les séquences d'alF2a. Ainsi, chez certaines Archées, un role régul ateur
d alF2a dans le démarrage de la traduction pourrait également étre envisagé. Dans tous les
cas, lafonction remplie par a chez les Archées reste a préciser.

Tonneau p Domaine a-hélical Domaine 3

1  Ser51 Arg52 93 178 304
(Ser 48 chez aIF2a)

Figure 2.13 : Organisation structurale d’ e/alF2o (Numérotation S. cerevisiae).
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Chez les Eucaryotes, d'autres fonctions pour elF2o. ont é&é proposees. Ainsi, la
purification de complexes ay parfaitement actifs dans la formation du complexe ternaire
suggérait qu’ o, participe a la liaison de I’ ARNLt initiateur. La sous-unité a pourrait également
lier les acides nucléques. En particulier, des expériences de cross-linking ont soulevé la
possibilité d’ une interaction entre elF2a0 et I’ARN ribosomal 18S (Westermann et al., 1980).
Malgré ces quelques pistes, I'implication d’'e/alF20 dans une fonction autre que celle de
régulateur de la traduction eucaryotique reste a définir précisément. Dans ce contexte,
I'analyse d'un role éventuel de la sous-unité o dans la liaison du Met-ARNt® et dans la
fonction générale du facteur alF2 a constitué un objectif majeur de mon travail de thése.

2) Structure de la sous-unité a.

La sous-unité a. est composee de trois domaines (Figure 2.13). Pendant mon travail de
these, la structure des deux domaines N-terminaux a été résolue dans le cas des protéines
humaine et de levure (Nonato et al., 2002 ; Dhaliwha and Hoffman, 2003). La Figure 2.14
représente la protéine el F2a humaine.

Domaine 1 : OB-Fold

Site de liaison
des ARNs ?

Figure 2.14 : Structure des deux domaines N-terminaux d'elF20. de levure a 2.86 A de
résolution (Dhaliwal and Hoffman, 2003).
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Le domaine N-terminal d’elF2a (résidus 1 a 87) adopte un repliement de type OB-fold
fréguemment rencontré dans les protéines liant les acides nucléques. Une homologie
structurale a ainsi été mise en évidence avec le facteur 1F1/elF1A, les protéines ribosomales
S1 et S17, la polynucléotide phosphorylase d' E. coli et le domaine N-terminal de |’ AspRS. Le
domaine 1 d’'elF2a pourrait étre impliqué dans I’ interaction avec un partenaire de type ARN,
notamment I’ ARNmMm, puisque des mutations au sein de ce domaine alterent la sélection du bon
codon de démarrage (mutants P13S et V19F chez I’homme). Le second domaine de cette
structure (résidus 88 a 182) est exclusivement hélical.

Un autre objectif de mon travail de these a été la détermination de la structure de la
sous-unité entiére, libre et en complexe avec la sous-unité y.

3) Le recyclage GDP — GTP chez les Eucaryotes.

Le facteur d'échange elF2B est compose de 5 sous-unités: o, B, vy, 0 € g,
respectivement codées par les genes GCN3, GCD7, GCD2, GCDI et GCD6. Ce multimére
forme deux sous-complexes: un sous-complexe cata ytique (sous-unités y et €) et un sous-
complexe régulateur (sous-unités a, B et 8) (Pavitt et al., 1998). Le mécanisme par lequel
elF2B catalyse le recyclage d’elF2 en fin de démarrage de la traduction est encore méconnu.
De méme, |’ effet inhibiteur de la phosphorylation d’ el F2a sur I’ activité catalytique du facteur
d échange est encore largement incompris. Le facteur elF2B présente une affinité bien
supérieure pour le facteur elF2 phosphorylé en comparaison avec le substrat natif (Pavitt et
al., 1998).

La sousunité elF2Ba est directement impliquée dans I'inspection de I'état de
phosphorylation d elF2a. En effet, en présence d’elF2a phosphorylé au niveau de la sérine
51, elF2-(aP), un facteur elF2B privé de sa sous-unité a retrouve une activité d’ échange
nucléotidique intacte, surmontant ainsi I’ effet inhibiteur du a la phosphorylation d'elF2a
(Kimball et al., 1998).

Les sous-unités B et 6 sont également impliquées dans cette inspection. Différents
mutants de ces deux sous-unités permettant de surmonter |'effet inhibiteur de la
phosphorylation d’ elF20. ont pu étre caractérisés (Kimball et al., 1998) ; Pavitt et al., 1997).
Ces mutations n’aboliraient pas |’ affinité préférentielle d’elF2B pour elF2-(aP). Par contre,
elles permettraient au facteur elF2B de reconnaitre le facteur elF2 phosphorylé comme un
substrat actif pour la réaction d’ échange nucléotidique (Pavitt et al., 1998).
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Ainsi, le sous-complexe elF2Bafé ne possede pas d’ activité d’ échange nucléotidique.
Par contre, il est susceptible de retenir la forme phosphorylée d’ el F2, piégeant ainsi |e facteur
elF2B au sein d’un complexe inactif. Une interaction directe d' el F2a avec ce sous-complexe
ad ailleurs été mise en évidence et elle implique entre autres les résidus Glu49, Lys79, Gly80
et Arg88 (Figure 2.14). Ces résidus correspondent a deux zones du domaine 1 relativement
éloignées, ce qui suggere que deux points de contact distincts doivent exister entre elF2a et le
sous-complexe régulateur d’'elF2B. Le site de fixation de différentes kinases d elF2a, en
particulier PKR, semble également correspondre a cette zone de la protéine. En particulier, les
résidus 79 a 83 sont impliqués dans la reconnaissance du substrat o par sa kinase (Dhaliwal
and Hoffman, 2003). D’autre part, plusieurs mutants du domaine N-terminal d elF2a ont
permis de supprimer |’ effet inhibiteur de sa phosphorylation. Ces mutations impliquent les
résidus 11e58, Leu84, Arg88 et Val89. Ils pourraient ainsi étre directement responsables d’ une
interaction avec le noyau régulateur d’'elF2B, en particulier la sous-unité o (Vasquez de
Aldanaet al., 1993).

L’ activité catalytique d' elF2B dans la réaction d échange est assurée par les deux
sous-unités y et £. Ce souscomplexe isolé est en effet capable de catalyser la réaction
d échange et il n'est pas sensible a I’ état de phosphorylation d’'elF2. elF2Be se lie a son
substrat par I’intermédiaire d' elF2p. C’est la sous-unité cataytique du facteur et elF2By, en
formant un sous-complexe avec elF2Beg, permet de stabiliser I'interaction GEF-GTPase
(Pavitt et al., 1998). Ainsi, un modéle d’ action du facteur elF2B, décompose en deux temps, a
été propose (Pavitt er al., 1998). Les trois sous-unités régulatrices d’' elF2B formeraient une
premiere interaction, non productive, avec elF2 par I'intermédiaire de sa sous-unité a. Cette
interaction ne permettrait pas de placer les sous-unités catalytiques y et & dans un contexte
favorable pour lier la GTPase et assurer le recyclage GDP — GTP. En I’absence de
phosphorylation delF2a, le facteur elF2B pourrait aors subir une isomérisation qui
permettrait de placer les sous-unités catalytiques y et € a proximité d’elF2y. Cette seconde
interaction, productive, déclencherait alors la réaction d’ échange. La phosphorylation d’ el F2a.
empécherait ains I’isomérisation du facteur et celui-ci resterait blogué dans une interaction
non productive avec son substrat. La sous-unité elF2a, bien que ne participant pas
directement a la réaction d'échange, contribuerait cependant a |'énergie de liaison du
complexe el F2-GDP-elF2B en permettant |a formation d’ un premier complexe non productif.
D’ailleurs, en son absence, le Km d’ el F2-GDP dans la réaction d’ échange est augmenté d’un
ordre de grandeur (Nika et al., 2001).

La question du mécanisme exact par lequel survient la réaction d’'échange reste

toutefois ouverte, le modéle décrit ci-dessus n'ayant pas encore recu de validation
expé&rimentale. De plus, en I’absence d’ homologues du sous-complexe catalytique d’ elF2B
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chez les Archées, le probleme du recyclage d' alF2-GDP reste entier. En effet, seules les sous-
unités a, B et 6 semblent représentées au sein de ces organismes. Cependant, ces orthologues
archéens des sous-unités régulatrices d’ el F2B pourraient ne pas avoir de lien fonctionnel avec
le démarrage de la traduction. Ainsi, chez les Archées, le recyclage GDP — GTP pourrait
survenir de maniere spontanée (Kyrpides and Woese, 1998).

OBJECTIFS.

Le facteur e/alF2 joue un rdle crucia dans le démarrage de la traduction. Cependant,
comme nous I’avons vu tout au long de ces deux chapitres d'introduction, beaucoup de
guestions concernant son mode de fonctionnement restent encore ouvertes. Le travail réalise
au cours de cette these avait pour objectif de poursuivre I’ étude de ce facteur d’un point de
vue fonctionnel mais également structural. Un aspect majeur de la fonction d’e/alF2 est au
centre de cette étude: la reconnaissance spécifique de I’ARNLt initiateur par le facteur
hétérotrimérique. En effet, e/alF2y est homologue au facteur d’ éongation qui reconnait
indistinctement tous les ARNts cdlulaires. Pourtant, e/alF2 ne sélectionne que le Met-
ARNtM®. L’ une des questions fondamentales qui reste posée sur le facteur de démarrage est
donc de savoir par quel mécanisme il assure cette reconnaissance spécifique : quels sont les
déterminants reconnus sur I’ARNt ? Au sein du facteur e/alF2, quelles sont les sous-unités
impliquées dans laliaison au polynucléotide ? En effet, si un réle dey semble probable du fait
de son homologie avec EF1A, aucun rdle clair pour  ou pour a n’a pu étre défini dans cette
interaction.

Cette premiére question en souleve une autre, plus générale : quelle est la concertation
qui existe entre les troi s sous-unités du facteur e/alF2 ? En effet, contrairement a son pendant
bactérien IF2 et al’ homologue de y, EF1A, e/alF2 dispose de trois sous-unités pour remplir sa
fonction. Il est donc clair que leur présence simultanée et leur action coordonnée sont un point
essentiel pour la fonction biologique du facteur. Une étude de I’ agencement structural de ce
facteur est primordiale pour comprendre la communication qui S effectue au sein de
I” hétérotrimére. Avant ce travail de these, il manquait encore des données structurales sur le
domaine 3 d’'e/alF2a0. ainsi que sur le domaine N-terminal additionnel d'elF2f. D’ autre part,
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aucune information n’ était disponible sur |’ organisation structurale du facteur et sur les zones
des protéines a et y impliquées dans ce réseau d’ interactions.

Actudllement, de nombreuses études structurales portent sur les protéines
d’ organismes extrémophiles, en particulier les Archées. Ces choix se justifient par une plus
grande stabilité des macromolécules éudiées. Le génome de nouvelles Archées, Pyrococcus
abyssi &t Sulfolobus solfataricus, ayant é&é récemment séquencé (Lecompte et al., 2001 ; She
et al., 2001), nous avons porté notre choix d'éude du facteur alF2 sur ces deux organismes,
dans le but de modéliser la fonction du facteur eucaryotique, tout en gardant a I’ esprit les
différences qui existent probablement entre les deux mécanismes de démarrage. A mon
arrivée au laboratoire, les trois sous-unités du facteur de P. abyssi étaient disponibles et la
structure de la sous-unité y résolue. C'est donc sur le systéme de P. abyssi que nous avons
démarré nos travaux.

Dans les chapitres qui suivent, les protéines des archées P. abyssi €t S. solfataricus

seront désignées par les notations respectives Pa-alF2 et Ss-alF2. La notation alF2 désignera
le facteur hétérotrimérique alF2 en général.
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Chapitre 11l : Cartographie Fonctionnelle du Facteur alF2.

Partie A : Reconnaissance spécifique de ’ARNt initiateur
par le facteur alkF?2.

Le facteur d'initiation e/alF2 intervient de maniére hautement spécifique au cours du
démarrage de la synthese protéique puisqu’il réalise une discrimination positive de I’ ARNt
initiateur méthionylé face aux autres ARNSs de transfert présents dans la cellule. Au contraire,
le facteur d’ @ongation e/aEF1-A est capable de reconnaitre tous les autres ARNts et de les
acheminer sur le ribosome. Pourtant, ces différents ARNts présentent une structure
tridimensionnelle globalement identique. Ce sont donc des caractéristiques beaucoup plus
fines qui doivent étre a |’ origine de cette reconnaissance spécifique du Met-ARNt initiateur
par e/alF2.

Nous nous sommes donc attachés dans un premier temps a identifier les déterminants
présents sur I’ARNt initiateur qui expliqueraient sa prise en charge par le seul facteur
d'initiation 2. Pour cela, nous avons mis en place un test permettant de mesurer I’ affinité de
I” hétérotrimére e/alF2 pour différents ARNts. Notre éude Sest portée sur le facteur
d'initiation alF2 de I’archée Pyrococcus abyssi, noté par la suite Pa-alF2. Le Tableau 3.1
reprend les caractéristiques des différentes protéines de |’ hétérotrimere.

Protéine Poids Point Facteur d’absorption molaire
moléculaire isoélectrique en L.cm™.mol™

Pa-al F2a 31.9kDa 8.72 39.7x10°

Pa-al F23 16.6 kDa 8.07 9.5x10°

Pa-al F2y 44.9 kDa 7.99 2.6x10°

Tableau 3.1: Caractéristiques genérales des différentes sous-unités du facteur alF2 de P.
abyssi déterminées al’ aide du programme DNAid (Dardel et Bensoussan, 1988).

1) Clonage des genes codant pour les 3 sous-unités du facteur
alF2 de P. abyssi.

Dans la perspective de pouvoir reproduire les mesures de ces constantes d’ affinité sur
les assemblages hétérodimeériques et sur les monomeres de Pa-alF2, il nous falait un systeme
d expression qui permette la production séparée des trois sous-unités d’alF2 de P. abyssi. Les
conditions de croissance de cette archée hyperthermophile (Toptimae = 103°C ; Poptimaie = 200
bars) n'éant pas reproductibles au laboratoire, un mode de production chez la bactérie
Escherichia coli a éé envisagé. Le séquencage intégral du génome de I’archée Pyrococcus
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abyssi (Lecompte et a., 2001) a permis d'identifier les génes PAB0568, PAB0959 et
PAB2040 codant respectivement pour les sous-unités a, et y de Pa-alF2. Préalablement a ce
travail de these, chacun de ces génes a été cloné au laboratoire dans une version modifiée des
vecteurs d’ expression procaryotiques pET3a et pET15b.

Les vecteurs pET3a et pET15b possedent une origine de réplication de type pBR322,
une séquence promotrice reconnue par I’ ARN-polymérase du bactériophage T7, un site de
clonage multiple et un terminateur reconnu par I’ ARN-polymérase du bactériophage T7. lls
portent également |le gene codant pour la protéine Lacl et le géne codant pour la B-lactamase,
protéine qui confere a la bactérie transformée une résistance a I’ampicilline. Dans le cas du
PET15b, une séquence codant pour un hexapeptide histidine (6xHis-Tag) est également
présente. Les versions modifiées de ces vecteurs construites au | aboratoire comportent en fait
un nombre de sites uniques utilisables pour le clonage plus important que le vecteur de départ.
En effet, une séquence additionnelle comportant les sites de restriction indiqués ci-apres a été
gjoutée entre les sites Ndel et BamHI du site de clonage multiple.

Ndel | Smal | Xhol | Kpnl | Sacll | Notl | Sall | ABamHI

Les deux vecteurs ainsi construits ont é&té nommés pET3alpa et pET15blpa. Les genes
codant pour chacune des trois sous-unités de Pa-alF2 ont été clonés entre les sites de
restriction Ndel et Xhol, donnant naissance aux vecteurs d expression pET3aol pa, pET3aBIpa,
PET3aylpa, pET15balpa, pET15bBIpa et pET15bylpa qui permettent d’ exprimer séparément
les 3 sous-unités du facteur d’initiation.

2) Purification des 3 sous-unités du facteur Pa-alF2.

1. Mode de surproduction adopté.

Les vecteurs pET3acl pa, pET3aplpa et pET3aylpa ont été utilisés pour transformer les
souches BL21(DE3) d Escherichia coli. Les ADNs d archées comportent fréguemment
certains codons tels que AGA, AGG (codant pour Arg) ou ATA (codant pour lle) qui sont
rarement rencontrés sur I’ ADN d' E. coli. La bactérie ne produit que de faibles quantités des
ARNIts capables de lire ces codons. C’ est pourquoi, il faut également [ui permettre de produire
les ARNts capables de déchiffrer ces codons rares éventuellement présents sur les genes
codant pour les trois sous-unités de Pa-alF2. Pour cela, les cellules bactériennes sont co-
transformées avec le plasmide portant le géne d'intérét et un plasmide permettant |’ expression
de ces ARNIts particuliers. Dans le cas des sous-unités o et B, c’est le plasmide pSBETa
(Schenk et al., 1995) qui a été utilisé. Ce plasmide confere une résistance ala kanamycine ala
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bactérie transformée, permettant ains la séection des seules cellules doublement
transformées. Pour |a production de la sous-unité y, c’'est le plasmide pSJS1240, qui confere
une résistance a la spectinomycine, qui a été utilisé dans la co-transformation des cellules
BL21.

Les génes d'intérét sont placés sous contrdle d’un promoteur reconnu par I’ARN-
polymérase du bactériophage T7 au sein du vecteur d’ expression pET3a pa. Le géne codant
pour cette ARN-polymérase est [ui-méme présent sur I’ADN chromosomique des souches
d E.coli BL21(DES3) et il est placé sous contréle du promoteur de I’ opéron lactose, activé en
présence d' IPTG. L' gout d'IPTG 1 mM dans les cultures bactériennes en phase exponentielle
de croissance permet donc d’ enclencher la surproduction des protéines d’intérét.

2. Purification de Pa-alF2a. Pa-alF2p et Pa-alF2y.

Le mécanisme détaillé de purification de ces protéines est repris dans la partie
Matériels et Méthodes.

Brievement, nous avons tiré parti du fait que les protéines a purifier proviennent de
I"archée hyperthermophile P. abyssi. Ainsi, nous avons soumis |’ extrait protéique obtenu
apres lyse des cellules a un chauffage a 80°C. A cette température, les proténes d’intérét sont
stables tandis que la majeure partie des protéines bactériennes, thermosensibles, précipite et
est ainsi séparée par centrifugation. Un traitement au sulfate de streptomycine a ensuite été
appliqué sur la solution contenant les protéines thermostables, pour précipiter les acides
nucléques. Puis les protéines Pa-alF2 ont subi une précipitation au sulfate d’ ammonium.

Malgreé des points isoélectriques assez basiques (Tableau 3.1) pour les protéines B et
¥, Nous N’ avons trouvé aucune colonne échangeuse d’ions capable de retenir spécifiquement
laprotéine d' intérét dans des conditions qui préservent son intégrité. Trois passages au travers
de colonnes échangeuses d’'ions (anions et cations) permettent d'éiminer la plupart des
protéines contaminantes et les acides nucléques de |’ extrait protéique. Un polissage final est
effectué par tamisage moléculaire.

La sous-unité o, au contraire, s accroche sur une résine échangeuse de cations dans
des conditions de pH et de force ionique qui maintiennent sa stabilité. Une résine échangeuse
d’ anions a d abord été employée pour édiminer les acides nucléiques. Puis la sous-unité o a
été purifiée par chromatographie échangeuse de cations sur une colonne S-Sépharose. Enfin,
un tamis moléculaire a permis de séparer les derniers contaminants.
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1 2 3
- |

— - Figure 3.2 : migration électrophorétique des
3 sous-unités purifiées d'alF2 de P. abyssi
sur un gel de polyacrylamide 12%. Piste 1:
alF2y (45 kDa) ; Piste 2 : alF2p (16.6 kDa) ; Piste 3 :
alF2o (32 kDa).

pa—g

3) Mesure de affinité de Pa-alF2 pour I’ARNt.

1. Principe de la méthode.

La méthode utilisee pour mesurer les constantes d affinité des complexes Pa
alF2:ARNTt repose sur la capacité du facteur Pa-alF2 a protéger I’ ARNt aminoacylé contre la
déacylation spontanée qui survient dans le milieu réactionnel. Ce type de protection adga été
observé pour le facteur d’ @ongation EF1A (Pingoud et al., 1977). En effet, au sein du
complexe ternaire EF1A :GTP.aminoacyl-ARNt, la liaison ester qui lie I’acide aminé a son
ARNIL est stabilisée car moins exposee au solvant et par consegquent, son hydrolyse spontanée
est défavorisée. Ceci est d'autant plus vrai que la quantité d’ EF1A présente dans le milieu, et
par conséquent la quantité de complexe ternaire formé, est grande. Du fait des roles
symeétriques joués par EF1A et Pa-alF2 respectivement dans I’ élongation et le démarrage de
la traduction, nous avons suppose que Pa-alF2 pouvait jouer le méme role protecteur
qu EF1A vis-a-vis du Met-ARNtM®, Cette hypothése semblait d’autant plus raisonnable
gu’' EF1A et Pa-alF2y ont des structures tridimensionnelles homologues et par conséquent, un
mode de reconnaissance de I’ ARNL tres probablement similaire.

Nous avons donc cherché a suivre la cinéique de déacylation du Met-ARNtV® en
présence de concentrations croissantes du facteur ParalF2. Pour pouvoir mesurer les
parameétres cinétiques de la déacylation, nous avons utilise un ARNt marqué radioactivement
avec de la [*®S]-Met. Pour éviter I’hydrolyse du GTP en GDP au cours de la mesure, nous
avons utilisé un analogue non hydrolysable du GTP, le GDPNP. D’autre part, nous avons
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supposé que I’ARNt non aminoacylé n’'interagissait pas avec le facteur PaalF2 (cette
hypothese ad’ ailleurs été vérifiée expérimentalement comme nous le verrons par la suite).

En considérant ces différentes hypothéses, les réactions de déacylation qui vont avoir
lieu dans le milieu sont donc les suivantes :

® |5\ Met-ARNtMet £, [35S}Met + ARNiMet

) 356 Mer -ARNtl.Mef a2 M, [35S}Met+ARNtiMef +alF?
D’autre part, |’ équilibre suivant est réalisé :

@3 [35SWez -ARNtMet +ap2 K2, [SSS}Met - ARNtMet : aIF2

Cet équilibre étant atteint quasi instantanément, atout instant t on peut écrire:

~ [Met- ARNt]IX [aIFZ]t
B [Mel‘-ARNt : alFZ]t

(4)

La vitesse de déacylation, qui prend en compte toutes les especes aminoacylées, s écrit alors
comme sulit :

o d[Met-ARNt],;+dWet-ARNt:aIFZ]L\ d[ARNt]

dt dt dt
- = ;C[Met-ARNt]:—F k'|Met - ARNt : alF 2],
"lalF2
— k+k [a ]l‘ [Met-ARN]t d apréslareation (4)
" kd |

L a conservation des espéces donnelarelation (6) suivante :
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[Met - ARN{] = [Met - ARNt|,+[ARNt |+ [Met - ARNt : alF2],
( [alF 2],

- L1+ T J [Met- ARNt]+[ARNt], o apres (4)

Cette derniére équation permet d exprimer [Met-ARNt]: en fonction d’[ARNTt]: dans la
relation (5) qui devient :

d[ARNt), [k Kd+K [aIF2],)
dt _[ Kd +[alF2],

([Met - ARN{] - [ARN{],)

Si I’on se place dans des conditions telles que la quantité d’ alF2 engagée dans la formation du
complexe ternaire est trés faible par rapport a sa quantité initiale (il faut donc se placer dans
des conditions expérimentales telles que [alF2]o )) [Met-ARNLt]o), aors[alF2]: ~ [alF2]o et (6)
devient :

d[ARN: k— kY Kd
ulsz([Met-ARsz] —[ARNt]) avec B = ( ) +
dt 0 t Kd+[alF2],

L’intégration de cette équation avec la condition limite [ARNt]; — 0 quand t — O (car on
supposegu’'al’instant t = O, il N’y a pas d’ ARNt déacylé) nous donne :

(k—K)Kd

Kd+[airz],* *

@ [Met- ARNf)- [ARNt],=¢ B! o B =

Ainsi, pour chague concentration en Pa-alF2, la cinétique de déacylation du Met-
ARNt est suivie en mesurant, a différents temps, la quantité d’ ARNt aminoacylé encore
présent dans le mélange réactionnel. L’ équation (8) modélise I’ évolution de cette quantité. Le
programme MC-Fit (Dardel, 1994) permet aors de déduire la constante de temps t relative a
cette exponentielle et par conséquent la constante de vitesse B = 1/7.

Le tracé de la courbe B=f([Pa-alF2]o) permet alors d obtenir la valeur du Kd de
I’ assemblage Pa-al F2: ARNt considéré grace au programme MC-Fit (Dardel, 1994).
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Lorsgue le Kd n'est pas grand devant la concentration d’ ARNt, on ne peut plus
supposer [alF2]; ~ [aF2]o. On utilise alors un traitement qui permet de corriger la
concentration [al F2]; compte tenu de lafraction d’alF2 liée al’ ARNL.

2. Mise en ceuvre expérimentale.

De maniere pratique, pour pouvoir suivre la déacylation de I'’ARNt sur un temps
raisonnable, nous nous sommes placés dans un milieu suffisamment déacylant pour permettre
une hydrolyse quasi compléte de la liaison ester du Met-ARNt en 30 minutes. Pour cela, le
milieu réactionnel choisi est un tampon 20 mM HEPES pH 8.0, 100 mM KCI, 5 mM MgCl,,
1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, 5% glycérol, 0.2 mg/mL BSA. Laforce ionique du milieu est un
parametre important. En effet, des essais a plus haute force ionique (jusqu’a 500 mM KClI)
ont montré que le sel défavorise la protection du Met-ARNt par Pa-alF2, augmentant ainsi le
Kd mesuré. La température de mesure de ces cinétiques a été fixée a 51°C. L'hétérotrimére
Pa-alF2 étant issu d'une archée hyperthermophile, une température assez élevée doit étre
utilisée pour avoir une bonne activité de protection du facteur. Des tests réalisés a plus basse
température ont montré une protection de I’ARNt par Pa-alF2 beaucoup plus faible pour une
méme concentration protéique. A contrario, la maeure partie de ces mesures ayant été
réalisées avec I' ARNt® o' E. coli, un test & une température plus proche de la température
optimale des protéines de P. abyssi (80°C) n’a pas été envisagé, par crainte d’ une dégradation
thermique du polynucl éotide.

Le protocole de mesure des constantes de vitesse B des réactions de cinétique pour
chaque concentration en Pa-al F2 est détaillé dans la partie Matériels et Méthodes. La Figure
3.3 donne un exemple des courbes de déacylation expérimentales obtenues et |a Figure 3.4
illustre le tracé de la courbe B=f([Pa-al F2] o) de laquelle est déduit le Kd du complexe étudié.

3. Résultats préliminaires et mesure du Kd pour le complexe Pa-alF2:Met-
ARNg M,

Dans un premier temps, nous nous sommes donc intéressés au complexe Pa-alF2:Met-
ARNtM® de P. abyssi. L’ ARNt initiateur de P. abyssi a été purifié puis aminoacylé avec de la
[358]-Met (10000 dpm/pmole) comme décrit dans la partie Matériels et Méthodes.
L’ hétérotrimere Pa-alF2 a été obtenu en mélangeant dans un rapport équimolaire les trois
sous-unités purifiées de ParalF2. L’ gjustement de la steechiométrie de ces complexes a été
réalisé grace ala détermination expérimentale des €mgaires; Celle-Ci étant rendue possible par la
mesure du contenu en zinc de B et y al’ aide d’ un spectrométre de flamme. La stecechiométrie
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de I’ assemblage a finalement été vérifiée par dépot d’un aiquot sur gel d électrophorése natif.
Un exemple de gel est illustré pour I” hétérodimeére Pa-al F2ay sur la Figure 3.9.
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Figure 3.3: Mesure de la constante de dissociation du Met-ARNtM® d E.coli pour

I” hétérotrimere alF2 de P. abyssi. Cinéique de déacylation du Met-ARNtM® en présence de
concentrations croissantes du facteur PaalF2. Chaque courbe de déacylation est modélisée pour une
exponentielle smple.
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Figure 3.4 : Mesure de la constante de dissociation du Met-ARNt"® o' E.coli pour
I” hétérotrimere Pa-alF2 de P. abyssi. Tracé des vitesses de déacylation en fonction de la concentration
initiale en alF2. Le programme MC-Fit permet de déduire de cette courbe la valeur du Kd pour le complexe
considéré.
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Préalablement, la vitesse de déacylation du [*S]-Met-ARNtM® a éé mesurée en
' absence de Pa-alF2. Ainsi, 251°C, le Met-ARNt;"® (80 nM) se déacyle & une vitesse de 0.28
min™. En présence de 5 uM de Pa-alF2 et de 1 mM de GDPNP, une forte protection contre la
déacylation est observée : la vitesse de déacylation est en effet réduite & 0.009 min™. En
' absence de GDPNP, cette protection est perdue et I’on retrouve une vitesse de 0.28 min™.
Par conséquent, un effet de protection similaire a celui d'EF1A est obtenu avec
I" hétérotrimere Pa-alF2 et il S'agit bien d’une interaction spécifique puisgu’ en I’ absence de
GDPNP, et donc en I’absence de formation du complexe ternaire, |’ effet de protection est
annihilé. Lorsque le GDPNP est remplacé par du GDP (1mM), la vitesse de déacylation est
réduite & 0.11 min™*. Ce résultat suggére qu'en présence de GDP, Pa-alF2 est toujours
susceptible de lier I’ ARNt initiateur, bien que le complexe soit moins stable.

Ces résultats préliminaires nous ont donc permis de valider le test de protection mis en
place et de I'utiliser pour mesurer les constantes de dissociation des complexes Pa
alF2: ARNL.

Ainsi, un Kd de 90 + 30 nM a été mesuré pour le complexe Pa-al F2:Met-ARNtM® de
P. abyssi en présence de 1 mM GDPNP. Cette valeur est de plus inchangée s le GTP
remplace son analogue non hydrolysable dans le test de protection. Ce résultat indique
gu’aucune hydrolyse spontanée du GTP n’intervient au cours du test. La formation du
complexe ternaire n'est donc pas suffisante pour entrainer I’hydrolyse du GTP. Celle-ci
survient plus probablement dans le cadre de la sélection du bon codon de démarrage sur le
ribosome, comme c'est le cas chez les Eucaryotes (Huang et al., 1997). Une éude récente
(Pedulla et al. 2005) a cependant montré que méme en présence du ribosome et d'un
oligonucléotide portant une ségquence de type Shine-Dalgarno en amont d'un codon
d'initiation AUG, | hydrolyse du GTP n’a pas lieu. Ces résultats ont toutefois été obtenus en
présence de complexes 70S, et par conséquent, dans un contexte ou, a priori, I’ hydrolyse du
GTP porté par alF2 adgaeu lieu.

Pour déterminer si Pa-alF2 interagit spécifiquement avec I’ ARNL initiateur et si oui,
guels sont les déterminants de I’ ARNt reconnus par Pa-alF2, il était crucial de disposer d’une
panoplie d ARNts mutés au niveau des positions potentielles de reconnaissance de I’ ARNt
par Pa-alF2. Comme le souligne la Figure 3.5, I’ ARNt ' de P. abyssi et I' ARNt"'® o E. coli
ont des séquences nucléotidiques trés proches. En particulier, les tiges acceptrices de ces deux
ARNIts sont identiques a I’ exception de la paire de base 1-72 : le faible appariement A;-U,
présent chez I’ ARNt de P. abyssi est remplacé par un mésappariement C;-A;» chez I’ ARNt
bactérien. 1l faut noter que les modifications post-traductionnelles de I' ARNtV® de P. abyssi
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ne sont pas connues (Marck et Grogean, 2002) et n’ont donc pas pu étre représentées sur cette
figure.
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Figure 3.5 : Représentation en «fetille de tréfle» de I'ARNt™® de P. abyssi (A) et de

I’ ARNtM® I’ E. coli (B). Les nucléotides qui différent entre les deux ARNts sont encadrés et indiqués en
gris sur laséquence de I' ARNtY'® de P. abyssi.

Cette forte similarité de séquence entre les deux ARNts nous a conduit a mesurer le
Kd avec I’ARNtM® d' E. coli aminoacylé avec de la [*S]-Met (10000 dpm/pmole). Un Kd de
120 + 40 nM a été mesuré pour le complexe Pa-alF2:Met-ARNtM® o’ E. coli en présence de 1
mM GDPNP. Ce résultat montre gu’ en accord avec la ressemblance observée pour les deux
ARNts, I'ARNtM® d'E. coli est un aussi bon ligand de Pa-alF2 que I’ ARN initiateur de P.
abyssi. A partir de cette constatation, nous avons donc choisi d'utiliser I’ ARNtM® d'E. coli
comme substrat modéle dans le test de protection. Ce choix nous a permis de tester les
différents mutants de I’ ARNtM® disponibles au laboratoire.

4. Spécificité de Pa-alF2 pour I’ARNTt initiateur.

Différents mutants de I’ ARNtM® et de I’ARNt,Y@ d'E. coli, construits et purifiés au
laboratoire (Guillon et al., 1992 ; Meinnel and Blanquet, 1995 ; Meinnd et al., 1988), ainsi
que I’ ARNt,M® dongateur d E. coli, ont été testés pour leur capacité a étre reconnus par le
facteur d'initiation Pa-alF2 de P. abyssi. Ces ARNts ont été purifiés et aminoacylés comme
décrit dans la partie Matériels et Méthodes.
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Figure 3.6 : schéma des différents ARNts, natifs et mutants, utilisés dans |e test de protection.

Ces mutants ont permis d’ évaluer I'importance chez P. abyssi des principaux motifs
caractéristiques de I’ ARNt de démarrage de la traduction. Typiquement, deux zones ont été
analysées : la paire de base 1-72 de la tige acceptrice, et I’acide aminé (avec mutation de
I’ anticodon). Les autres déterminants nucléotidiques ont été analysés de maniére générale
avec les différents ARNts a disposition. La Figure 3.6 récapitule les différents ARNts et
mutants utilisés.

Les différentes valeurs de Kd mesurées avec ces ARNts sont indiquées dans le
Tableau 3.7. Dans un premier temps, la spécificité de la réaction de protection de Pa-alF2
vis-a-vis de I’ARNL initiateur a été testée en utilisant I’ ARNtY® dongateur valylé. Aucune
protection n’est observée pour cet ARNt méme en présence de 50 uM de Pa-alF2, ce qui
suggére bien une interaction spécifique de Pa-alF2 avec I’ ARNt initiateur. Les déterminants
responsables de cette sélection spécifique ont ensuite été identifiés grace a plusieurs mutants.
Un ARNtM® modifié par un anticodon UAC (qui code pour la valine) a d’abord été utilisé.
Cet ARNLt peut étre aminoacylé avec une valine par la Vayl-ARNt synthétase (ValRS) d'E.
coli (Guillon et al., 1992 ; Schulman and Pelka, 1988). Le Val-ARNtM® UAC résultant n’est
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pas protégé de la déacylation spontanée par Pa-al F2, méme en présence de 50 uM de Pa-alF2.
Ce réaultat indique que le résidu méthionine est un déterminant essentiel de cette
reconnaissance : le simple remplacement du résidu méthionine par une valine réduit |’ affinité
de I’ hétérotrimere pour I’ ARNt de plus de 2 ordres de grandeur.

ARNt Kd (nM)
1 Met-ARNtM® P. abyssi 90 + 30

2 Met-ARNtM® E. coli 120 + 40
3 Met-ARNtM* A-U, E. coli 90 + 30

4  Met-ARNt, "™ E. coli 450 + 100
5  Met-ARNt? CAU E. coli 400 + 100
6  Va-ARNt{?E. coli > 50 000
7 Va-ARNt"® UACE. coli > 50 000
8  Met-ARNtM® G;-Cp, E. coli 320 + 80

Tableau 3.7: Constantes de dissociation des complexes réalisés entre Pa-alF2 et les différents
ARNTts aminoacyl és présents a une concentration de 80 nM.

Deux autres ARNts méthionylés ont été testés pour confirmer ce résultat : I' ARNt,"'®
et un ARNtY@ modifié par un anticodon CAU (qui code pour la méthionine). Ce dernier
ARNL peut étre aminoacylé avec une méthionine par la Methionyl-ARNt synthétase (MetRS)
d' E. coli (Meinnd et al., 1993). En présence de ces deux ARNts, des Kds de 450 nM et de
400 nM respectivement sont mesurés. Ces deux ARNts sont donc efficacement protégés par
Pa-alF2 bien que leur séquence nucléotidique difféere de celle de I'ARNL initiateur. Ces
mesures confirment le rdle crucial joué par le résidu méthionine dans la reconnaissance de
I’ ARNt initiateur par Pa-alF2. Cependant, les constantes de dissociation obtenues dans ce cas
sont |égérement plus devées (d'un facteur 3 a4) que celle obtenue pour le Met-ARNtM, ce
qui suggere que la séquence polynucléotidique de I’ ARNt participe également, bien que de
facon minoritaire, aladiscrimination positive de |’ ARNt initiateur.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés plus particuliérement a la paire de
bases 1-72. Chez les Eucaryotes et chez les Archées, il sagit d'une paire A-U;, qui est
universellement conservée. Un rdle de cette paire de bases dans la reconnai ssance spécifique
de I’ARNL initiateur par elF2 a d§ja été postulé (Astrom et al., 1993 ; Farruggio et al., 1996).
Pourtant, cette paire est remplacée par les bases non-appariées C, et A7, dans |’ ARNtM® d'E.
coli et celui-ci est efficacement protégé par Pa-al F2. Le mutant Met-ARNtM® A;-U-, présente
un Kd du méme ordre que celui de I’ ARNtM® natif. Ainsi, la paire de bases A;-U7, ne semble
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pas étre un déterminant essentiel malgré sa tres haute conservation chez les Eucaryotes et
chez les Archées. Par contre, le mutant Met-ARNtY® G,-Coy, qui reproduit le fort
appariement observeé pour le Met-ARNt élongateur classique, présente un Kd de 320 nM, soit
un Kd 3,5 plus élevé que celui de I’ ARNt ™ natif. L’ absence d’ un fort appariement au niveau
de lapaire de bases 1-72 contribue donc a une liaison optimale de I’ ARNt par Pa-al F2.

Finalement, nous avons constaté que ni I’ARNt"® non aminoacylé (jusqu’a une
concentration de 10 uM) ni la méthionine seule (jusgu'a une concentration de 5 mM)
n’inhibent la protection du Met-ARNt"'® par Pa-al F2.

Ains, I’essentiel de la reconnaissance de I’ ARNt initiateur par le facteur alF2 de P.
abyssi porte plutét sur la partie méthionine, la partie ribonuclé que jouant cependant elle aussi
un role discriminatoire, notamment au niveau de la paire de bases 1-72 pour laguelle un faible
appariement est préféré.

4) Role des differentes sous-unitées de Pa-alF?2 dans la liaison de
I’ARNt.

1. Role de Pa-alF2y.

Apres sétre intéressé au facteur Pa-alF2 dans sa globalité, nous avons voulu
déterminer le role précis de chacune des sous-unités de I’hétérotrimére dans cette liaison.
Comme cela a dgja été souligné, Pa-alF2y présente une tres forte homol ogie de structure avec
le facteur d élongation bactérien EF1A dans sa conformation active (EF1A:GTP). Cette
ressemblance suggere un role central de la sous-unité y dans la liaison al’ ARNt. La capacité
de Pa-alF2y a lier I' ARNLt initiateur a donc été testée a I’aide du test de protection contre la
déacylation.

ARNt Kd (nM)
1 Met-ARNt"™ E. coli 5000 + 3 000
2 Va-ARNt"® UACE. coli > 80 000

3 Met-ARNt'® CAU E. coli 7 000 + 3 000

Tableau 3.8: Constantes de dissociation des complexes réalisés entre Pa-alF2y et les
différents ARNts aminoacylés présents a une concentration de 80 nM.

Effectivement, la sous-unité y seule est capable de lier I’ARNLt initiateur méthionylé
avec une constante d'affinité de 5 uM (Tableau 3.8) en présence de 1 mM GDPNP. En
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présence du Vva-ARNt'® UAC, la capacité de protection de y est perdue. Ainsi, Pa-alF2y
seule est capable de reconnaitre spécifiquement I’ ARNLt initiateur via le groupe méthionine.
Ce résultat est confirmé puisgu’ en présence du Met-ARNtY? CAU, la protection contre la
déacylation est restaurée.

Cependant, I’ affinité de la sous-unité y seule pour I’ ARNt initiateur est diminuée d' un
facteur 50 par rapport acelle du facteur natif (Kd de 120 nM pour I’ hétérotrimere). Cette large
différence entre les deux constantes de dissociation montre qu’au moins une des deux autres
sous-unités de |’ hétérotrimere participe alaliaison de |’ ARNt.

2. Role de Pa-alF2qa.
Pour identifier la ou les autres sous-unités impliquées dans la liaison de Pa-alF2 a

I’ ARNt, nous avons réitéré le test de protection avec les deux hétérodimeres natifs. Comme
pour |” hétérotrimere natif, les hétérodimeéres ay et By ont été obtenus en méangeant dans un

rapport équimolaire les sous-unités purifiées correspondantes et la stoechiométrie de
I" assemblage a été vérifiée sur gel d’ électrophorese natif (Figure 3.9).
1 2 3

Figure 3.9 : Electrophorese sur gel de polyacrylamide 12% natif acide pour tester la

stoechiométrie du complexe Pa-alF2ay. Piste 1: sous-unités Pa-alF2a et Pa-alF2p méangées en
guantités stoechiométriques — pas d’association ; Piste 2: Pa-alF2y ; Piste 3 : sous-unités Pa-al F2o et Pa-al F2y
mélangées en quantités stoechiométriques — une seule bande correspondant al’ hétérodimeére est visible.

Les résultats pour les différents assemblages de Pa-alF2 sont repris dans le Tableau
3.10. En présence de I’ hétérodimére By, aucune augmentation de I’affinité pour I’ ARNtM®
N’ est observée par rapport au monomeére y. Dans ce test de protection, la sous-unité g n’adonc
pas de r6le dans la liaison de I’ARNt. Par contre, un Kd de 44 nM est obtenu avec
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I"hétérodimére ay natif, soit une affinité comparable a celle de I’ hétérotrimere natif. C' est
donc Pa-alF2a qui participe, avec Pa-alF2y, alaliaison de |’ ARNL.

Kd (nM)
120 + 40
5000 + 3000
5000 + 3000
44 + 20
> 50 000
> 50 000

2]
=

1
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" oxre
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Tableau 3.10 : Constantes de dissociation des assemblages mentionnés en présence du Met-
ARNtME d'E. coli 80 nM. Les sous-unités présentes dans |’ assembl age testé sont indiquées par une croix.

Des tests de protection contre la déacylation du Met-ARNt"® ont alors été réalisés en
présence de 50 uM du monomere o : aucune protection n’'est observée dans ce cas. Une
interaction directe de Pa-alF2a. avec I’ ARNt n’est pas a exclure, mais elle n'impliquerait pas
lapartie 3 del’ ARNL.

ARNt lié
a alF2a

Figure 3.11 : Expérience de retard de migration sur gel de PARNtM d’E. coli en

présence d’alF2o de P. abyssi. 1.8 uM d ARNtM® d’E. coli ont été incubés dans 20 pL de tampon 200
mM NaCl, 50 mM TBE pH 8.3, 10 mM 2-mercaptoéthanol, 1 mM MgCl2, 1 mM GDPNP en présence de
concentrations croissantes de Pa-al F2a. (0, 2.5, 5, 10 et 20 uM de la Piste 1 & la Piste 5, respectivement). Aprés
15 minutes d'incubation a température ambiante, les échantillons sont chargés sur un gel & 5% en
polyacrylamide contenant 50 mM TBE pH 8.3 et 1 mM MgCl,. La migration alieu dans e méme tampon. Le gel
est ensuite révélé par coloration au BET. Un résultat identique est obtenu en présence d’ ARNt'® aminoacylé.
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Pour mieux comprendre le réle joué par o, des expériences de retard de migration sur
gel de I’ ARNt et/ou d autres ARNS ont été réalisées en présence d’ o (voir la partie Matériels
et Méthodes pour le protocole détaillé). Pour cela, 1 ug (1.8 uM) d ARNGV® o' E. coli a été
incubé en présence de concentrations croissantes de Pa-al F2o. dans le tampon approprié. Les
échantillons ont alors été déposeés sur un gel d’ électrophorese natif. Aprés migration, le gel est
plongé dans un bain de Bromure d' Ethidium pour révéler la migration de I’ ARNt. La Figure
3.11 illustre I’ expérience.

La sous-unité o seule est capable de retarder la migration de I’ ARNt sur gel. Dans les
mémes conditions, aucun retard de migration de I’ ARNt n’a été observé avec la sous-unité 3
et/ou y. Cependant, la capacité de liaison des ARNs de Pa-alF2a n’'est pas spécifique de
I’ARNt. En effet, I’expérience a éé reproduite en présence de quantités croissantes d’'un
meélange d’ARN ribosomaux 16S et 23S d' E. coli. Comme |le montre la Figure 3.12, ce
meélange d’ ARNTrs entre en compétition avec I’ ARNt pour la liaison a o et en présence d’'un
rapport massique 2:1 de I’ ARN ribosomal par rapport al’ ARNt, laliaison del’ ARNt par o est
abolie (Piste 5).

alF2o:ARNr

alF2a: ARNt

Figure 3.12 : Compétition du mélange ARNr 16S/23S et de ’ARNt pour la liaison a Pa-

alF2o. 13.6 ug (20 uM) de Pa-alF20. de P. abyssi et 1 pg (1.8 uM) d’ ARNtM® d’'E. coli ont été incubés dans
20 pL de tampon 200 mM NaCl, 50 mM TBE pH 8.3, 10 mM 2-mercaptoéthanol, 1 mM MgCl2, 1 mM GDPNP.
Des quantités croissantes du mélange d' ARNr 16S et 23Sd'E. coli (0,0.2,0.5,1, 2,4, 75 et 10 ug delaPiste 1
a la Piste 8, respectivement) ont été gjoutées dans le mélange. Les échantillons ont ensuite été traités comme
pour la Figure 3.11.
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Ains, la sous-unité o seule a la capacité de se lier aux acides nucléiques. Cette
propriété pourrait fournir une explication au réle joué par Pa-alF2a dans la liaison de I’ ARNt
initiateur par I’ hétérotrimére. Cependant, cette affinité n’ étant pas spécifique du repliement de
type ARNt, aucune conclusion quant a une interaction directe de Pa-alF2a. avec I’ARNt ne
peut étre déduite.
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Partie B : Cartographie des zones d’interactions entre les
sous-unités du facteur Pa-alF2.

La sous-unite y, maillon central de ’assemblage.

L’ étude de I’ affinité du facteur Pa-alF2 pour I’ ARNt initiateur a mis en exergue une
nouvelle entité au sein de I’hétérotrimere : I’ hétérodimere ary. En effet, la sous-unité f ne
semble pas jouer de role dans laliaison au principal ligand de Pa-alF2, le Met-ARNtM®. Une
nouvelle géographie se dessine donc autour de I’ ARNt : la sous-unitéy interagit directement
avec I’ARNL, et la sous-unité o, qui apporte un gain d affinité considérable, doit donc étre
assez proche du site de fixation de la tige acceptrice de I’ARNt sur y. Au contraire, on
imagine une position plus €loignée pour la sous-unité . Ces hypothéses nous ont donc tout
naturellement conduit vers I’ éude des interactions entre les différentes sous-unités de Pa-
alF2, pour tenter de comprendre |’agencement structural qui favorise la formation du
complexe ternaire.

1) Obtention des mutants de la sous-unité y.
1. Obtention des différents plasmides mutés.

Les zones caractéristiques de Pa-al F2y identifiées par comparaison avec EF1A sont
représentées sur la Figure 3.13. Elles ont fait I'objet d’'une éude fonctionnelle par
mutagénese dirigée. En plus des boucles caractéristiques d’alF2y décrites au Chapitre 11,
deux résidus hautement conserveés dans les sequences d' e/alF2y ont été envisagés. Cesrésidus
P178 et N186 se trouvent dans une zone au sommet du domaine 1 correspondant au brin 6 et
a la petite hélice a5 (voir Annexe 1). Chez EF1A, ils ne sont pas conservés et la zone
correspond a une zone d’insertion par rapport a Pa-alF2y dans la séquence de certains EF1A.
De plus, ces résidus sont proches du domaine de fixation du zinc, qui pourrait avoir lui-méme
un réle fonctionnel non négligeable. Enfin, ils se trouvent a la surface de la proténe, tournés
vers le solvant, et donc potentiellement accessibles par un éventuel partenaire d’ interaction.

Pour les boucles L1, L2, L3, L4 ainsi que pour le domaine du zinc, des mutants de
délétions ont été envisageés (Voir Figure 3.13). Pour la zone englobant le brin 36 et I'hélice
a5, moins caractéristique que les régions précedemment citées, seuls deux mutants ponctuels
ont été envisages : Yri7sa €t Ynisea. ENfin, des mutants ponctuels additionnels ont été utilisés
pour étudier le role du domaine de fixation du zinc : Yceoa, Yce3H €t Ycr2a.
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Les mutants Ya 1, YaLz: Yazn, Yoeoa € Ycr2a, ONt été obtenus par mutagenese dirigee
par PCR dite de « chevauchement » (voir Matériels et Méthodes pour le principe de laPCR).

Les mutants Yay s, Yars, Y cesH» Yri7sa €t Ynissa, ONt été obtenus par mutagéneése dirigee
par PCR en une seule étape a |’ aide de |la technique QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis
de Stratagene (voir Matériel et Méthodes).

Les dix plasmides mutants obtenus ont été sequencés dans chaque cas pour vérifier la
conformité de la construction.

Domaine de liaison du Zn

Domaine 1

Domaine 2 VAL

Domaine 3

Figure 3.13 : Structure de Pa-alF2y (Schmitt ez al., 2002). Les principales zones de divergence avec
EF-Tu:GDPNP ont été représentées en rouge. Les fléches vertes désignent les différents mutants de délétion de
la sous-unité y qui ont été construits au cours de cette étude.
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2. Production et purification des mutants de Pa-alF2y.

Les plasmides mutants ont été utilisés pour transformer des cellules BL21(DE3) d' E.
coli en présence du plasmide pSJS1240 et les protéines mutées ont été surproduites de la
méme maniére que la protéine native. A |’exception des mutants Yazn, Yceoa € Yc7oa, tOutes
ces protéines ont été purifiées selon le méme protocole que celui utilisé pour la sous-unité y
native (Figure 3.14). De bons rendements de production ont été obtenus avec ces mutants,
souvent méme supérieurs a ceux obtenus pour la protéine native.

94 kDa | g
67 kDa e

43 kDo WY SN S < 45 kDa
30 kDa e

20 kDa, L

Figure 3.14 : Purification des mutants de délétion de la sous-unité y de P. abyssi. Analyse des
échantillons purifiés par migration électrophorétique sur gel de polyacrylamide (12%) dénaturant. Piste 1:
marqueur de poids moléculaire ; Piste 2 : yai1; Piste 3 : yaL2.

3. Production et purification des mutants du domaine du zinc.

Pour les trois mutants Yazn, Yceoa € Yc7oa, UN trés faible taux de surproduction a été
obtenu. Ceci est tres probablement dd au fait qu’ils affectent la coordination du zinc ay. Ces
résultats suggérent un role important du domaine de liaison du zinc dans la stabilité de Pa-
alF2y. L’ analyse des taux de surproduction de ces différents mutants sur gel d’ éectrophorese
en conditions dénaturantes a d’ailleurs révélé, dans certains cas, la présence d une bande
autour de 45 kDa qui pourrait correspondre aux Pa-alF2y mutants dans la fraction insoluble
obtenue apres sonication des cultures bactériennes. La présence de ces Pa-al F2y mutés dans la
fraction insoluble témoignerait ainsi d'un mauvais repliement des protéines da a I’ altération
de leur domaine de fixation du zinc. Enfin, lorsgu’ un mutant a finalement pu étre |égerement
surproduit et obtenu dans la fraction soluble au cours de ces diverses tentatives, une
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thermosensibilité de la protéine a 80°C a été observée. Dans ce cas, la purification de la
protéine correspondante a été entreprise en diminant I’ éape de chauffage a 80°C. Cependant,
laprotéine d'intérét étant trop peu surproduite et les protéines contaminantes d E. coli N’ ayant
pas été éiminées par chauffage, la méhode de purification classique de Pa-alF2y n'a
finalement pas permis d’ obtenir une protéine y mutée purifiée.

A contrario, le mutant Ycssy Ne présente pas ce défaut de surproduction. On peut
supposer que la mutation conservative de la cystéine en une histidine, résidu également bon
chélateur de cations, n’entraine pas la perte d’ un degré de coordination autour de I’atome de
zinc.

Pour essayer de pdlier ce défaut de surproduction, différentes tentatives ont été
entreprises :

- les conditions de surproduction ont éé modifiées en gjoutant du zinc dans le milieu

de croissance des bactéries ou bien en diminuant la température et/ou la quantité

d'IPTG lors de la phase d’induction, ceci dans le but de diminuer la fraction de
protéine insoluble qui pourrait se retrouver piégée dans des corps d’inclusion.

- une autre souche bactérienne, plus performante, a été utilisée: la souche Rosetta
(DE3) pLacl RARE d' Escherichia coli. Cette souche contient un plasmide qui permet
d exprimer les ARNts rares ArgU, lleY et LeuW, capables de déchiffrer les codons
rares rencontrés sur les ARNms archéens, ainsi que lacl. Son utilisation évite ainsi la
co-transformation du pET3alpa portant I'insert muté avec un vecteur de type
pSJS1240 ou pSBETa. De plus, cette souche est également mutée dans le gene de la
permeéase au lactose, ce qui rend I’induction al’ PTG plus contrélable.

- enfin, lors des tests de purification sur les échantillons |égérement surproduits, du
zinc a été gouté dans toutes les étapes pour tenter de renforcer la stabilité de la
proténe.

Malgré ces différents essais, latechnique de purification employée pour la sous-unitéy
native (avec quatre colonnes chromatographiques successives) reste peu sélective pour ces
mutants faiblement surproduits. Une nouvelle méthode de purification a donc été mise au
point. Une technique efficace aurait pu consister a sélectionner une colonne d’ affinité qui
retiendrait spécifiquement la protéine y. Malheureusement, la protéine Pa-alF2y étiquetée par
6 His en N-terminal n’est pas retenue sur une colonne d’ affinité de type TALON (Clontech).
Par contre, I” hétérodimere oy ou o porte une queue polyhistidine en N-terminal est retenu sur
une telle colonne d' affinité. Ce choix de purification a été validé par les essais préliminaires
d assemblage avec la sous-unité vy réalisés sur les extraits protéiques bruts obtenus apres
chauffage 2 80°C des lysats cellulaires. Ces premiers essais semblent indiquer que les mutants
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du domaine de fixation du zinc n’interviennent pas dans la liaison a o.. Le domaine du zinc
pourrait cependant jouer un role au niveau de la liaison a . Ces premiers tests ont donc
permis de légitimer le choix de purification de |’ hétérodimeére avy.

Le principe généra de la purification est repris dans la partie Matériels et Méthodes.
Les trois mutants du domaine de fixation du zinc ont donc éé purifiés sous forme
d hétérodimeres ary. Dans un premier temps, la sous-unité o, isolée a été préparée. Puis, un
aliquot de la protéine purifiée a été gjouté dans |’ extrait protéque brut de Pa-alF2y mutant
obtenu apres lyse cellulaire et chauffage a 80°C. La quantité de Pa-al F2a. gjoutée est telle que
la protéine o reste en défaut par rapport a y, de maniere a ce que seuls les hétérodimeres
parfaitement steechiométriques soient retenus sur la colonne TALON. Les hétérodimeres
OYmutant @NSI purifiés présentent une bonne pureté et la quantité obtenue permet d envisager
une étude biochimique. La Figure 3.15 présente la purification de I’ hétérodimere oyaz, sur
colonne d affinité TALON & base d’ions Co®".

30 kDa

>

—

Figure 3.15: Purification de |’hétérodimere ay,zn de P. abyssi sur colonne d affinité

TALON. Anayse des échantillons purifiés par migration éectrophorétique sur gel de polyacrylamide 12 %
dénaturant. Piste 1: marqueur de poids moléculaire; Piste 2 : aliquot des fractionsde téte de laTALON ; Piste
3 : diquot desfractions de lavage 2 10 mM imidazole de la TALON ; Piste 4 : aiquot des fractions d’ é ution de
laTALON, contenant | hétérodimere purifié.

2) Tests d’assemblages sur gels natifs.

Apres avoir obtenu les différents mutants de la sous-unité y de P. abyssi, hous avons
testé leur capacité a lier la sous-unité o et/ou la sous-unité B sur gels d’ éectrophorese en
conditions non dénaturantes.
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Du fait des points isoélectriques basiques des protéines alF2 de P. abyssi, des gels de
polyacrylamide acides ont été préparés. Il s agit de gels a 12% en polyacrylamide dans un
tampon contenant un mélange 240 mM KOH/144 mM d acide acétique de pH 4.3. Les
assemblages hétérodimériques et hétérotrimériques des sous-unités a et p avec les différents
mutants y ont été réalisés dans un volume final de 20 ulL, en introduisant toujours la sous-
unité y en défaut par rapport aux autres sous-unités. Ceci permet de visualiser s toute la
protéine y introduite dans le mélange est « consommee » pour former |’ assemblage étudié ou
s, du fait d'un défaut d’assemblage, une fraction de y reste libre. Les Figures 3.16 et 3.17
illustrent les gel's respectivement obtenus en présence de mutants de boucles (Figure 3.16) et

d un mutant ponctuel (Figure 3.17). Le méme type de gel a éé reproduit avec les différents
mutants.

Q. [ca]

+ +

T 83 @ 3 83 «a 3

5 o 3+t o+ o+ o+ o+ 4

< <~ < < < J

>~ = = = = = = = = =

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
L

Figure 3.16 : Assemblage des sous-unités o et f natives de Pa-alF2 avec les mutants de

boucles Va1 et Yar, de Pa-alF2y. Les protéines indiquées au-dessus de chague piste ont été
préalablement mélangées dans 10 pL de tampon 200 mM NaCl, 10 mM MOPS pH 6.7, 10 mM 2-
mercaptoéthanol. 10 pL de tampon de dépbt (240 mM KOH, 144 mM acide acétique, 20% glycérol, 0.4% (w/v)
bleu de méthyléne) ont éé ajoutés et les échantillons ont éé déposés sur un gel natif acide (12% en
polyacrylamide). Aprés migration, les gels ont été colorés au bleu de Coomassie. Pistes1 a4 :y (12 uM, piste 1)
mélangé avec un excés molaire d' o (piste 2), de B (piste 3) ou d’ a+p (piste 4); Pistes5a 7: ya1 (15 uM)
mélangé avec un excés molaire d’' o (piste 5), de B (piste 6) ou d' a+p (piste 7) ; Pistes 8 @ 10 : y, .5 (15 uM)
mélangé avec un excés molaire d’ a. (piste 8), de p (piste9) ou d’ a+p (piste 10).

Sur la Figure 3.16, les bandes relatives aux deux hétérodimeres oy, o (piste 8) et
ByaL2 (piste 9) apparaissent trés clairement par comparaison avec les hétérodiméres natifs
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(pistes 2 et 3). De méme, |’ hétérotrimere oy, 2 est formé (piste 10). Par contre, les deux
SOUS-UNités o et Y, 1 restent dissociées (piste 5). L’ hétérodimere By, ;1 est formé comme en
témoigne la bande supérieure de la piste 6. Enfin, dans le cas de |’ hétérotrimere (piste 7), la
sous-unité o reste encore une fois dissociée: seul I’hétérodimere By, est formé la sous-
unité o n'est plus liée par le mutant y. Cette absence de liaison de la sous-unité o par le
mutant y,. 1 suggere que la suppression de laboucle L1 annihile laliaison dey aa. Laboucle

L1 du domaine 2 de Pa-alF2y est par conséquent clairement impliquée dans la fixation de la
sous-unité Pa-al F2a.

3
+ o+

83 o << < <
£+ §F B F

T @ = = = = = o=
1 2 3 4 5 6 7 8

Figure 3.17 : Assemblage des sous-unités o et § natives de Pa-alF2 avec le mutant

ponctuel Yp;754 de Pa-alF2y. Les protéines indiquées au-dessus de chague piste ont été préalablement
meélangées dans 10 pL de tampon 200 mM NaCl, 10 mM MOPS pH 6.7, 10 mM 2-mercaptoéthanol. 10 uL de
tampon de dépdt (240 mM KOH, 144 mM acide acétique, 20% glycérol, 0.4% (w/v) bleu de méthyléne) ont été
gjoutés et les échantillons ont été déposés sur un gel natif acide (12% en polyacrylamide). Aprés migration, les
gels ont été colorés au bleu de Coomassie. Piste 1: o (24 uM); Piste 2 : B (24 uM); Pistes3a5 :y (12 uM, piste
3) mélangé avec un exces molaire d o (piste 4) ou de B (piste 5); Pistes 6 a 8: ypi7ea (12 uM, piste 6) mélangé
avec un exces molaire d' o (piste 7) ou de B (piste 8).

La Figure 3.17 illustre la formation des deux hétérodimeres aYpizga €t BYpizsa. L€
résidu P178 ne semble donc pas avoir de rble particulier dans laliaison al’une ou I’ autre des
deux sous-unités a et f de Pa-al F2.

Pour les mutants relatifs au domaine du zinc, et en particulier pour le mutant Yz, 1a
migration sur gels natifs de polyacrylamide est moins nette. Les résultats obtenus par cette
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méthode semblent toutefois indiquer que I’ association a n’est pas amoindrie en I’ absence du
domaine du zinc. Cependant, une confirmation de ce résultat était nécessaire. Pour cela, nous
avons regardé |’ assemblage de B avec I’hétérodimére purifié ay,z, directement sur la colonne
d affinité TALON.

Ainsi, la protéine B purifiée de maniere classique (selon le protocole décrit dans la
Partie A de ce chapitre) a été gjoutée a un aiquot du complexe purifié oy ,zn. Le mélange a
été réalisé de maniére a ce que la protéine B soit en |éger défaut molaire par rapport aux deux
autres sous-unités. Ainsi, s toute la protéine se fixe a la sous-unité y, sans défaut
d association di a la mutation, aorsil ne devrait plus rester de B dans les fractions de téte de
la colonne : toute la protéine reste accrochée sur la résine sous forme ofyzn. Une fois le
mélange injecté sur la colonne, la purification a été poursuivie comme pour |’ hétérodimere :
apres passage des fractions de téte, la colonne a été rincée avec du tampon contenant 10 mM
imidazole puis le complexe est élué avec un tampon contenant 250 mM imidazole. Le
contenu des pics correspondant aux différentes phases de purification a été analysé sur gel
SDS-PAGE. LaFigure 3.18 présente le gel obtenu.

94 kDa
67 kDa

43 kDa

30 kDa

20 kDa

—_—

TRE L

14 kDa

Figure 3.18 : Anayse de la purification du complexe ay,z, en présence de la sous-unité f.
Les fractions des pics correspondant a chaque étape de purification (injection, rincage, éution) ont été
rassemblées et un aliquot de 20 pL de chague échantillon a été déposé sur un gel & 12% en polyacrylamide.
Aprés migration, le gel a été coloré au Bleu de Coomassie. Piste 1 : marqueur de poids moléculaire ; Piste 2:
aliquot du pic d'injection ; Piste 3 : aliquot du pic d' &ution. Comme le test d’ assemblage a été réalisé avec des
échantillons déja purifiés, les contaminants sont minimes et aucun pic n’'a été obtenu lors de la phase de ringage
a10 mM imidazole. L’ aliquot correspondant n’ est donc pas indiqué.
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Ce gdl montre clairement que toute la protéine  initialement introduite s accroche a
I” hétérodimere ayaz, par I’intermédiaire de la sous-unité y puisgu’ o et B n’interagissent pas
ensemble. Par conségquent, la suppression du domaine de fixation du zinc ne semble pas
affecter laliaison de la sous-unité g ay.

Cette méthode d’'assemblage sur gel natif nous a donc permis d éudier le role des
différentes positions caractéristiques de Pa-al F2y identifiées par comparason avec EF1A. Le
Tableau 3.19 récapitule les résultats obtenus pour les différents mutants testés.

Mutants y Liaison a a Liaison a p Formation de
I’hétérotrimeére
YaL1 ~ Non, seul By est formé
YaLz x x Oui
YaL3 = = Oui
YALs X X Oui
Tr178a x X Oui
YN1s6a X ~ Oui
Ycosn = £ Oui
Yazn X X Oui
Yacrza = X Oui
Y ace0A = = Oui

Tableau 3.19 : Récapitulatif des test d’assemblages des sous-unités o et B réaisés en

présence des différents mutants de y par éectrophorése sur gel natif. Une croix indique lorsque
|"assemblage entre les protéines étudiées est réalisé. Enfin, la derniére colonne reprend les résultats observés
pour laformation du hétérotrimére.

Toutes ces expériences d’ assemblage par électrophorese native ont été confirmées par
des tests d assemblages réalisés par chromatographie d exclusion. Le protocole est détaillé
dans la partie Matériels et Méthodes. Brievement, les différentes sous-unités purifiées,
natives et mutées, ont été mélangées dans un tampon 10 mM MOPS pH 6.7, 10 mM 2-
mercaptoéthanol, 500 mM NaCl. Les protéines individuelles ainsi que les différents
assemblages a tester ont ensuite éé chromatographiés sur une colonne d’exclusion de type
TSK3000 qui permet de séparer les composés en fonction de leur taille. Le passage des
monomeéres et des assemblages natifs a permis de calibrer la colonne et de connaitre ainsi les
temps de rétention caractéristiques de chaque forme de Pa-alF2. Ce calibrage a alors permis
de déterminer pour chague assemblage si les protéines en présence s associaient ou non, en
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fonction des temps de rétention obtenus. La Figure 3.27 illustre |e type de chromatogrammes
obtenus avec |’ assemblage opsy.

Ainsi, un seul des mutants envisagés présente un déefaut d’ association : le mutant ya 1
qui ne lie plus la sous-unité o. Cette derniére pourrait donc interagir avec la boucle L1 du
domaine 2 de Pa-al F2y.

Aucune zone d’interaction avec la sous-unité § n’a pu étre identifiée par cette méthode
malgré un balayage relativement étendu sur la surface de la protéine Pa-alF2y. Cependant, 3
pourrait posseder plusieurs points d’ancrage sur la sous-unité y et dans ce cas, la rupture de
I”interaction avec un seul d entre eux peut ne pas étre suffisante pour abolir totalement la
liaison entre les deux sous-unités. Des mutants multiples de Pa-alF2y restent a tester pour
vérifier cette hypothése.

3) Vérification de la stabilité structurale du mutant y,; ;.

Les résultats obtenus par les tests d’ assemblage sur gels natifs témoignent d un roéle de
laboucle L1 dey danslaliaison aa par I'intermédiaire d’ un défaut de liaison du mutant yarz.
Cependant, ce défaut de liaison pourrait ére di a un désordonnement local de la sous-unité y
qui affecterait sa liaison avec a sans impliquer particulierement la boucle L1. Un mauvais
repliement de la protéine dans son ensemble est a exclure. En effet, le mutant yaL1 est toujours
capable de lier la sous-unité B. Ce qui indique que la zone de fixation de B tout au moins
présente un repliement correct. Par contre, une désorganisation locale de y au niveau du
domaine 2 ne peut pas étre exclue sans plus d’ arguments.

Pour vérifier que le mutant yaL1 acquiert la méme structure globale et locale que la
protéine native, nous avons réalisé des expériences comparatives de dichroisme circulaire sur
la protéine native et sur le mutant de laboucle L1. Le dichroisme circulaire est une technique
qui permet de mesurer, pour une molécule chirale, la différence d absorption entre la
composante polarisée circulairement gauche et la composante polarisée circulairement droite
d une lumiére de polarisation plane qui traverse la molécule considérée. Dans le cas d’ une
protéine, si I’on se place sur une gamme de longueurs d’onde bien choisie (ici, les UV
lointains), I absorption sera caractéristique de la structure secondaire de la molécule. Ainsi, le
spectre obtenu en réalisant un balayage de la gamme de longueur d’ onde sélectionnée tradui t
I’arrangement structural de la protéine du point de vue de sa structure secondaire. Cette
technique est par conséguent sensible & un désordonnement structural de la protéine, méme s
celui-ci reste local.
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Figure 3.20 : Mesure des spectres de dichroisme circulaire de y native et de yar1 de P.
abyssi. A) localisation des délétions AL1 et AL2 réalisées dans le domaine 2 d'Pa-alF2y. Seul le tracé de la

chaine polypeptidique entre les différents Co. de la molécule est dessiné. Les deux boucles pointent clairement
hors du domaine et ne sont pas impliquées dans des interactions avec le cceur du tonneau . La mutation AL1

correspond au remplacement des résidus 221 & 227 par une glycine. La distance entre les Co des deux résidus
N220 et K228 est de 7.6 A. Cette distance est compatible avec la longueur d’un segment comprenant 3 atomes

Ca. dans une conformation étendue (6.5 A classiquement). Ainsi, la liaison de la glycine ala place de la boucle
ne devrait pas engendrer de distorsion dans la structure du tonneau . B) Spectres de dichroisme circulaire
enregistrés entre 195 et 250 nm pour Pa-alF2y native (courbe noire) et pour Pa-alF2y, ; (courbe rouge). Les

fléches bleues indiquent les deux minima caractéristiques a4 208 (feuillets B) et 2222 nm (hélices o).
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Sur une gamme de longueurs d’ onde alant de 190 a 250 nm, des minima d’ absorption
caractéristiques des deux types de structures secondaires d'une protéine classique sont
observés:

- un minimum a 222 nm pour les structures en hélices a.. On retrouve également un

minimum de plus petite amplitude a 209 nm et un maximum a 192 nm.

- un minimum significatif vers 208-210 nm pour les structures en feuillets B.

Des spectres de dichroisme circulaire ont été enregistrés pour les deux proténes y et
vaL1 al’Institut Curie a Orsay (voir la partie Matériels et Méthodes pour |e protocole exact).
Les protéines ont éé pour cela diluées a une concentration de I’ordre de 2.5 uM dans un
tampon 10 mM phosphate de potassum pH 6.7, 100 mM NaCl. Les spectres ont été
enregistrés a 20°C entre 195 et 250 nm. La gamme de longueur a été balayeée trois fois et
chague spectre correspond ala moyenne de ces trois balayages successifs.

La Figure 3.20 représente les spectres obtenus respectivement pour la protéine y
native et pour le mutant ya 1. Ces deux spectres sont trés similaires, avec un minimum tres
prononcé vers 208 nm. En complément de |'enregistrement de ces deux spectres, la
dénaturation thermique irréversible des deux protéines a éé suivie en mesurant leur
absorption a 220 nm entre 40 et 95°C pour des concentrations protéques de |’ ordre de 15 uM
dans un tampon 10 mM phosphate de potassium pH 6.7, 100 mM NaCl. Les protéines y et
vaL1 présentent des courbes de dénaturation similaires (voir Figure 3.21) et dans les deux cas,
une température de dénaturation 7m de 85°C est mesurée.

Le comportement similaire du mutant yaL1 & celui de la protéine y native suggere que
la mutation AL1 ne détruit pas la structure locale du domaine 2 de y. Par conséquent, ' est
bien I'omission de la boucle L1, et non la déstructuration que pourrait engendrer cette
délétion, qui crée le défaut de liaison de la sous-unité o. Ainsi, cet élément spécifique du
facteur d'initiation e/alF2 par rapport aux facteurs d’ éongation est tres certainement impliqué
dans lafixation de Pa-al F2a sur Pa-alF2y.

Une étude réalisee sur alF2y de Methanococcus jannaschii €st parue concomitamment
ala publication de nos résultats (Roll-Mecak et al., 2003). Ces travaux montrent que les deux
mutants L256D et D325A d'alF2y de M. jannaschii présentent un tres fort affaiblissement de
leur capacité a lier la sous-unité o. Chez Pa-alF2y, ces deux résidus correspondent
respectivement a la leucine 229, qui termine la boucle L1 du domaine 2, et a |’ aspartate 298.
Le résidu D298 se trouve a la surface du domaine 2 de Pa-alF2y, dans le voisinage de la
boucle L1. Ainsi, la zone que nous avons identifiée chez Pa-alF2y comme responsable de la
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liaison a o, semble jouer le méme rble chez alF2y de M. jannaschii. Ces résultats viennent
donc corroborer nos conclusions concernant le réle de ces résidus dans laliaison a a.
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Figure 3.21: Dénaturation thermique de Pa-alF2y native et de Pa-alF2y, ;. Spectres de
dichroisme circulaire enregistrés a 220 nm de 40 a 95°C pour Pa-al F2y native (courbe noire) et pour Pa-al F2y a1
(courbe rouge).

4) Validation du modele de liaison de I’ARNt fourni par EF1A.

Comme cela a été décrit dans le Chapitre I, I"homologie de Pa-alF2y et d EF1A a
permis de réaliser un modée d’ amarrage de la molécule de Phe-ARNt™ sur la sous-unité y
(Figure 2.8).

Les zones d'interaction potentielles qui sont mises en avant par ce modéle de
positionnement se situent dans les domaines 2 et 3 de Pa-alF2y. De facon tres intéressante, les
régions specifiques de Pa-alF2y que nous avions identifiées pour un éventuel rble dans la
liaison a o coincident relativement bien avec ces régions. Ainsi, laboucle L1 relieles brins 7
et B8 qui pourraient former la poche de liaison de la tige acceptrice de I'ARNt. De méme,
dans le domaine 3, la boucle L4 est trés proche du bras T¥C de ’ARNt. Bien qu’il s’agisse
d'un éément caractéristique de y par rapport a EF1A, cette boucle n’est pas total ement
absente chez EF1A, elle est simplement plus courte que dans le cas de Pa-alF2y. Ces
observations nous ont conduit a tester la capacité des différents mutants de y a lier I’ARNt
initiateur méthionylé. Le Tableau 3.22 reprend les résultats obtenus en test de protection
contre la déacyl ation avec ces différents mutants.
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Ainsi, pour les mutants y, 3 € YaL4, @UCUNE protection contre la déacylation n’est
observée par rapport a la sous-unité native qui présente un Kd de 5 uM. Ces résultats ont été
reproduits avec les hétérotrimeres correspondants purifiés: aucune protection n’est réalisee
par ofyaLs €t ofyaLs. Pour le mutant y, 1, qui nelie plus o, nous avons regardé si la présence
de I’ARNt permettait de rétablir la liaison a a. Or aucune protection n’est observée jusgu’ a
une concentration de 50 uM pour chague protéine. Ceci suggere d' une part gu’il n'y a pas de
phénomeéne coopératif entre y, 1 et I’ ARNt pour rétablir laliaison aa, et d’ autre part, que le
mutant doit également présenter un défaut de liaison de I’ARNt, ce qui est confirmé en
utilisant le monomere mutant seul. Contrairement a ces trois mutants pour lesgquels la liaison
avec I’ ARNt est tres fortement diminuée, le mutant 'y, _» ne présente aucun déefaut de liaison
du Met-ARN"® (Kd = 130 nM pour I hétérotrimére o.fya.», Tableau 3.22).

o B Y Kd (nM)
1 natif natif natif 120 + 40
2 natif YLt > 50 000
3 natif natif YaL2 130+ 60
4 natif natif VaL3 >5000
5 natif natif YaL4 > 5000
6 natif natif V235D > 50 000
7 natif 5000 = 3 000
8 YaLt > 50 000
9 YaL3 > 20000
10 YaL4 > 20 000

Tableau 3.22 : Constantes de dissociation des complexes réalisés entre le Met-ARNtM® d'E.
coli & une concentration de 80 nM et les différents mutants d’ Pa-alF2y de P. abyssi, sous
forme trimérique ou monomerique.

Enfin, un dernier mutant a é&é testé, il s'agit du mutant y g3sp. Ce mutant a été obtenu
spontanément lors de la production de la sous-unité y (Schmitt ez al., 2002). Ce résidu G235
correspond a la T239 d’'EF1A qui se situe dans la poche de liaison de I’ acide aminé et de la
base 76 de I’ARNLt. Or au sein de I hétérotrimére a.fYap3sp, |@ mutation annihile la liaison a
I” ARNt puisque aucune protection n’est observée pour une concentration alant jusqu’a 50
uM en protéine. La mutation G235D affecte la troisieme glycine de la séguence consensus
BlGGOOGG?* conservée chez tous les facteurs e/alF2. Dans la structure d’ alF2y-G235D de
P. abyssi, le résidu aspartate mutant pointe a I’ extérieur du tonneau B. Sa chaine latérale
pourrait ainsi géner I'insertion de I’ extrémité aminoacylée de la tige acceptrice de I’ ARNt
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dans la poche de liaison formée par les brins p7, p8 et 14 du domaine 2 de y. Cet
encombrement stérique pourrait ains expliquer I’absence de protection observée pour le
mutant Ygzssp (Voir Figure 3.23).

v
o=

L290

‘.\\ R21

o “\\'

Figure 3.23 : détail de latige acceptrice de I’ ARNt dans la poche de liaison du domaine 2 de
Pa-alF2y au sein du modéle de positionnement réalisé a partir de la structure du complexe

EF1A:GDPNP:Phe-ARNt™. Fi gure dessinée avec le logiciel PyMOL. Le Phe- ARNt™ positionné
sur Pa-alF2y est représenté en bleu avec le résidu phénylalanine en bleu foncé. L’incompatibilité stérique
observée dans ce modéle est visible sur cette figure, avec la leucine 290 qui se retrouve trés proche du résidu
Phe. La glycine 235 se trouve au fond de la poche de liaison. La chaine de I’ aspartate mutant pointe ici trés
nettement vers la partie aminoacide de I’ARNt. Enfin, a I’arriére-plan, I’arginine 215 est dirigée vers la tige
acceptrice de I’ ARNL.

Ces résultats permettent donc de valider le modéle de positionnement de I’ ARNt sur
Pa-alF2y. Aingi, si |I’on affecte la poche de liaison du domaine 2 (boucle L1 qui lie B7 et 8
ou résidu G235) ou la boucle L4 du domaine 3, lafixation de I’ ARNt initiateur sur Pa-alF2y
est trés affaiblie. Ces résultats ont d’ ailleurs été retrouveés chez el F2y de levure (Roll-Mecak et
al., 2003). En effet, la mutation du résidu G397 (équivalent a G292 du brin 14 chez Pa
alF2y) en danine entraine chez la levure un défaut de croissance qui peut étre contourné en
surexprimant le Met-ARNtM®. La mutation G397 est quant a elle létale chez la levure. Cette
glycine se situe a la base de la poche de fixation de latige acceptrice de I’ ARNt. La mutation
de cette glycine en un résidu plus volumineux empéche ains la fixation de I’ARNt tres
probablement en provoquant une géne stérique avec le ribose de la base 76 de I’ARNt. De
méme, la modification du R319 delF2y de levure en aanine conduit a un défaut de
croissance. Ce résidu correspond a R215 de la séquence RSFD du brin 7 de Pa-alF2y. Ce
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résultat confirme ainsi la participation de cette séquence a la liaison de I’ ARNt. L’ ensemble
de ces données permet de valider le modéle de fixation de I’ARNt par Pa-alF2y selon un
mode similaire a celui observé pour EF1A. La nature divergente des résidus impliqués dans la
reconnaissance de I’ARNt chez les deux facteurs pourrait d'ailleurs expliquer la spécificité
d e/alF2y vis-a-visdeI’ARNt initiateur.
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Partie C : Cartographie des zones d’interactions entre les
sous-unités du facteur Pa-alF2.

La sous-unité a, un partenaire essentiel.

Au sein de I'hétérotrimére, alF2a joue un rdle primordial pour I’ obtention d’ une
affinité optimale vis-avis de I’ARNt. Une seconde partie de notre travail a condsté a
identifier les zones de Pa-alF2a. impliquées dans la liaison a y. Dans le méme temps, nous
avons produit les domaines séparés de la sous-unité 3 pour vérifier que la zone d’interaction
avec y setrouve dansledomaine 1 de B (Hashimoto et al., 2002).

1) Production des domaines séparés de Pa-alF2a.

Comme indiqué dans le Chapitre II, la sous-unité Pa-alF2o est organisée en trois
domaines et la structure des domaines 1 et 2 a été publiée au cours de ce travail de these pour
les protéines el F2a humaine et de levure (Nonato et al., 2002 ; Dhaliwal and Hoffman, 2003).
Pour déterminer quelle(s) partie(s) de la protéine est(sont) impliquée(s) dans I’ interaction avec
la sous-unité vy, les domaines séparés d' o ont été construits. La Figure 3.24 reprend les
diff érentes constructions réalisees.

oB-fold Domaine hélical C-domaine

1 88 173 275

ob1-2 [
aD3 I
ab2-3 B

Figure 3.24 : production des domaines séparés d’ alF2o. de P. abyssi.

Les ADNSs des formes a.p; €t ap.» Ont été obtenus par mutagénese dirigée par PCR en
utilisant la technique QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis de Stratagene. Les amorces
oligonucl éotidiques utilisées ont permis d introduire un codon stop au niveau des résidus 88
et 173, respectivement. Les ADNs des formes aps € apa3 ont éé obtenus par mutagénese
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dirigée par PCR de chevauchement en utilisant des amorces internes permettant d’introduire
un codon de démarrage au niveau des résidus 173 et 88, respectivement. Les fragments
amplifiés ont ensuite été reclonés dans pET3alpa. Pour chaque forme, les plasmides obtenus
ont été sequenceés pour veérifier la conformité de la construction.

La méme méthode a été utilisée pour produire les domaines 1 (résidus 1 a 93) et 2
(résidus 94 a 144) de la sous-unité Pa-al F2p.

Les formes tronquées de Pa-alF2a. et de Pa-alF2p3 ont é&é exprimées de la méme
maniére que les protéines natives. Les protéines Pa-alF2f, et Pa-alF2f, ont été purifiées
suivant le méme protocole que Pa-alF2f. La purification des proténes Pa-alF2o.p; €t Pa
alF2op; a été réaisée suivant la méme méthode que Pa-alF2a.. Cependant, |’étape de
purification sur la colonne S-Sépharose a été effectuée a plus basse force ionique (100 mM
NaCl). Enfin, les protéines Pa-alF20p1.5 €t Pa-al F20,.3 présentant un pl acide (6.5), |’ étape
de purification sur la S-Sepharose a été remplacée par un passage sur une colonne
échangeuse d’ anions de type Q-Hiload dans |le méme tampon. L’ homogénéité des différentes
protéines ainsi purifiées a été vérifiée sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes
(voir Figure 3.25).

1 2 3 4 5 6
67 kDq ‘Se—
43 KDq ‘——
30 kDa - e
20 kDa <—
— —
14 kDo g—
10 kDCl ‘ - PrTE—— -
-—

Figure 3.25 : Production des formes tronquées de Pa-alF2o.. Analyse des échantillons purifiés par
migration électrophorétique sur gel de polyacrylamide 16% dénaturant. Piste 1 : marqueur de poids moléculaire ;
Piste2 : aps ; Piste 3 : apys; Piste4 : ap, ; Piste5: apy., ; Piste 6 : o native.
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2) Tests d’assemblages avec la sous-unité 7.

La capacité de ces différentes formes tronquées d'a et de B a lier la sous-unité y a
ensuite été vérifiée par assemblage sur gel d’ éectrophorése natif. Le protocole est identique a
celui utilisé pour tester les mutants de Pa-al F2y.

. S=Y
+
= > > +
+ >~ =
= 3 3 o JZ, +".> + o+
+ + + 8 8 a a 8 8
3 > > > 3 3 3 3 3 3
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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N L ot
g_» z [ pr— l I OD2-3

s —— O, 4 (13

Figure 3.26 : Assemblage des formes tronquées oy, ; et ap; de Pa-alF2a avec la sous-

unité vy. Les protéines indiquées au-dessus de chague piste ont été préalablement mélangées dans 10 pL de
tampon 200 mM NaCl, 10 mM MOPS pH 6.7, 10 mM 2-mercaptoéthanol. 10 uL de tampon de dépbt (240 mM
KOH, 144 mM acide acétique, 20% glycérol, 0.4% (w/v) bleu de méthyléne) ont été ajoutés et les échantillons
ont été déposés sur un gel natif acide (12% en polyacrylamide). Aprés migration, les gels ont été colorés au bleu
de Coomassie. Piste 1: o + 3 (30 uM et 50 uM respectivement) ; Pistes2 a4 :y (19 uM, piste 2) mélangé avec
un exces molaire d’ o (piste 3), ou d’a+p (piste 4) ; Pistes5 a7 : opy.5(35 uM, piste5), vy (19 uM) mélangé avec
un molaire d’ apz-3 (piste 6), ou d’ a3+ (piste 7) ; Pistes8 a10 : aps (50uM, piste 8),y (19 uM) mélangé avec
un exces molaire d’ aps (piste 9), ou d' aps+p (piste 10).

Les deux formes tronquées ap23 et aps de Pa-alF2a sont capables de lier Pa-alF2y
(Figure 3.26). A l'instar des assemblages réalisés avec la sous-unité native, les deux
hétérodimeres et les deux hétérotriméres sont formés avec ces mutants (pistes 6 et 7 pour opz-
3 €t pistes 9 et 10 pour apz). Laliaison a été confirmée en reproduisant ces gels natifs en se
placant en exces de y: toute la protéine aps est consommée dans la formation de
I” hétérodimére apay. Par contre, le domaine 1 isolé d' o n'interagit pas avec la sous-unité y.
De méme, aucune i nteraction n’ est observée avec laforme correspondant aux domaines 1 et 2
(résultats obtenus sur gel d’ éectrophorese de maniére similaire). Ces différentes observations
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nous permettent de conclure que le domaine 3 de Pa-alF2a. est nécessaire et suffisant pour
réaliser |’interaction avec Pa-alF2y.

Des expériences similaires avec les deux formes tronquées de p ont permis de
confirmer que | e site de fixation de y sur B se trouvait dans le domaine 4, le domaine 2 de B
n’interagissant pas avec y.

Ces expériences d assemblage par électrophorese native ont également été confirmées
par des tests d’ assemblages réalisés par chromatographie d’ exclusion. La Figure 3.27 illustre
les types de chromatogrammes obtenus avec I’ assemblage opsy.

1 2 3 4
280 y i I— .
131 . ap3y [ 5
D3 ] 174 | \/
= 0y ri | ol
|
|| ‘ | |
(A | | i
1 i | |
A i |
f Iﬂ | \ " : l\ olp3 | 2 .
\J: e, ) I\ 141 \ ‘L Ifh\-'
: J e, ! II".I E/I. | \UJ |‘ k
z y /1 - l! ".,U.‘".‘IIJ i .,': \\ [

Figure 3.27 : Test d assemblage de la sous-unitéy avec laforme tronquée a.pz d’ Pa-alF2a de
P. abyssi par chromatographie d'exclusion. Les chromatogrammes représentés correspondent aux
injections suivantes : 1, 100 uL d' ap3 17 uM ; 2, 100 pL dey 12 uM ; 3, 100 pL de y 12 uM + ap3 25 uM ; 4,
100 pL dey 17 uM + ap3z 8 uM. Lestemps de rétention des différentes proténes sont indiqués dans |’ encart.

Dans le cas de |’assemblage apsy représenté sur la Figure 3.27, la formation de
I” hétérodimere est effective, que y soit en défaut (chromatogramme n°3) ou en exces
(chromatogramme n°4).

Le Tableau 3.28 récapitule les nouveaux résultats obtenus pour Pa-al F2a et Pa-al F2(3.
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Forme Tronquée Assemblage avec y

Op1

Op1-2
Op2-3

Qp3
B1
B2

A N A W N =
+ + +

Tableau 3.28 : Récapitulatif des test d'assemblages avec PaaF2y réadisés par
chromatographie d’ exclusion et par électrophorese sur gel natif en présence des différentes
formes tronquées de Pa-al F2a. et de Pa-al F2p3.

3) Implications fonctionnelles.

Les expériences précédentes montrent que Pa-al F2apsy est un hétérodimére stable.
Dans un second temps, nous avons étudié la capacité de ce mini-dimere a lier I’ARNt
(Tableau 3.29).

o B Y Kd (nM)
1 natif natif natif 120 + 40
2 natif natif 44 + 20
3 natif 5000 + 3000
4 op3 natif 42 + 20
5 Op1 natif 5000 + 3000
6 OlD1-2 natif 5000 + 3000

Tableau 3.29 : Constantes de dissociation des complexes réalisés entre le Met-ARNt"® d'E.
coli aune concentration de 80 nM et les différentes formes tronquées de Pa-al F20. associées a
Pa-alF2y.

Les tests de protection contre la déacylation spontanée montrent que |’ hétérodimere
tronqué opzy présente une affinité pour I' ARNt initiateur identique a celle de I’ hétérodimere
natif. Le domaine 3 de Pa-alF2a. agit donc en coopération avec la sous-unitéy pour conférer &
cette derniere une capacité de liaison de I’ ARNt optimale. Ces résultats confirment de plus
I’ absence de role joué par B dans la liaison de I’ARNt. La question que I’on peut aors se
poser est de savoir si aps renforce I’ affinité de y pour I’ ARNt par une interaction directe avec
le polyribonucl éotide ou bien si sa contribution est indirecte.
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Figure 3.30 : Expériences de retard de migration sur gel de PARNt™ d°E. coli en
présence des domaines 1 ou 3 d’Pa-alF2a de P. abyssi. A) 1.8 uM d ARNtM® d'E. coli ont été
incubés dans 20 pL de tampon 200 mM NaCl, 50 mM TBE pH 8.3, 10 mM 2-mercaptoéthanol, 1 mM MgCI2, 1
mM GDPNP en présence de concentrati ons croissantes d’'Pa-al F20,5, (0, 10, 20, 40 et 80 uM, delapiste 1 ala
piste 5) de P. abyssi. Aprés 15 minutes d’incubation a température ambiante, les échantillons sont chargés sur un
gel a 5% en polyacrylamide contenant 50 mM TBE pH 8.3 et 1 mM MgCI2. La migration alieu dans le méme
tampon. Le gel est ensuite révélé par coloration au BET. B) Méme expérience réalisée en présence d'Pa-al F20p3
cette fois-ci. C) Expériences de compétition entre I’ ARNt et un mélange d’ ARN ribosomaux 16 S + 23S pour la
liaison aux domaines d' a. 80 uM d'Pa-alF20p, de P. abyssi €t 1 ug (1.8 pM) d ARNtM® d' E. coli ont été
incubés dans 20 L de tampon 200 mM NaCl, 50 mM TBE pH 8.3, 10 mM 2-mercaptoéthanol, 1 mM MgCl2, 1
mM GDPNP. Des quantités croissantes du mélange d’ ARNr 16S et 23Sd'E. coli (1, 2,4, 7.5 et 10 pug de la Piste
1 ala Piste 5, respectivement) ont été gjoutées dans le mélange. D) Méme expérience avec d'PaalF2ops3 (80
uM). Les quantités d’ ARNr utilisées sont respectivement 0.5, 1, 2, 3,5 et 7.5 delapiste 1 alapiste 6.
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Pour tenter de répondre a cette question, nous avons étudié la capacité de liaison aux
acides nucléques des différents domaines d’ a.. Pour cela, nous avons effectué des expériences
de retard de migration de I’ ARNt sur gel d’ électrophorese en utilisant les formes tronguées de
Pa-alF20. (Figure 3.30).

Le domaine 1 de PaalF2o. présente une structure de type OB-fold, qui est un motif
fréqguemment impliqué dans la liaison des acides nucléiques (Murzin, 1993). Les expériences
de retard de migration sur gel de I’ARNt montrent que le domaine 1 d' o est effectivement
capable de lier I’ARNt. Par contre, la capacité de liaison d’ ap; N'est pas spécifique de ce
motif ARNt, puisque le mélange ARN ribosomal 16S/23S entre en compétition avec I’ ARNt
pour la liaison a ap;. D’autre part, nous montrons que le domaine 3 de Pa-alF2o. est
également capable de lier I’ARNt (Figure 3.30 B). Par contre, 1a encore, cette interaction
N’ est pas spécifique du motif ARNt puisque I’ ARN ribosomal est un bon compétiteur de cette
interaction.

Conclusions au Chapitre I11.

Ainsi, le domaine C-termina de Pa-alF20. est suffisant pour conférer ala sous-unité y
une capacité de liaison optimale de I’ARNt. Ce domaine se lie a alF2y via la boucle L1 du
domaine 2 de y. De plus, il posséde des propriétés genérales de liaison des acides nucléques
qui suggerent gu’il pourrait contribuer a un renforcement de I’ affinité pour I’ARNt par une
interaction directe avec le polynucléotide. Cependant, cette affinité pour les ARNS n’est pas
spécifiqgue de I’ARNt. Par conséquent, on ne peut exclure I’hypothése gqu’' o intervient
seulement de maniére indirecte en induisant un ajustement conformationnel de la sous-unitéy
qui permette une liaison optimale de I’ARNt initiateur. Enfin, les propriétés de liaison des
ARNSs observées pour le domaine 1 d'a évoquent la possibilité pour ce domaine de
communiquer avec un autre partenaire de type ARN intervenant dans le démarrage de la
traduction et qui pourrait ére I’ ARNm ou un ARN ribosomal.

Ces résultats ont fait I'objet d’une publication dans the Journal of Biological

Chemistry (voir Liste des Travaux publiés).

Pendant ce travail de these, deux structures d’un fragment de la proténe eucaryotique
correspondant aux domaines 1 et 2 d' o, ont été obtenues. Il s agit de la structure des domaines
1 et 2 delF2a humaine (Nonato et al., 2002) et de celle des mémes domaines d' elF2a de
levure (Dhaliwal and Hoffman, 2003). Dans le contexte des résultats acquis pour le réle du
domaine 3, la détermination de la structure tridimensionnelle de la sous-unité o, entiere ou du
domaine 3 isolé devient particulierement intéressante.
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Chapitre IV : Etude structurale de la sous-unité alF2 a.

Partie A : Résolution de la structure de la sous-unité alF2a
de Parchée Pyrococcus abyssi.

Dans cette partie, nous avons cherché a résoudre la structure du domaine 3 de Pa
alF20 et celle de la sous-unité entiére. Nous nous sommes dans un premier temps intéressés a
laforme tronquée Pa-al F2ap,..

1) Principe de la cristallographie par diffraction des rayons X

Lorsgu’ un rayonnement électromagnétique, et en particulier les rayons X, traverse la
matiere, il interagit avec les particules rencontrées. Deux phénomenes résultent de cette
interaction : une absorption et une diffusion du rayonnement incident dans toutes les
directions de I’ espace. Pour une onde éectromagnétique, la diffusion est essentiellement due
aux interactions avec les électrons. Lorsgue |la matiere traversée présente une organisation
spatiale périodique — comme c'est le cas pour un cristal — un phénomene particulier se
produit : la diffraction. Les ondes diffusées par chacun des électrons du réseau cristalin
interférent les unes avec les autres et le faisceau de rayons X ne diffracte alors que dans
certaines régions privilégiées de I’ espace.

Ainsi, si I’on observe le rayonnement diffusé dans une directi on’s de I’ espace, I’ onde
diffractée sera non nulle uniguement pour la famille de plans réticulaires (hkl) (ou h, k et |
sont lesindices de Miller de lafamille de plans) satisfaisant alaloi de Bragg:

2dsin O=n A

ou d est ladistance entre deux plans (hkl) consécutifs du réseau
A lalongueur d’ onde du rayonnement incident

0 1’angle entre le rayonnement incident et le plan réticulaire (hkl)
n un entier positif.

A cette famille de plans réticulaires correspond donc un point dans |’espace de
diffraction - espace appelé réseau réciproque. Le cliché de diffraction est aors constitué de
taches correspondant chacune a une famille de plans (hkl) et I’ espace réciproque qu’il définit
est donc directement lié a la densité électronique du cristal. Le facteur de structure Fpy
caractérise décrit I’ onde diffractée en amplitude et en phase par les plans réticulaires (hkl).
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Fow = J. .[ .[ vp(xyz)e Y gx dydz

ou V est levolume delamaille et p la densité éectronique.

Dans le cas de cristaux moléculaires, ce facteur peut S écrire comme une somme
discrete en fonction des facteurs de diffusion atomique fj de chacun des N atomes de lamaille
(x1.yi.Z)) :

2in(hxj+kyjHzj
Fog = Zj fj e im(hx j+kyj+lzj)

C’ est un nombre complexe qui peut s écrire sous forme d’un module et d’ une phase:

Foa = |Fhkl| xg! oKD

L’intensité diffractée I,y est proportionnelle au carré du module de R, et S obtient
directement a partir des clichés de diffraction. Par conségquent, il reste a mesurer la phase
o(hkl) pour chague réflexion. La densité éectronique en chague point du cristal s obtient
aors par transformée de Fourier inverse, fonction qui prend la forme d’une somme finie sur
tous les nceuds du réseau dans le cas d’un cristal :

p(XyZ) = (I/V) > hzkzl Fhkl e'zin(hx+ky+lz)

L’information relative aux phases éant perdue sur les clichés de diffraction,
différentes méthodes ont été mises au point pour les calculer (MIR, MAD, remplacement
mol éculaire). La détermination des phases est |’ éape limitante du processus de résolution des
structures cristallographiques.

2) Obtention des cristaux d’alF2ap;.; de P. abyssi.

La cristallisation d’'une macromolécule est un processus complexe. Elle peut se
décomposer en quatre phases successives : formation d’ un état de sursaturation, nucléation,
croissance cristalline et cessation de croissance. Cependant, ces molécules biologiques
présentent de nombreuses sources potentielles d hétérogénéité qui peuvent nuire a leur
capacité de cristalliser. On peut citer quelques exemples: la présence de contaminants qui
n'ont pas é&é édiminés lors de la purification de la protéine, des microhétérogénéités de
sequences, des formes de la protéine partiellement protéolysées ou ayant subi des
modifications post-traductionnelles. Des régions flexibles au sein de la molécule peuvent
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également perturber sa cristallisation. De plus, les macromolécules sont trés sensibles a leur
environnement (température, pH...) et elles peuvent se dégrader facilement.

La plupart des méthodes de cristallisation utilisent un agent précipitant qui permet de
diminuer la solubilité de la protéine. Les principaux composes utilises sont les sels (sulfate
d’ammonium, NaCl,...), les polyméres (le PEG est le plus couramment utilisé), les solvants
organiques (2-méthylpentanediol ou MPD) et les composés organiques non volatils. Il existe
différentes techniques permettant la mise en ccuvre d un processus de cristallisation : la
cristalisation en « batch », la diffusion de liquide (par dialyse) et la diffusion de vapeur. La
diffusion de vapeur est la technique la plus couramment utilisée au laboratoire. Dans cette
technique, la sursaturation est atteinte par évaporation d’ especes volatiles. Elle consiste a
placer, dans une enceinte étanche, une goutte (1 & 20 puL) d’un mélange contenant la proténe
a cristalliser, I’agent précipitant et un tampon, a proximité d un réservoir de plus grand
volume (100 4500 pL) contenant la solution d' agent précipitant. Les molécules volatiles vont
alors diffuser entre le réservoir et la goutte et permettre éventuellement a la protéine
d’ atteindre progressivement I’ é&at de sursaturation, condition indispensable ala nucléation. La
Figure 4.1 représente les deux principales techniques de la diffusion de vapeur utilisées au
cours de ce travail : 1a technigue de la goutte suspendue (obtention manuelle des cristaux) et
latechnique de la goutte assise (robot).

A) B)

Goutte suspendue Goutte assise

Figure 4.1 : Applications de la technique de la diffusion de vapeur. Pour la technique de la goutte
suspendue A), la goutte (4ul) contenant la solution protéique et |’ agent précipitant est déposée sur lalamelle de
verre (en vert) avant d’' étre placée au-dessus du réservoir (500 uL) contenant la solution d’ agent précipitant. La
graisse de silicone assure |’ étanchéité de I’ ensemble. La technique de la goutte assise B) mise en ceuvre lors des
essais de cristallisation a1’aide du robot repose sur la présence d'une cupule dans laquelle est déposée la goutte
(1 &2 pL) ardessus du réservoir (100 pL). Un film plastique (en violet) referme le puits et assure ainsi
I étanchéité.
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La cristallisation de la forme tronquée ap,.3 de la sous-unité alF2o de P. abyssi a été
réalisée a partir de la technique de la diffusion de vapeur en goutte assise a |’aide du robot
Genesis RSP100 (TECAN). Les matrices d échantillonnage commerciales fournies par
Hampton Research ont été utilisées pour la recherche des conditions de cristallisation de la
protéine. Les premiers essais de cristallisation ont été effectués a 24°C a partir d’ une solution
de proténe ap,3 fraichement purifiée suivant le protocole décrit et concentrée a 7 ou 14
mg.mL'l. Des gouttes de 2 pL ont été réalisees en mélangeant 1 pL de la solution protéique et
1 pL de la solution contenant |’agent précipitant. Apres une semaine, I’ observation des
gouttes a révélé la présence de cristaux ayant la forme de longues baguettes, ces derniéres
croissant sous forme d'amas étoilés. Ces cristaux ont été obtenus dans la condition de
cristallisation n°5 de la matrice d’ échantillonnage « Crystal Screen 1l » de Hampton (Tableau
4.2).

Condition Agent Précipitant Additif
CSll -5 2.0 M Sulfate d’ammonium 5 % isopropanol

Tableau 4.2 : Condition de cristallisation de laforme alF2a.p23de P. abyssi.

Figure 4.3 : Cristaux de Pa-alF20p,.3. Les deux photos représentent les cristaux obtenus dans la
condition CSII-5 (2.0 M sulfate d’ammonium, 5 % isopropanol). La photo A) montre les cristaux isolés en
formes de longues baguettes fines et la photo B) illustre la croissance de ces cristaux sous forme d’ amas étoilés.
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Les cristaux ains obtenus (Figure 4.3) sont parfaitement reproductibles dans les
mémes conditions de cristallisation. Pour obtenir des cristaux de plus grande taille, la
cristalisation de la protéine a éé reproduite manuellement en boites de 24 puits avec des
gouttes de 4 uL (2 uL de solution protéique + 2 puL de solution du réservoir). Seules deux
gouttes réalisées en présence de la méme solution précipitante (2.0 M sulfate d’ ammonium, 5
% isopropanol) ont donné naissance a des cristaux d’ op,.3 de taille |égérement supérieure a
ceux obtenus avec le robot de cristallisation. La variation des concentrations de sulfate
d’ammonium et d’isopropanol dans la solution précipitante n’a pas entrainé d’ amélioration de
lataille des cristaux.

3) Acquisition et traitement des données.

1.Source de rayons X.

Deux types de sources de rayons X sont utilisés en cristallographie des
macromolécules biologiques: les sources classiques et le rayonnement synchrotron. Les
sources classiques sont constituées d’anodes en métal pur bombardées par un faisceau
d électrons accélérés. Le spectre d’ émission résultant présente des raies caractéristiques qui
peuvent alors étre utilisées pour le phénomene de diffraction. L’intensité du rayonnement
reste cependant limitée, de méme que le choix de la longueur d’ onde de travail. Ce type de
source est en général utilisé pour des recherches préliminaires en laboratoire.

L’utilisation du rayonnement synchrotron constitue |I’une des révolutions majeures
pour |’ étude structural e des molécules biologiques. Les synchrotrons sont des anneaux dans
lesquels des électrons (ou positrons) relativistes circulent en continu et sont accélérés a
chague passage. Ces éectrons émettent alors un rayonnement blanc trés intense et fortement
polarisé dans le plan de I'anneau. Avec des monochromateurs, il est possible d’isoler la
longueur d’ onde désirée a partir d une large gamme d’ énergies. Le rayonnement synchrotron
a permis de réaliser des progres considérables dans le domaine de la cristallographie
biologique : les temps d exposition ont été réduits et |'augmentation de I'intensité du
rayonnement a permis d’ utiliser des cristaux de plus petite taille; la résolution spatiale des
taches de diffraction a é&é améliorée ; le rapport signal sur bruit a également augmenté ce qui
permet une plus haute résolution. Enfin, I’utilisation d’un rayonnement blanc permet de
choisir la longueur d onde adaptée a chaque étude. Les études cristallographiques décrites
dans ce manuscrit ont éé réalisées a partir des sources synchrotrons de |’ European
Synchrotron Radiation Facilities (ESRF) a Grenaoble.
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2. Préparation des échantillons.

L’utilisation d’un rayonnement de type synchrotron tres intense entraine cependant
une dégradation rapide des cristaux a température ambiante. C’est pourquoi, parallélement a
I"utilisation de ce rayonnement, une nouvelle technique a été développée qui consiste a
enregistrer les données de diffraction a trés basse température : la cryocristallographie. Ce
procédé consiste a mesurer la diffraction d un cristal refroidi entre 100 et 140 Kelvins (K). Il a
pour principa intérét d’augmenter considérablement la durée de vie du cristal car a cette
température, la progression des radicaux libres provoqués par les photons X dansle cristal est
bloquée, limitant ainsi les dommages causes par I'irradiation au cours de |’ acquisition des
données.

Le refroidissement du cristal sans I’endommager reste le probléme majeur de cette
technique. En effet, la cryocristallographie implique la congélation immeédiate des cristaux a
environ 140 K dans un flux d’ azote gazeux ou d éthane liquide. Les cristaux de protéine
contenant une grande proportion de solvant (20 a 90 %), il faut éviter la formation de glace
cristalline qui détruirait le cristal. Pour cela, le cristal est refroidi en présence d une solution
cryoprotectrice adaptée. Un bon cryoprotectant doit d’ une part favoriser la formation de glace
amorphe lorsgu’il est refroidi instantanément et d’ autre part préserver le pouvoir diffractant
du cristal. Les cryoprotectants les plus fréquemment utilisés sont le glycérol, I’éhylene
glycol, les polyéthylenes glycols de faible poids moléculaire, en particulier le PEG 400, et le
MPD. Les conditions de cryoprotection relatives aux conditions de cristallisation des
solutions commerciales Crystal Screen I € II de Hampton Research sont désormais
disponibles dans la littérature (McFerrin and Snell, 2002) et nous ont servi de base pour
déterminer les cryoprotectants correspondants a d’ autres conditions de cristallisation.

Les cristaux de Pa-alF20,p,.3 Ont été cryoprotégés par trempage dans une solution 2.0
M sulfate d’ammonium, 25 % glycérol. Puis ils ont é&é congelés dans de I’ éhane liquide et
conservés ains jusgu’a I’ enregistrement des données. L’ isopropanol présent dans la solution
de cristallisation a éé omis dans la solution cryoprotectrice car il provoque I’ agitation des
cristaux dans la goutte qui rend leur prélevement plus difficile. De plus, la présence
d’isopropanol dans le cryoprotectant semble affecter |a qualité des clichés de diffraction.

3. Acquisition et traitement des données pour la protéine native.

Comme nous I'avons vu précédemment, la densité électronique d'un crista est
I"'image, par transformeée de Fourier, des facteurs de structures Fy, qui caractérisent |’ espace
réciproque. Il est donc nécessaire de cartographier |’ ensemble de cet espace réciproque pour
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pouvoir reconstruire la densité électronique dans |’ espace réel, ce qui revient a éudier les
ondes diffractées par le cristal dans toutes les directions de |’ espace. La méthode couramment
utilisée en radiocristallographie est la méthode dite de rotation du cristal qui consiste a faire
tourner le cristal d’ un petit angle Ae autour d’un axe perpendiculaire au faisceau de rayons X.
Le choix de cet angle d’ oscillation est un compromis entre le nombre de clichés a enregistrer
et laminimisation de la superposition des taches de diffraction. Un jeu de données complet est
alors obtenu en balayant tout |’ espace de diffraction. En général, du fait de la symétrie du
cristal, il n’est pas nécessaire de balayer tout |’ espace réciproque. Avant enregistrement du jeu
de données, la détermination du groupe d’ espace auquel appartient le cristal permet d’ établir
une stratégie d'exposition qui permet, en un minimum de clichés, d obtenir le jeu de
réflexions minimum qui permettra ensuite de retrouver I’ ensemble des réflexions du cristal en
appliquant les é éments de symétrie de son groupe d’ espace.

Lorsgu’un jeu de données complet est enregistré, celui-ci est traité de maniére a
convertir les intensités brutes mesurées a partir des clichés de diffraction en intensité
intégrées. Ce traitement se déroule en trois étapes :

- apartir d'un cliché de diffraction, détermination des parametres de maille du cristal,
de sa mosaicité et de son orientation. Ces différents parametres ainsi que ceux relatifs
a l'acquisition des données (distance cristal-détecteur) sont ensuite affinés sur
I”ensemble des clichésde diffraction.

- un fichier contenant toutes les réflexions prédites a partir des parameétres du cristal est
alors créé. Les intensités sont ensuite intégrées par superposition des taches prédites
sur les clichés de diffraction par ajustement de profil, ce qui permet daméliorer la
qualité de mesures surtout dans le cas ou les réflexions sont de faible intensité.

- enfin, les différentes intensités sont mises a |’ échelle. Pour cela, I’intensité de chaque
réflexion indépendante est calculée a partir des mesures de toutes les réflexions
équivalentes enregistrées sur I’ensemble des clichés. Des constantes d’ échelle sont
alors calcul ées entre chague cliché de maniére a homogénéiser les données.

Finalement, un programme donne la racine carrée des intensités, pour chague réflexion
utilisée, et permet d obtenir un jeu de modules des facteurs de structure. Dans notre cas, il
s agit du programme truncate (Collaborative Computational Project n°4, 1994).

Laqualité du jeu de données de diffraction est donnée par |e facteur Rgym :

Ryym = Zh i | <Tpa>Tpd |/ T Zi I

oU Iy est laiéme mesure de laréflexion hkl et <l,,> lavaleur moyenne des N réflexions
COMMUNES.
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La collecte des jeux de données relatifs a la diffraction des rayons X par les cristaux
d op,3 a été réalisée a partir des sources de rayonnement synchrotron de I’ ESRF a Grenaoble.
Un jeu de données 42.26 A a été collecté sur laligne ID14-ehl, par laméthode de rotation du
cristal. Les données de diffraction ont ensuite été traitées a I’ aide des programmes MOSFLM
(Leslie A.G.W., MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, Royaume-Uni) et mises
al’echelle avec SCALA (Collaborative Computational Project n°4, 1994). Un Ry de 4.7 % a
été obtenu pour ce jeu natif avec une valeur de 30.7 % dans la plus haute tranche de résolution
(Tableau 4.6).

La résolution de cette structure a ensuite é&é tentée en utilisant la méthode du
remplacement moléculaire. Les deux structures de opi, disponibles (Nonato et al.,
2002 ; Dhaliwal and Hoffman, 2003) ont été utilisees comme modeles dans la recherche
d’ une solution pour le domaine 2 d’ alF2ap,.3. Aucune solution de remplacement moléculaire
n'a pu étre trouvée par le programme PHASER (Storoni et al., 2004). Au vu de ces résultats,
une autre méthode de résol ution a été envisagée a partir d’ une protéine sélénométhionylée.

4) Résolution _d’une_structure par la_diffusion _anomale multi-

longueur d’onde (MAD).

1. Principe.

Dans le cas général, le phénomeéne de diffraction des rayons X par les électrons des
atomes du cristal correspond a une diffusion éastique, pour laquelle le rayonnement est
diffusé a la méme longueur d' onde gue le rayonnement incident. Cependant le cristal peut
contenir certains atomes pour lesquels I’ énergie des rayons X incidents est proche de leur
seuil d absorption. Dans ce cas, il se produit un phénomeéne de résonance qui se traduit par un
changement de longueur d’onde de I’onde diffusée, du fait de I’absorption d’une partie du
rayonnement. Ce phénomeéne provoque la rupture de laloi de Friedel, ¢ est-a-dire que F €t
F(hek-y Ne sont plus complexes conjugués (d' ol I # 1 chekay)-

Dans ces conditions, le facteur de diffusion atomique f; n’est plus un reél positif, mais
un nombre complexe qui peut s écrire :
f} =fjo+fj, +ifj”
ou f;° est le facteur de diffusion “normal” del’atomej et f;’ et f;’’ constituent les composantes

dites « anormales» du facteur de diffusion atomique, qui dépendent de la longueur d’onde
incidente.

- 145 -



Chapitre IV : Etude structurale de la sous-unité alF2 a.

En I’ absence de centrosymétrie des clichés de diffraction due a la rupture de laloi de
Friedel, deux informations essentielles peuvent étre directement mesurées a partir du jeu de
données. La premiere information, appelée différence anomale ou différence de Bijvoet, est
propre au diffuseur anomal introduit dans la molécule :

Dyno= | Fys(hkl) | -| Fyi(-h-k) |

La seconde information correspond a la différence de norme entre les facteurs de
structure moyens observés a chague longueur d’ onde :

AF ;= | Fy- Fy;| avee Fy; = (| Fyy(hkl) |+ ] F,(-h-k) | )2

La méthode MAD consiste a exploiter la différence observée entre les intensités
diffractées a des longueurs d’onde différentes par un cristal possédant des diffuseurs
anomaux. Cette différence éant relativement faible, les mesures expérimentales doivent étre
de trés bonne qualité pour minimiser les erreurs lors de I’ enregistrement des données. C’est
pourquoi le rayonnement synchrotron est indispensable pour cette technique.

En théorie, deux jeux complets sont suffisants pour lever I'indétermination des phases
(avec deux longueurs d’'ondes, le calcul aboutit a un systeme de quatre éguations a quatre
inconnues). Dans la pratique, on effectue en général des mesures a 3 longueurs d’ onde
différentes pour optimiser le signal et augmenter la surdétermination du rapport du nombre
d’observations sur le nombre de parametres. Les courbes de variation de f;' et de fj’ en
fonction de la longueur d onde sont déterminées juste avant la collecte des données MAD en
enregistrant un spectre de fluorescence X de I’ échantillon. En général, les deux principales
longueurs d’onde choisies pour optimiser le signal correspondent au maximum de f;'’ et au
minimum de f;".

La détermination finale des phases nécessite de connditre la position exacte des
diffuseurs anomaux au sein de la molécule. Cette étape fait appel alafonction de Patterson :

Pruvw) =[J], p(xyz)xp(x+uy+v,z+w)dxdydz

qui est le produit de convolution de la densité électronique p(xyz) avec son symétrique par
rapport al’ origine. Cette fonction est en réalité la transformée de Fourier de (Fhk|)2 et elle peut
donc étre directement calculée a partir des intensités mesurées sur les clichés de diffraction.
Les maxima de cette fonction correspondent aux vecteurs interatomiques (intra et
intermoléculaires). La comparaison des fonctions de Patterson observées pour le cristal natif
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et pour le cristal dans lequel des diffuseurs anomaux ont été incorporés permet alors de
déterminer la position de ces diffuseurs.

Dans la pratique, les erreurs de mesure sur les facteurs de structure nous obligent a
déterminer une densité de probabilite Pj(pnq) pour chaque cristal dérive j et pour chague
réflexion. L’ utilisation de plusieurs cristaux dérivés permet alors de calculer une distribution
totale de probabilité :

P(Qnw) = Hi Pi(®nia)

Le maximum de cette distribution correspond a la phase la plus probable et le
centroide de la distribution est appelé « phase la meilleure » (QPpeg). L’ utilisation de cette
phase dans le calcul des cartes de densité électronique donne I’ erreur quadratique moyenne la
plus faible. La qualité de |I’information sur la phase est alors traduite par la figure de mérite m
qui refléte I’ étroitesse de la distribution de probabilité :

_ [P e*dg
| P(¢) do

Lapremiere carte de densité éectronique qui est alors calculée est :

P(XyZ) = (I/V) (thkzl mhkl) | Fia | e i @best e-Ziﬂf(hX+ky+lz)

Aux longueurs d onde utilisées en cristallographie des macromolécules biologiques,
les atomes de faible numéro atomique présentent une diffusion anomale tres faible qui est
généralement négligée. Pour utiliser la méthode MAD comme technique de résolution de la
structure de la protéine d’intérét, il faut introduire des atomes plus lourds au sein des cristaux.
Pour les protéines, ¢’ est généralement le sélénium qui est utilisé car il peut étre incorpore dans
les pol ypeptides sous forme de sél énométhionine.

2. QObtention de la protéine ap,3_ sélénométhionylée, cristallisation et
enregistrement des données.

Nous avons choisi d'utiliser la méthode dite MAD (Multiwavelength Anomalous
Diffraction) pour résoudre la structure de Pa-alF2ap,5. Cependant, la protéine ap,s; he
possede pas de méthionine dans sa séquence. Il a donc été nécessaire dans un premier temps
de modifier la protéine pour qu’elle puisse incorporer des sélénométhionines. La forme
tronquée de Pa-alF20. correspondant aux domaines 2 et 3 comporte 176 résidus.
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L’ incorporation de 2 méthionines, une dans chague domaine, a donc été envisagée. Deux
codons méthionine ont ainsi été insérés par mutagénése dirigée au niveau des positions 106
(domaine 2) et 184 (domaine 3) de la protéine ap,.3 (numérotation correspondant a celle de la
sous-unité o entiére). Ces deux positions ont été choisies apres avoir comparé les différentes
séquences d'alF2a disponibles et identifié les positions pour lesquelles un résidu méthionine
est présent (Voir Annexe 3). Ainsi, chez M. jannaschii, une méthionine occupe les positions
correspondant a L106 et 1184 chez P. abyssi.

Pour construire le double mutant op,3L106M-1184M, I’ADN codant pour ap,; a été
muté par PCR par |la méthode QuikChangeTM Site-Directed Mutagenesis de Stratagene en
utilisant deux amorces internes introduisant chacune I’ une ou I’ autre des deux mutations. Le
plasmide doublement muté ainsi obtenu a été utilisé pour co-transformer la souche auxotrophe
pour la méthionine B834(DE3) en présence du plasmide pSBETa. Une préculture de ces
cellules transformeées a été réalisée en milieu riche. Cette préculture a aors été utilisée pour
ensemencer un litre de milieu minimum dans lequel la méthionine a été remplacé par de la
sélénométhionine (voir la partie Matériel et Méthodes pour |e protocole détaillé). La protéine
sélénométhionylée a ensuite été purifiée selon le méme protocole que la protéine native
(Figure 4.4).

2 3 4
94 kDa

67 kDa
43 kDa

IS

30 kDa

- -

“r

Figure 4.4 : Purification de la forme ap:3 sélénométhionylée de la sous-unité alF2a de P.
abyssi. Desaliquots de 20 uL des différentes étapes de purification ont été déposés sur gel SDS-PAGE (12%
en polyacrylamide). Piste 1: marqueur de poids moléculaire ; Piste 2 : pic d’élution de la premiére Q-Hiload ;
Piste 3 : pic d’ éution de la seconde Q-Hiload; Piste 4 : témoin apy-3 natif.

20 kDa

14 kDq =

Les cristaux d’op,3 Sélénométhionylée ont été obtenus dans la méme condition de
cristalisation que les cristaux natifs. Leur apparition a cependant été plus lente puisgque ces
cristaux ont poussé en quatre semaines a 24°C. La cryoprotection a été réalisee avec la méme
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solution cryoprotectrice que pour la protéine native. Enfin, les données de diffraction ont été
collectées sur laligne D23 de I’ESRF & Grenoble. Deux jeux de données 2 2.8 A ont pu étre
enregistrés a deux longueurs d’ onde différentes correspondant respectivement au maximum et
a l'inflexion du pic d absorption du sélénium. Les conditions de collecte pour les cristaux
natifs et sélénométhionylés sont reprises dans e Tableau 4.5.

op2-3 Native op2-3SeMet
Source Synchrotron ESRF ESRF ESRF
Ligne ID14-ehl ID23 ID23
A (A) 0.9340 0.9790 0.9756
Détecteur Quantum4R CCD  MarMosaic225CCD  MarMosaic 225 CCD
Angle d oscillation 1° 1° 1°
Distance au détecteur (mm) 200 250 250
Résolution max (A) 2.14 2.6 2.6
Temps d’ exposition (S) 30 (3 passages) 6 (3 passages) 6 (3 passages)
Nombre de clichés 90 90 90

Tableau 4.5 : Conditions d’'acquisition des données de diffraction des cristaux natifs et
sélénométhionylés d’ alF2ap2-3 de P. abyssi.

Comme pour le jeu natif, les données de diffraction relatives aux cristaux
sélénométhionylés ont éte traitées a |’ aide des programmes MOSFLM (Ledie A.G.W., MRC
Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, Royaume-Uni) et SCALA (Collaborative
Computational Project n°4, 1994). Les datistiques des jeux de données natifs et
sélénométhionylés sont détaillées dans |e Tableau 4.6.

3. Résolution de la structure.

La structure d’ al F2ap,.3 a été résolue par |la méthode MAD. Les deux jeux de données
correspondant aux cristaux sélénomeéthionylés ont été utilisés comme parametres d’ entrée du
programme SOLVE (Terwilliger and Berendzen, 1999). Deux sites correspondant aux deux
atomes de séénium attendus ont été identifiés a I’aide de ce programme qui procede par
analyse des fonctions de Patterson. Les positions de ces deux atomes ainsi déterminées ont
ensuite été utilisées pour déterminer les phases du jeu de réflexions correspondant a la
protéine native. La solution fournie par SOLVE présente une figure de méritem = 0.35 a 2.8
A. Une premiére carte de densité électronique a alors été tracée a partir de ce jeu initiad de
réflexions et de phases
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Cristal aD2-3 natif aD2-3 sélénométhionylé
Groupe d’ espace P212:2 P21212
. a=615A a=635A
Parameétres de
_ b=79.8A b=80.85A
maille
c=479A c=47.0A
Résolution (A) 2.26 2.8 2.8
Réflexions uniques 11532 5906 5896
Compl étude (%) 99.7 9 93.6
Données anomales
- 85.8 85.6
(%)
Redondance 34 3.7 3.6
Rsym(1) (%) * 4.7 (30.7) 6.0 (36.3) 5.9 (40)
Figure de mérite - 0.35 (de20a2.8A)

Tableau 4.6 : Statistiques du traitement des données. * Pour le Rsym, les chiffres entre parenthéses
correspondent aux statistiques dans la plus haute tranche de résolution.

5) Affinement du modele.

L’ affinement est la derniere éape du processus cristallographique et il consiste a
optimiser le modéle issu de I'interprétation des cartes de densités éectroniques par un
processus mathématique qui minimise I’ écart entre les modules des facteurs de structures
observés et les modules des facteurs de structures calculés. De maniere pratique, il s'agit d’un
processus cycligue en deux étapes :

- une étape de reconstruction manuelle ou I’on modifie le modéle en s aidant des cartes
de densités électroniques. Un nouveau jeu de facteurs de structure (modules et phases)
est alors calculé a partir du nouveau modéle.

- une éape doptimisation du modéle par calculs automatiques qui conduit a une
minimisation de la différence entre F.,. €t Fy,s. Ces calculs aboutissent a un nouveau
jeu de facteurs de structure qui est utilisé pour tracer une nouvelle carte de densité
électronique.

Le déroulement de I’ affinement cristalographique est contrélé par I’évolution d’'un
facteur de désaccord cristallographique Reig :

> | Fyuobs | - k| Fygcale |
)y | Fy0bs |

Rcrist =
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Cependant, ce facteur ne reflete pas I’ exactitude du modele car il ne prend pas en
compte |’erreur sur les phases. Pour pallier ce défaut, la justesse du modéele est évaluée a
I"aide d'un facteur de désaccord cristallographique particulier appelé Rjine. Ce facteur est
calculé a partir de réflexions qui sont mises de c6té des le début du processus d’ affinement et
ne sont donc pas utilisées dans le processus d optimisation (5 a 10% des réflexions en
général).

Pour la résolution de la structure de PaalF2ap,3, la carte de densité éectronique
initiale a d’abord été améliorée par lissage de solvant a I’aide du programme RESOLVE
(Terwilliger, 1999). La carte ainsi obtenue présentait une densité éectronique suffisamment
organisée pour positionner le modele structural correspondant au domaine 2 de la protéine
elF2o. humaine (Nonato et al., 2002). Ce polypeptide a ensuite été converti en une chaine
polyalanine a I’ exception des résidus pour lesquels le méme acide aminé est rencontré a la
fois chez alF2a de P. abyssi et elF2a humaine. Le repositionnement des Co et des chaines
latérales des résidus du modele a ensuite éé effectué au fur et a mesure des cycles
d affinement. La construction du modele a été effectuée a I’aide du programme O (Jones et
al., 1991) et | affinement du modéle a été réalisé par différents cycles de minimisation et de
dynamique moléculaire en utilisant le programme CNS (Brunger et al., 1998).

alF2ap;3 de P. abyssi

R/ Rjpre (calculé sur 6% des réflexions) 23.4/281
Rmsd liaisons (A) / Rmsd angles (°) 0.0077/1.32
Nombre de résidus 176
Nombre de molécules d’ eau 65
Facteurs B
Protéine (A2) 45.9
Molécules d' eau (A2 51.4
Diagramme de Ramachandran
Résidus dans la zone favorable (%) 95.6
Résidus dans |es zones tol érées (%) 4.4
Résidus dans |es zones généreusement tol érées (%) 0
Résidus dans |es zones non admises (%) 0

Tableau 4.7 : Données cristallographiques globales du modéle établi pour alF2ap2-3 de P.

abyssi. Ces dtatistiques proviennent de I'anadlyse du modéle fina a I'aide du programme PROCHECK
(Laskowski et al., 1993).
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Lacarte de densité ainsi affinée atres vite permis d'identifier les é éments de structure
relatifs au domaine 3. Le domaine 3 a ainsi été reconstruit progressivement et |’ ensemble du
modele a été affiné avec le programme CNS. Cette reconstruction a conduit a un model e final
qui présente un facteur R de 23.3% et un facteur Rjjpe de 28%. Le Tableau 4.7 reprend les
statisti ques relatives au model e construit.

Ramachandran Plot
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Figure 4.8 : Diagramme de Ramachandran du modé¢le d’alF2ayp, ; de P. abyssi affiné a

2.26 A de résolution. Les zones en rouge représentent les zones favorables (95.6%), les zones en jaune vif
indiquent les zones tolérées (4.4%) et les zones en jaune pél e correspondent aux régions généreusement tol érées.
Enfin, les régions non admises sont indiquées en blanc. Les différents résidus sont symbolisés par des carrés a
I’exception des glycines représentées par un triangle. Ce diagramme a été réaise a I'aide du programme
PROCHECK (Laskowski et al., 1993).

La chaine principale des domaines 2 et 3 de la protéine alF2o de P. abyssi a pu étre
construite quasi entierement. La forme tronquée op,3 regroupe les résidus 89 a 275 ains
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gu’ une méthionine en position 88. Le modéele cristall ographique construit correspond quant a
lui aux résidus 91 a 266. Les trois premiers résidus de la protéine ne sont pas visibles dans la
densité électronique. D’ autre part, la chaine latérale du résidu 91 n’ apparait pas clairement
dans la carte et ce résidu a par conséquent éé modélisé par une aanine. L’ extrémité C-
terminale de la proténe (résidus 267 a 275) est également difficilement interprétable dans la
carte de densité électronique. Cette région correspond a une extension tres riche en lysines et
I"absence d’'une densité clairement interprétable a son endroit suggere la mobilité de cette
zone au sein du cristal. Le reste de la protéine a pu étre construit sans ambiguité. Les chaines
latérales de tous les résidus ont été positionnées dans la densité électronique et tous les résidus
adoptent une conformation favorable comme en témoigne le diagramme de Ramachandran
(Figure 4.8). Enfin, le facteur d’ agitation thermique moyen obtenu (B = 45.9 A2 pour la
protéine) s accorde parfaitement avec la valeur déduite de la représentation de Wilson du jeu
de données, qui est de 45 A2 La représentation de Wilson est calculée par le programme
truncate (Collaborative Computational Project n°4, 1994). Elle correspond au tracé du log des
intensités en fonction de I'inverse du carré de la résolution. Cette courbe présente
généralement une partie linéaire pour la zone correspondant aux résolutions en-dessous de 3-5
A et lefacteur d agitation thermique est donné par la pente de cette partie linéaire.

6) Résolution de la structure d’alF2a de P. abyssi.

1. Cristallisation d’alF2a et acquisition des données.

La cristallisation de la sous-unité alF2o. de P. abyssi a été réalisée manuellement a
partir de la technique de la diffusion de vapeur en goutte suspendue en boites de 24 puits
(gouttes de 4 uL : 2 puL de solution protéique + 2 uL de réservoir ; réservoir : 500 plL). Une
matrice d’échantillonnage réalisée au laboratoire a été utilisée pour la recherche des
conditions de cristalisation de la protéine. Le sulfate d ammonium a éé employé comme
agent précipitant. Les premiers essais de cristallisation ont été effectués a 24°C a partir d'une
solution de protéine o fraichement purifiée suivant le protocole décrit et concentrée a 15
mg.mL™. Au bout de 2 jours, des cristaux sont apparus dans les gouttes contenant 0.6 M
sulfate d ammonium, 0.83 M acétate de sodium pH 5.0.

La collecte des jeux de données relatifs a la diffraction des rayons X par ces cristaux a
été réalisée a partir des sources de rayonnement synchrotron de I’'ESRF a Grenoble (ligne
ID14-ehl). Les cristaux ont été préalablement cryoprotégés par trempage dans une solution
contenant 0.5 M sulfate d ammonium, 0.83 M acétate de sodium pH 5.0, 40 % éthylene
glycol (cryoprotectant), puis congelés dans de |’ éthane liquide. Un jeu de données 23.37 A a
ains été collecté sur laligne ID14-ehl de I'ESRF, par la méthode de rotation du cristal. Les
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données de diffraction ont ensuite été traitées a I’aide des programmes MOSFLM (Ledie
A.G.W., MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, Royaume-Uni) et SCALA
(Collaborative Computational Project n°4, 1994). Les conditions d’'acquisition pour les
cristaux natifs sont reprises dans le Tableau 4.9 et |les statistiques du traitement de données
dansle Tableau 4.10.

anative
Source Synchrotron ESRF
Ligne ID14-ehl
L (A) 0.9340
Détecteur Quantum 4R CCD
Angle d oscillation 1°
Distance au détecteur
(mm) 260
Temps d’ exposition (s) 15 (3 passages)
Nombre de clichés 80

Tableau 4.9 : Conditions d acquisition des données de diffraction des cristaux natifs d’alF2a

de P. abyssi.
Cristal o natif
Groupe d’ espace P3,21
a=1043A
Paramétres de maille b=1043A
c=129.4A
Résolution (A) 3.37
Réflexions uniques 11911
Compl étude (%) 100
Redondance 54
Rsym(l) (%) * 5.8 (33.5)

Tableau 4.10 : Statistiques du traitement des données. * Pour le Rsym, les chiffres entre parenthéses
correspondent aux statistiques dans la plus haute tranche de résolution.

2. Principe de la méthode du remplacement moléculaire.

Le remplacement moléculaire est une méthode qui permet de résoudre la structure
tridimensionnelle d’ une molécule donnée (molécule A) lorsque I’ on connait la structure d’ une
molécule proche (molécule B), correspondant par exemple a un homologue de séquence.
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Cette technique n’utilise que les modules des facteurs de structure et elle repose sur la
comparaison des fonctions de Patterson de la molécule a étudier et de la molécule modele.
Ainsi, comme nous I’avons dga signaé, la fonction de Patterson est en fait constituée des
vecteurs interatomiques du cristal. Une partie de ces vecteurs correspond aux vecteurs
intramoléculaires et peut généraement étre séparée des vecteurs intermoléculaires sur un
critére de longueur (les vecteurs intramoléculaires sont en général plus court et donc plus
proches de I'origine de la fonction de Patterson). L’hypothése de base du remplacement
moléculaire est que la molécule B modele homologue structural de A peut étre décrite par les
mémes vecteurs intramoléculaires que la molécule A, a |’ exception pres de leur position par
rapport a |’origine et de leur orientation. Ainsi, si I’on donne a B une orientation et une
position similaires @ A au sein du cristal, les fonctions de Patterson qui décrivent les deux
molécules seront anal ogues.

De maniére pratique, le remplacement moléculaire consiste donc a trouver la matrice
de rotation [R] et le vecteur de trandlation T qui permettent de « superposer » la fonction de
Patterson calculée pour B alafonction de Patterson déterminée expérimentalement pour A.

Xg=[R] Xa+T

Dans un premier temps, la matrice [R] est déterminée gréce a I’ utilisation d' une
fonction de rotation qui permet la recherche des maxima de recouvrement entre les deux
Patterson. Le degré de similitude entre les deux fonctions de Patterson est alors évalué par
I"intermeédiaire d’ un coefficient de corréation :

Corr (81,0,,8;) = |u PA(t)Py([RIr)dV

ou Pa(r) représente lafonction de Patterson observée pour lamolécule A enr
Pe([R]r) ) représente la fonction de Patterson calculée pour la molécule B en [R]r, la
matrice de rotation [R] étant construite sur les 3 angles 04,0 et 0.

Les maxima de cette fonction de corréation correspondent aux meilleures
superpositions des deux fonctions. Les programmes de remplacement moléculaire classent
alors les différentes matrices de rotation [R] correspondant a ces maxima en leur attribuant un
«score », la meilleure solution présentant généralement un score élevé qui se détache
nettement des sol utions suivantes.

La fonction de trandation est ensuite déterminée a partir des vecteurs
intermol écul aires des fonctions de Patterson. La méthode consiste a rechercher les maxima de
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corrélation entre la fonction de Patterson du cristal et |a fonction de Patterson du modéle
correctement orientée dans la maille, soit les maxima de la fonction suivante :

T(t) = J.V PA(u)PB modiﬁée(uat) du

La fonction T(t) présente un maximum pour le vecteur t correspondant a un vecteur
intermoléculaire reliant deux molécules modéles correctement orientées dans la maille
cristaline.

Unefois[R] et T déterminés et affinés, ils sont appliqués au jeu de coordonnées de la
molécule A. Le nouveau jeu de coordonnées ainsi obtenu sert a calculer les phases qui sont
ensuite associées aux facteurs de structure déterminés expérimentalement, pour calculer une
premiere carte de densité.

3. Résolution de la structure.

La structure d’alF2a de P. abyssi a été résolue par remplacement moléculaire al’aide
du programme PHASER (Storoni et al., 2004) disponible sur I'interface graphique du CCP4
(Collaborative Computational Project N°4, 1994). Les cristaux de Pa-alF2a ont en fait été
obtenus avant ceux de la forme tronguée Pa-alF2ap,.3. Cependant, dans le cas de la proténe
entiere, aucun dérivé séénomeéthionylé n’a pu étre obtenu et les tentatives de phasage al’ aide
de dérivés lourds se sont révélées infructueuses. Le remplacement moléculaire avait
également été tenté sans succes a l’ aide des structures modeles fournies par ap;., humain et de
levure (Nonato et al., 2002 ; Dhaliwal and Hoffman, 2003). C’est en réalité la détermination
de la structure du domaine 3 de Pa-alF20 qui a permis de pallier ce probleme et d’ obtenir
enfin une solution correcte par remplacement mol éculaire.

Deux structures ont été utilisées comme modéles pour tenter de phaser le jeu de
données & 3.37 A : il S agit tout d’ abord de la structure d’ alF2op,.5 de P. abyssi déerminée
précédemment. Cette structure a servi de modéle pour les domaines 2 et 3 de la protéine a
entiere. Dans un second temps, la structure d’ el F2a de levure (Dhaliwal and Hoffman, 2003)
a été utilisée comme modél e pour larecherche du domaine 1 de la protéine a.

Dans un premier, le domaine 3, puis le domaine 2 d'alF2a., a été recherché en utilisant
la structure d'alF2ap,.3. Le programme PHASER attribue un score appelé Zscore aux
différentes fonctions de rotation et de trandation qu’'il calcule pour superposer la Patterson
modele et |a Patterson expérimentale. Une solution unigue présentant un Zscore tres détaché
de 17.2 aains été trouvée pour le domaine 3 d’'a.. Le domaine 2 a ensuite été identifié sous
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forme d’'une solution également unique avec un Zscore de 14.9. Le domaine 1 d' elF2a de
levure a alors été utilisé pour rechercher le domaine 1 d’alF2a. et une solution trés détachée
avec un Zscore de 10.9 a été a nouveau obtenue. Les solutions uniques relatives aux trois
domaines d o fournies par le programme PHASER ont aors permis de construire une
premiere carte de densité éectronique. Les trois solutions obtenues ont ensuite été tracées
dans cette premiére carte. Les trois domaines ayant été recherchés séparément, les solutions
obtenues N’ appartiennent pas forcément a la méme molécule au sein du cristal. La seconde
étape a donc consisté a tracer les symétriques de ces différents domaines pour sélectionner les
trois modél es appartenant a la méme molécule et permettant la connexion entre les différents
domainesd'a..

Dans le modele ainsi obtenu, les résidus du domaine 1 correspondant a elF2o de
levure ont été remplacés par des aanines a |’ exception des résidus communs a alF2a de P.
abyssi et aelF20 de levure Le modéle a alors été progressivement reconstruit en alternant les
cycles de repositionnement manuel al’aide du programme O (Jones et al., 1991) et les cycles
d affinement a I'aide du programme CNS (Brunger et al, 1998). Pour les cycles de
minimisation d’ énergie, seules les données entre 12 et 3.37 A (troncature des termes & basse
résolution) et présentant un rapport F/o(F) supérieur a2 ont été prises en compte.

alF2a de P. abyssi

R/ Rjpre (calculé sur 6% des réflexions) 24.95/29.0
Rmsd liaisons (A) / Rmsd angles (°) 0.0094/1.49
Nombre de résidus 261
Facteurs B

Protéine (A2) 105
Diagramme de Ramachandran
Résidus dans la zone favorable (%) 69.9
Résidus dans |es zones tol érées (%) 28.8
Résidus dans |es zones généreusement tol érées (%) 13
Résidus dans |es zones non admises (%) 0

Tableau 4.11 : Données cristallographiques globales du modéle établi pour alF2o de P.

abyssi. Ces dtatistiques proviennent de I'anadlyse du modéle fina a I'aide du programme PROCHECK
(Laskowski et al., 1993).

En fin d’ affinement, le modéle a été amélioré en affinant les valeurs du facteur B par
groupes d’ atomes. Un facteur B moyen de 105 A2 aainsi été obtenu. Une valeur relativement
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élevée avait d§a été calculée a partir de |a représentation de Wilson (B = 80 A?). Cette forte
valeur reflete en fait le faible pouvoir diffractant de ces cristaux et le fort pourcentage de
solvant contenu dans la maille cristalline (76%). Cette reconstruction a finalement conduit a
un modele qui présente un facteur R de 23.8% et un facteur R, de 28.9%. Le Tableau 4.11
reprend les statistiques relatives au modéle construit.
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Figure 4.12 : Diagramme de Ramachandran du modéle d’alF2a de P. abyssi affiné a
3.37 A de résolution. Les zones en rouge représentent |es zones favorables (69.9%), les zones en jaune vif
indiquent les zones tol érées (28.8%) et les zones en jaune péle correspondent aux régions généreusement tol érées
(1.3%). Enfin, les régions non admises sont indiquées en blanc. Les différents résidus sont symbolisés par des
carrés al’ exception des glycines représentées par un triangle. Ce diagramme a été réalisé al’ ai de du programme
PROCHECK (Laskowski et al., 1993).
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Le modéele cristallographique construit correspond aux résidus 5 a 265 d’'alF2a. Les
quatre premiers résidus de la protéine ne sont pas visibles dans la densité éectronique.
D’autre part, comme pour la forme tronquée ap,3, les positions des résidus C-terminaux
(résidus 266 a 275) n'ont pas pu étre attribuées du fait d'une densité éectronique non
interprétable dans cette région. Le reste de la protéine a pu étre construit sans ambiguité et les
chaines latérales des différents résidus ont été positionnées dans la densité éectronique.
Enfin, le diagramme de Ramachandran (Figure 4.12) ne comporte que trois résidus pour
lesquels le couple de valeurs pour les angles (@,y) se situe dans une zone généreusement
tolérée: il Sagit desrésidusVal 171, Asp 211 et Arg 262.
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Partie B : Structure de la sous-unité alF2a de I’archée
Pyrococcus abyssi.

1) Description générale.

1. Structure de Pa-alF2ap;-3.

La structure d’ alF2op23 ainsi déterminée 4 2.26 A de résolution regroupe les résidus
91 4266 de la protéine o entiére. Cette structure comprend deux domaines nettement sépares,
reliés par un polypeptide en conformation étendue et parfaitement défini dans la densité
électronique (Figure 4.13).

A) B)
Domaine 3

266

Domaine 2

Figure 4.13 : Structure de la forme tronquée alF2ayp, 3 du facteur 2 de démarrage de la

traduction de ’archée P. abyssi 2 2.26 A de résolution. A) Figure dessinée avec PyMOL. B) Vue
de ladensité é ectronique autour des résidus qui connectent les domaines 2 et 3 de la sous-unité a réalisée avec O
(Jones et al., 1991): le polypeptide connecteur est parfaitement défini.

Le premier domaine correspond au domaine 2 (résidus 91 a 171) de la protéine alF2a.

Il est composé de 5 hélices a antiparalleles tres proches les unes des autres formant un
assemblage compact. Ce domaine est parfaitement superposable au domaine 2 des proténes
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elF2a humaine et de levure (Nonato et al., 2002 ; Dhaliwal and Hoffman, 2003). Un écart
quadratique moyen (rmsd) de 1.6 A pour la comparaison des positions de 78 carbones Ca. est
obtenu lors de la superposition de ce domaine avec I’un ou I'autre des domaines 2 de la
protéine humaine ou de levure. Le domaine C-terminal (domaine 3, résidus 176 a 275) est
replié selon une topologie de type Bapfap. Les deux hélices a sont situées du méme coté par
rapport au feuillet p formé par les brins B7, B8, p6 et f9. En conséquence, la structure de ce
domaine 3 d'alF2a. présente un pseudo axe de symétrie interne d’ ordre 2. Les deux molécules
engendrées par cet axe de symétrie peuvent étre superposées avec un rmsd de 2.0 A pour 80
Co. comparés.

2. Structure de la protéine intacte Pa-alF2a.

La structure d' al F2a déterminée & 3.37 A de résolution regroupe les résidus 5 & 265 de
la protéine. Malgré une résolution assez faible, les 3 domaines structuraux ainsi que la région
reliant les domaines 2 et 3 d’' o sont parfaitement identifiables dans la densité éectronique
(Figure 4.14). L’arrangement en motif de type OB-fold du domaine 1 des proténes o
eucaryotiques est retrouvé dans cette structure. Les domaines 2 et 3 présentent quant a eux la
méme structure que pour laforme tronquée al F2up2-3.

La structure du module correspondant aux domaines 1 et 2 de la protéine a été
superposée aux deux structures d el F2op,-, disponibles dans la littérature. Un rmsd de 1.7 A a
été obtenu pour 152 Ca comparés avec les domaines correspondant d'elF20 de levure
(Dhaliwal and Hoffman, 2003) et un rmsd de 1.8 A a été mesuré pour 143 Ca comparés avec
les domaines correspondant d’ el F2a humaine (Nonato et al., 2002). Ainsi, la position relative
desdomaines 1 et 2 d' a est conserveée chez les Eucaryotes et chez les Archées (Figure 4.15).

La boucle du domaine 1 contenant les petites hélices o, €t ag correspond a la boucle
qui porte la sérine 51 chez les Eucaryotes. Chez les Archées, aucun homologue de la sous-
unité catalytique d'elF2B n'a pu ére mis en évidence jusgu'a présent et la sérine
correspondant a la position Ser51 n’est pas conservée (alanine chez Pa-alF2a) (Voir Figure
4.19 et Annexe 3). Cependant, la boucle connectant les brins B3 et $4 dans la structure
d alF20 de P. abyssi adopte une conformation identique a celle observée dans la structure
d elF20 de levure. De plus, cette boucle contient également un résidu sérine (Ser48) trés
conserve chez les Archées (Figure 4.19) qui, chez P. horikoshii, est phosphorylé in vitro par
I’homologue archéen de PKR (Tahara et al., 2004).
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A)

Domaine 3

Boucle qui contient
_ .__:_ Serbl chez les
Eucaryotes et Ser48
chez les Eucaryotes et
Archées
Domaine 2

Figure 4.14 : Structure de la sous-unité o entiére du facteur 2 de démarrage de la

traduction de ’archée P. abyssi 2 3.37 A de résolution. A) Figure dessinée avec PyMOL. B) Vue
de la densité éectronique autour de la boucle du domaine 1 qui, chez les Eucaryotes, porte la sérine 51
phosphorylable. Vue réalisée avec O (Jones et al., 1991) La position équivalente chez Pa-alF20 (Alad7) est
indiquée.

3. Orientation relative des 3 domaines de la sous-unité a.

Comme |’arévélé la comparaison des structures d’ alF2o. avec les structures des elF2o.
humaine et de levure, les domaines 1 et 2 de ces protéines adoptent une orientation relative
qui est conservée chez les Eucaryotes et chez les Archées. La Figure 4.15 illustre cette
conservation.
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N
S,

Shhsics,

g ! \

5

Domaine 1

alF20p3 aF2o elF20 elF20
P. abyssi P. abyssi S. cerevisiae H. sapiens

Figure 4.15 : Organisation structurale des différents domaines des protéines e-alF2a. Les
structures de la forme tronquée apzz d'aF2a de P. abyssi, de la protéine entiere alF2o0 de P. abyssi, des
domaines 1 et 2 d’elF2a de S. cerevisiae (Dhaliwal and Hoffman, 2003) et des domaines 1 et 2 d’ el F2a. humaine
(Nonato et al., 2002 ; Ito et al., 2004) sont représentées en fonction de leur structure secondaire. Les trois
domaines structuraux d'o. sont colorés comme suit : le domaine 1 (résidus 1 a 84 chez P. abyssi) est dessiné en
rouge, le domaine 2 (résidus 85 a 171 chez P. abyssi) est en jaune et le domaine 3 (résidus 172 a 266 chez P.
abyssi) est représenté en cyan. Les domaines 2 de chaque structure ont été préalablement superposés dans le
programme O (Jones et al., 1991). Puis, chaque protéine a été dessinée en gardant la méme orientation. Cette
figure montre clairement que les domaines 1 et 2 adoptent une orientation respective constante parmi ces
différentes structures tandis que I’orientation du domaine 3 varie. Cette figure a été construite a I'aide du
programme Setor (Evans, 1993).

Plusieurs interactions permettent de maintenir les deux domaines dans des orientations
relaives fixes Aing, dans la structure des deux protéines elF20 eucaryotiques, |’ espace
séparant les domaines 1 et 2 est occupé par une extension N-terminale de la protéine qui
contient deux résidus (Phe7 et Tyr8 dans la numérotation de la levure) hautement conservés
dans les différentes séquences d’ el F2a. connues a ce jour (Nonato et al., 2002 ; Dhaiwa and
Hoffman, 2003 ; Ito et al., 2004). Les chaines latérales de ces deux résidus aromatiques
assurent des interactions de type Van der Waals qui permettent de ponter les deux domaines
N-terminaux de la protéine. De plus, le résidu Tyr8 interagit avec le résidu Glu37 (strictement
conserve dans toutes les séguences eucaryotiques d' o) et avec la Ser104 (conservée dans 34
séquences sur 42), ce qui renforce la stabilité de I’interface et le maintien des deux domaines
dans une position fixe |’ un par rapport al’ autre (Figure 4.16). D’ autre part, chez les animaux,
elF20 contient deux cystéines parfaitement conservées (aux positions C69 et C97 selon la
numeérotation de la protéine humaine). Ces deux cysténes forment un pont dissulfure qui relie
ains les deux domaines (Nonato et al., 2002). Chez les autres Eucaryotes, seule la seconde
cystéine est conservée. Ainsi, dans la structure d’elF2a de levure, cette cystéine pointe vers
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une valine qui vient ains se substituer a I’ autre cystéine rencontrée chez les animaux
(Dhaliwal and Hoffman, 2003).

4 e
Figure 4.16 : Cartographie de la surface d’'alF2a de P. abyssi (image de gauche) et de la

surface du fragment N-terminal d’elF2a humaine (Nonato ef al., 2002) (image de droite). Ces
figures représentent les potentiels électrostatiques de la surface de ces protéines. |ls ont été calculés avec le
programme Delphi (Nicholls and Honig, 1991) et tracés avec le programme Grasp (Nicholls et al.,, 1991). Les
régions chargées négativement sont représentées en rouge et les zones chargées positivement sont dessinées en
bleu. Les résidus indiqués correspondent aux résidus impliqués dans I'interface entre les domaines 1 et 2 des
protéines e-al F2¢.

Dans la structure d’ alF2a, |” extension N-terminale rencontrée chez les Eucaryotes est
absente et |’ espace entre les deux domaines est de ce fait plus large. Cependant, I’ interface est
stabilisée par un pont salin qui s établit entre les résidus Lys93 de I’ hélice 04 et Glu33 dans la
boucle reliant B3 et 4 (Figure 4.16). Ces deux résidus sont hautement conservés dans toutes
les sequences d'alF2a0. d’ Archées. La seule exception est celle de la protéine o de I’archée
Halobacterium salinarium. Cependant, des résidus de fonctionnalité proche sont trouvés aux
positions correspondantes (Figure 4.19 et Annexe 3). Ainsi, une glutamine vient remplacer le
résidu Glu33 et une thréonine occupe la position du résidu Lys93. Une interaction de méme
nature semble donc probable chez cet organisme. Chez alF2a de P. abyssi, |le groupe amine
du résidu Lys93 interagit également avec le groupe carbonyle de la chaine principale au
niveau du résidu Phel4. Ainsi, une méme orientation est assurée entre les domaines 1 et 2 de
la sous-unité a chez les Eucaryotes et chez les Archées, bien que le jeu d’interactions mis en
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ceuvre dans chaque cas soit totalement différent. De plus, le caractére acide de I’ interface est
conserve (Figure 4.16).

L’ orientation du domaine 3 est quant a elle tout autre. En effet, si I’on superpose le
domaine 2 de la structure d’alF20. entiére et celui de la structure de la forme trongquée ap;.s,
I’ orientation relative du domaine 3 par rapport au domaine 2 différe alors considérablement
d une structure al’ autre (Figure 4.17).

alF20p2-3
P. abyssi P. abyssi

Figure 4.17 : Comparaison de I’orientation relative du domaine 3 d’alF2a par rapport

aux domaines 1 et 2 pour les deux structures d’alF2a et alF2ap23 de P. abyssi. Les
domaines 2 de chacune de ces deux structures ont été superposés a I'aide du programme O (Joneset al., 1991).
Les structures ont ensuite été dessinées al’aide du logiciel PyMOL en gardant la méme orientation.

La Figure 4.17 révéle une rotation du domaine 3 d'alF2a de pres de 110° entre les
deux structures. De plus, aucun contact n’est assuré entre les domaines 2 et 3 de la protéine,
auss bien au sein de la protéine entiere que dans le fragment opz3. Cette absence
d interaction entre les deux domaines C-terminaux d’o laisse donc libre champ au mouvement
de rotation du domaine 3.
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Chez alF2a, le mouvement entre les domaines 2 et 3 est articulé autour du résidu
Prol74 (Figures 4.16 et 4.17) et crée une large variation de I’ angle diedre N—Co.175~C—N174.
Ce résidu proline est tres fréguemment rencontré a la position 173 ou 174 dans les séquences
d e/alF20. En effet, 56 séquences sur les 66 séquences comparées possedent une telle proline
(Figure 4.19). Ains, la mobilité du domaine 3 d'a par rapport au bloc constitué par les
domaines 1 et 2 de la protéine semble étre une caractéristique importante du facteur e/alF2, a
lafois chez les Eucaryotes et chez les Archées.

2) Homologies structurales et de séquence.

1. Homologies structurales.

e Domaine 1 d’e/alk2g.

Le domaine 1 de/alF20 présente un motif de type OB-fold. Cette topologie se
retrouve dans de nombreuses protéines possédant des capacités de liaison des acides
nucléques comme IF1, la protéine ribosomale S1, diverses polynucléotides phosphoryl ases
ou aminoacyl-ARNt synthétases (Gribskov, 1992). Dans tous les cas, le site de fixation des
ARNSs est formeé par |a partie concav e du tonneau  (Figure 4.18).

De maniere générale, la boucle qui porte la Ser51 phosphorylable chez les Eucaryotes
vient prolonger le motif de liaison des ARNs du domaine 1 d’' e/alF2a. Une relation entre les
propriétés de liaison des ARNs du domaine N-terminal d elF2a et la régulation de I’ échange
GDP — GTP au sein d’ el F2y pourrait donc étre envisagée.

* Domaine 3 d’¢/alk2qa.

Pour le domaine 3 d’ e/al F20., une recherche d’homologues structuraux a été entreprise
en utilisant la base de données DALI (www.ebi.ac.uk/dali). Plus de 700 proténes ont été
identifiées comme présentant une homologie structurale avec le domaine C-terminal d alF2a.

avec un Zscore supérieur a2.0. Ce module structural qui adopte une topologie de type Bof3 Baf
semble donc trés répandu. 1l se retrouve ainsi dans un large panel de proténes englobant ala
fois des protéines impliquées dans le processus de traduction mais également des protéines
ayant des fonctions biologiques sans aucun rapport avec la traduction. Ce module
correspondant au domaine 3 d’ a. peut constituer un domaine particulier d’ une proténe maisil
peut également exister en tant qu’ entité isol ée.
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Du fait de sa trés large représentation au sein des protéines impligquées dans la
traduction, ce motif a éé désigné comme un motif fondamental de liaison des ARNs qui
aurait émergeé tres toét du monde ARN originel (Cousineau et al., 1997 ; Jue et al., 1980). Ce
motif se retrouve dans 2 protéines liant les ARNts.

Parmi les protéines qui présentent le plus fort taux d’homologie avec a.ps, On trouve :
- le domaine 3 de la translocase eEF2 (code d' entrée ala PDB : 1nOv ; Zscore = 7.2 ; rmsd =
1.9 A pour 63 atomes comparés ; Jorgensen et al., 2003),
- la protéine ribosomale S6 (code d’ entrée & la PDB : 1ris; Zscore = 6.4 ; rmsd = 2.1 A pour
69 atomes comparés ; Lindhal et al., 1994),
- le domaine C-terminal de la sous-unité o du facteur d’ échange eEF1B (code d'entrée a la
PDB : 1b64 ; Zscore= 6.5 ; rmsd = 2.1 A pour 72 atomes comparés ; Perez et al., 1999).

2. Homologies de séquence.

Pour mettre en évidence les régions fonctionnellement déterminantes des protéines
elalF2a, nous avons entrepris une recherche de conservation de séquences parmi toutes les
séquences connues d' e/al F2a. eucaryotiques ou archéennes. 66 séquences ont ainsi éte isol ées.
Les séquences pol ypeptidiques ont d abord été alignées a |I’aide du programme CLUSTAL X
(Thompson et al.,, 1997). La Figure 4.19 représente cet alignement. Seules quelques
ségquences caractéristiques ont été indiquées, cependant les colorations en fonction de la
conservation tiennent compte de I’ensemble des 66 séquences (voir la légende de la figure
pour plus de détails). Dans un second temps, la conservation de chague position a été éudiée
a |’aide du programme Plotsimilarity du groupe de programmes GCG disponible sur le site
d Infobiogen (www.infobiogen.fr). La protéine alF2a a aors été redessinée et colorée en

fonction de la conservation de chaque résidu, un dégradeé allant du bleu au jaune permettant de
passer des zones de trés forte conservation aux zones ou la nature des résidus est divergente
d une protéine al’ autre (Figure 4.18).

Sur cette figure, deux régions présentant les meilleurs taux de conservation se
détachent tres nettement. La premiere zone se situe dans le domaine 1 d’a. et est centrée sur le
site canonique de liaison des ARNSs. La seconde zone se situe a |’autre extrémité de la
protéine, dans le domaine 3 d’ a. Elle est formeée par |a partie C-terminale du brin 36, le début
de I’ hélice a6, la boucle connectant les brins 37 et 8 et le début du brin 8. Le domaine 2
présente une plus grande variabilité et aucune zone particulierement conservée n'a pu étre
mise en évidence dans le domaine central de la protéine. Seule la partie N-terminale de
I"hélice a3 présente un taux de conservation légérement supérieur a la moyenne. Cette zone
du domaine 3 pourrait étre celle qui est en interaction avec la sous-unité alF2y.
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Boucle contenant la
Ser51 chez elF22a

Interface de
liaison des ARNs

Figure 4.18 : Positions des résidus conservés sur la structure d’alF2a de P. abyssi. La
conservation de 66 séquences d'e/alF2a. a été analysée comme décrit dans la partie Matériels et Méthodes. Les
résidus présentant un taux de conservation inférieur &la moyenne sont tracés en jaune. Les résidus ayant un taux
de conservation allant d’ un niveau moyen au niveau maximal sont colorés suivant un dégradé partant du jaune au
bleu de maniére & ce que la couleur rouge représente une conservation intermédiaire entre le niveau moyen et le
niveau maximal. Cette figure a été dessinée a |’ aide du programme Molmol (Koradi et ., 1996).

3. Implications fonctionnelles.

Les résultats de ces comparai sons, goutés aux données biochimiques obtenues dans le
Chapitre 111, indiquent qu’ e/al F2a contient deux domaines de liaison des ARNs mobiles|’ un
par rapport al’ autre et jouant des roles distincts.

Aing, le domaine 3 d a est responsable de la liaison a la sous-unité y et sa seule
présence permet de doter la sous-unité y d’une affinité optimale pour le Met-ARNtM®, Les
expériences de retard de migration sur gel montrent que ce domaine possede des propriétés
générales de liaison des acides nucléques qui suggerent qu’il pourrait contribuer a un
renforcement de I’ affinité pour I’ARNt par une interaction directe avec le polynucléotide.
D’autre part, les expériences de retard de migration sur gel montrent que le domaine 1
présente également des propriétés générales de fixation des ARNs. Le motif OB-fold
n’'interagit pas avec la sous-unitéy. Par contre, ce domaine pourrait interagir avec I’ ARNm ou
un ARN ribosomal.

Dans ce contexte, il est important de noter que plusieurs mutants de la sous-unité o et
de la sous-unité  ont été sélectionnés, chez lalevure, pour leur capacité ainitier latraduction
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du gene HIS4 sur un codon de démarrage UUG (Donahue et al., 1988 ; Cigan et al., 1989).
Les mutations isolées au sein d' elF20 sont concentrées dans le domaine 1 de la protéine
(mutants P13S et V19F d apres la numérotation de la protéine de levure) et soulignent
I"importance du tonneau f vis-a-vis de la sélection du bon codon de démarrage (Cigan et al.,
1989). Lerésidu proline est strictement conserve dans lafamille e/alF2a et le résidu valine est
présent dans 57 séquences sur les 66 seéquences connues a ce jour. Pour les 9 autres
séquences, la valine est remplacée par un résidu isoleucine ou leucine (8 séquences) ou par
une cystéine (1 séquence). Dans la structure d' el F2a. de levure, les deux résidus P13 et V19 se
font face, s bien que la mutation de la valine V19 en une phénylalanine pourrait déplacer le
résidu proline. Ainsi, méme s ces résidus ne font pas directement partie du motif de liaison
des ARNSs, leur mutation va trés probablement affecter le repliement du tonneau et par
conséquent sa conformation et/ou sa stabilité (voir Annexe 3).

Pendant les derniéres étapes de la détermination de ces structures, une équipe
américaine a décrit la structure RMN de la sous-unité entiére el F2a. humaine (Ito et al., 2004).
La comparaison de la structure de Pa-alF20p,3 €t de PaalF2a avec cette structure RMN
montre que les 3 domaines d'alF2a présentent une organisation et une architecture structurale
similaires a celles observées pour ses homologues eucaryotiques. Le domaine 3 de notre
structure peut en effet étre superposé au domaine 3 de la protéine humaine avec un rmsd de
1.5 A pour 83 Ca comparés. La structure de la protéine humaine présente en plus une
extension C-terminale riche en résidus acides. Cette extension est rencontrée chez tous les
elF2a eucaryotiques (40 a 70 résidus selon les espéces), mais elle est absente chez les
protéines d’ Archées.

D’ autre part, la mobilité que nous observons pour le domaine 3 vis-a-vis des domaines
1 et 2 est également en accord avec les enregistrements RMN obtenus pour la protéine elF2a.
humaine (Ito et al., 2004). En effet, aucun effet NOE longue distance n’ a été observeé entre le
domaine 3 et lesdomaines 1 et 2 d’elF2a, ce qui est cohérent avec une absence d’ interaction
entre ces deux modules de la protéine. Cette mobilité pourrait permettre d’ informer la sous-
unité y des contacts réalisés entre e/alF2a. et un ARNr ou I’ ARNm. Ainsi, une information qui
serait transmise par ce biais pourrait étre la formation de I’ appariement correct entre le codon
AUG de I’ARNmM et I'anticodon complémentaire du Met-ARNtY®, La mobilité au sein o'«
permettrait alors de transmettre cette information a e/alF2y et ains déclencher |’ étape
suivante de I’ initiation, a savoir I’ hydrolyse de la molécule de GTP portée par e/al F2.

Finalement, compte tenu de I homologie d ap3 avec le domaine C-termina de la sous-

unité o d' eEF1B (qui est e facteur d’ échange pour le facteur d’ éongation eEF1A), les auteurs
proposent que le positionnement d’ aD3 sur la sous-unitéy se fasse d’ une maniére identique a
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celui d eEF1Ba sur eEF1A (Andersen et al., 2001 ; 1to et al., 2004). La détermination de la
structure d’'un complexe entre les deux sous-unités o, et y devrait permettre de nous apporter
de nouvelles informations.

L’ ensemble des résultats decrits dans ce Chapitre IV a fait I’ objet d’ une publication
dans Biochemistry.
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des e/alF2a. Figure dessinée avec Aiscript (Barton, 1993). 66
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séguences

9 : Alignement de

Figure 4.1
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éines arc

nous avons choisi de ne repr

z

de prot

7

5 de protéines eucaryotiques et 23 séquences

séquences

d'e/aF2a (43
alignées avec Clustal X (Thompson et al., 1997). Par souci de clart

z

séquences

ésenter que 12

ts résidus effectuée a I’ aide du programme

é

eren

et alignement. Cependant, la conservation des diff
Plotsimilarity a été étudiée sur I’ensemble des 66 séguences. Les résidus strictement conservés sont indiqués en

blanc sur fond rouge. Les résidus tr

seguences sur ¢

) sont

séquences,

(4 exceptions au maximum parmi les 66

€S conserves

indiqués en blanc sur fond vert. Les positions pour lesquelles des substitutions conservatives sont observées (2

exceptions au maximum sur I’ ensemble des séquences parmi

ées en

famille) sont indiqu

une méme

lesrésidus d’

noir sur fond jaune. Les positions caractéristiques des séquences eucaryotiques sont encadrées dans un rectangle

fond gris et les positions caractéristiques des séquences archéennes sont encadrées dans un rectangle a fond

blanc. Enfin, la position de la sérine qui est phosphorylée ¢l

a

hez les Eucaryotes (S51 chez I'homme) est indiquée

par un signe + sous les séquences. La numérotation indiquée sous les séquences correspond a celle de P. abyssi.
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Chapitre V : Etude fonctionnelle et structurale de I’hétérodimere alF2ay.

Partie A : I.’hétérodimeére alF2apsy de P. abyssi.

L’ étape suivante dans la compréhension du mode de reconnaissance de I’ARNt
initiateur par e/alF2 est tout naturellement |’ étude de I’ hétérodimere alF2ay puisque cette
entité est suffisante pour lier spécifiquement le Met-ARNtM®. De nombreux essais de
cristalisation ont é&é entrepris avec diverses formes hétérodimériques du facteur archéen.
C est finalement laforme alF2op3y de P. abyssi qui apermis d’ obtenir les premiers cristaux.

1) Cristallisation d’allF2 apsy de P. abyssi.

La cristallisation de |’ hétérodimere alF2apgy de P. abyssi a été réalisée manuellement
a partir de la technique de la diffusion de vapeur en goutte suspendue. Les matrices
d’ échantillonnage commerciales fournies par Hampton Research ont été utilisées pour la
recherche des conditions de cristallisation de la protéine. Les premiers essais de cristallisation
ont été effectués a 24°C a partir d’ une solution de protéine a.pgy fraichement purifiée suivant
le protocole décrit et concentrée & 6.6 mg.mL ™", en présence de GDPNP-M g2+ (2 mMm).
L’ observation des gouttes a révélé la présence, au bout d’ une journée, de cristaux volumineux
de forme hexagonale. Ces cristaux ont été obtenus dans la condition de cristallisation n°36 de
lamatrice d' échantillonnage « Crystal Screen |l » de Hampton (Tableau 5.1).

Condition Agent Précipitant Tampon

CSlI - 36 4.3 M Chlorure de Sodium 0.1 M HEPESpH 7.5

Tableau 5.1 : Condition de cristallisation de | hétérodimere alF2apzy de P. abyssi.

Les cristaux ains obtenus sont parfaitement reproductibles dans les mémes conditions
de cristallisation. Des essais de cristalisation de I’ hétérodimeére ont également été effectués
avec le mutant yG235D. Des cristaux de taille voisine ont été obtenus dans la méme condition
maisils présentent une forme singuliére par rapport aux cristaux natifs (Figure 5.3).

La présence dans les cristaux des deux sous unités PaalF2y et Pa-alF2op3 a été
confirmée en analysant la composition de ces cristaux par éectrophorese sur gel de
polyacrylamide. Pour cela, les cristaux ont subi six lavages successifs dans des gouttes de 10
uL de la solution réservoir. Ces étapes de lavage ont pour but d’éiminer toute trace de
protéine non cristallisée qui pourrait étre encore présente dans la goutte de cristallisation. Les
cristaux ont finalement été dissous dans de |’eau et un aiquot de I’ échantillon a été analysé
par SDS-PAGE (Figure 5.2).
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94 kDa
67 kDa

43 kDa

30 kDa

20 kDa

14 kDa

Figure 5.2 : Electrophorese sur gel de polyacrylamide 12% pour anayser le contenu
protéique des cristaux obtenus lors des essais de cristallisation de I’ hétérodimere Pa-al F20p3y.
Piste 1 : marqueur de poids moléculaire ; Piste 2 : témoin apsy ; Piste 3 : témoin apgy auquel ont été ajoutés 8l
de la solution de cristallisation ; Piste 4 ; solution restant dans la goutte de cristallisation apres prélévement des
cristaux ; Piste 5: 1%¢ solution de lavage, aprés transfert des cristaux ; Piste 6 : 2'* solution de lavage ; Piste 7:
5" solution de lavage; Piste 8 : 6 solution de lavage ; Piste 9: cristaux lavés et dissous dans de I’ eau. Les
deux protéines apg €t y sont bien présentes dans les cristaux.

Pour I'acquisition des données, les cristaux d'alF2apzy ont éé trempés dans une
solution contenant 422 M NaCl, 0.1 M HEPES pH 75 et 10% éthylene glycol
(cryoprotectant) et immédiatement refroidis dans |’ éhane liquide.

Les premiers jeux de données enregistrés pour les cristaux natifs ou mutés ont revelé
un faible pouvoir diffractant : seul un jeu 2 5.6 A a pu étre collecté. Au vu de cette faible
résolution, une optimisation des conditions de cristallisation a été tentée a |’ aide des matrices
d échantillonnages Additives € Detergents Screens dHampton Research. Les cristaux
précédemment obtenus ont ainsi été reproduits dans la condition 4.3 M NaCl, 0.1 M HEPES
pH 7.5 en gjoutant dans chaque goutte de cristallisation I’un ou I’ autre des additifs/détergents
de ces solutions commerciales & une dilution de 1/10°™. Les différents cristaux obtenus pour
chague additif ont subi le méme traitement de cryoprotection que les cristaux initiaux. Leur
pouvoir diffractant a ensuite été testé al’ESRF. Le meilleur jeu de données a été obtenu avec
I’ additif HEGA -9 présent ala concentration de 39 mM dans la goutte de cristallisation (4.7 A
de résolution).
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Figure 5.3 : Cristaux de I’ hétérodimére alF2op3y de P. abyssi. A) Cristaux de I’ hétérodimére natif
obtenus en présence de 4.3 M NaCl et de 0.1 M HEPES pH 7.5. B) Cristaux obtenus avec |’ assemblage mutant
p3Yezasp- C) Cristaux natifs obtenus en gjoutant I’ additif HEGA-9 (39 mM) dans la goutte suspendue.

2) Enregistrement et traitement des données.

La collecte des jeux de données relatifs ala diffraction des rayons X par ces cristaux a
été réalisée a partir des sources de rayonnement synchrotron de I’ESRF a Grenoble (ligne
ID14-eh3). Un jeu de données a 4.7 A a ainsi été collecté par la méthode de rotation du
cristal. Les données de diffraction ont ensuite été traitées a |’ aide des programmes MOSFLM
(Lesie A.G.W., MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, Royaume-Uni) et
SCALA (Collaborative Computational Project n°4, 1994). Les conditions d acquisition pour
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les cristaux natifs sont reprises dans le Tableau 5.4 et |es statistiques du jeu de données dans
le Tableau 5.5.

ap3y natif
Source Synchrotron ESRF
Ligne ID14-eh3
A (A) 0.9340
Détecteur Quantum 4R CCD
Angle d’ oscillation 1°
Distance au détecteur (mm) 300
Temps d’ exposition () 60 (3 passages)
Nombre de clichés 30

Tableau 5.4: Conditions dacquisition des données de diffraction des cristaux natifs
d alF2a.pzy de P. abyssi.

Cristal aD2-3 natif
Groupe d’ espace P3221
\ : a=b=12476 A
Parameétres de maille
c=139.06 A
Résolution (A) 4.7
Réflexions uniques 5891
Complétude (%) 88.2
Redondance 2.0
Rsym(l) (%) * 5.1 (32.3)

Tableau 5.5 : Statistiques du traitement des données. * Pour le Rsym, les chiffres entre parenthéses
correspondent aux statistiques dans la plus haute tranche de résolution.

3) Tentatives pour résoudre la structure.

Malgré la faible résolution de ce jeu de données, une tentative de phasage a été
entreprise par remplacement moléculaire a I’aide du programme PHASER (Storoni et al.,
2004). Les structures des protéines alF2y et alF20p,.3 de P. abyssi ont servi de modéles pour
résoudre cette structure.
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Dans un premier, les domaines 1, 2 puis 3 d'alF2y de P. abyssi ont éé recherchés
séparément. Une solution unique a été obtenue dans chaque cas (Zscores respectifs de 9.9,
14.5 et 19.5). Le domaine 3 d’alF2a, basé sur la structure d’ alF2op,.3 de P. abyssi, a ensuite
été identifié sous forme d’ une solution également unique avec un Zscore de 6.3. Les solutions
uniques relatives aux trois domaines de y et au domaine C-terminal d’'o fournies par le
progranme PHASER ont alors permis de construire une premiere carte de densité
électronique. Celle-ci a été améliorée par lissage de solvant a I’aide du programme DM
(Cowtan and Main, 1993) du groupe de programmes CCP4 (Collaborative Computational
Project N°4, 1994). Le modéle a aors été affiné par une minimisation d énergie en
considérant les trois domaines de y et le domaine 3 d'a. comme des ensemblesrigides al’ aide
du programme CNS (Brunger et al., 1998). Un facteur R de 40 % et un facteur Ry de 42%
ont ains été obtenus. Les tentatives de replacement manuel du modéle dans la densité
électronique et les différents tours d’affinement réalisés n’ont pas permis d’améliorer ces
parametres du fait de la basse résolution.

Le modéle non affiné obtenu par remplacement moléculaire est représenté sur la
Figure 5.6. Bien qu’ aucun affinement n’ait pu étre réalisé sur ce modeleinitial, celui-ci est en
accord avec les données biochimiques décrites dans le Chapitre III de ce manuscrit. En effet,
le domaine 3 d’alF2a se retrouve bien a proximité de la sous-unitéy, et notamment, il est au
contact de la boucle L1 (désordonnée dans la structure modéle d’alF2y de P. abyssi et donc
non visualisable) par laguelle alF2y est censé interagir avec al F2o.

Ce modéle propose donc une piste particulierement intéressante et relativement fiable
- car corroborée par les données expérimentales — du mode d’ interaction des deux sous-unités
d alF2 impliquées dans la reconnaissance du substrat ARNt. Cependant, la résolution trop
basse de ce jeu de données ne permet pas d’obtenir une structure définitive du complexe.
Malgre divers essais, aucune amélioration du pouvoir diffractant de ces cristaux n’a pu étre
obtenue et aucun autre assemblage hétérodimérique n'a donné lieu a une cristallisation
conjointe des deux sous-unités. Nous avons donc choisi de purifier les sous-unités d’alF2 en
utilisant les genes d’ une autre archée.
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Boucle
L1

Figure 5.6 : Modé e rigide de I’ hétérodimere alF2ap3y de P. abyssi obtenu par rempl acement
moléculaire a4.7 A de résolution.
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Partie B : Caractérisation biochimique du facteur alF2 de
Sulfolobus solfataricus.

1) Introduction.

Nous avons chois comme nouvelle cible le facteur alF2 de S. solfataricus. Le
sequencage du génome complet de S. solfataricus (She et al., 2001) a permis d’identifier les
genes codant pour les trois sous-unités a, B et y du facteur de démarrage : SSO1050, SSO2381
et SS00412.

Les séquences des protéines alF2 issues de P. abyssi €t S. solfataricus sont bien
conservees. Ains, les sous-unités alF2y sont homologues a 56%. Les taux sont un peu plus
faibles pour o et p (respectivement 35 et 30% d'identité de séguence). Le Tableau 5.7
reprend les caractéristiques des différentes proténes de I’ hétérotrimere alF2 de Sulfolobus

solfataricus.

Protéine Poids moléculaire Point isoélectrique Facteur d’absorption
molaire en L.cm™'.mol’’
aF2o 29.7 kDa 8.93 42.8 x10°
alF2p 15.9 kDa 8.80 12.7 x10°
alF2y 45.8 kDa 8.52 48.4 x10°
Tableau 5.7: Caractéristiques générales des différentes sous-unités du facteur alF2 de S.

solfataricus déterminées al’ aide du programme DNAid (Dardel et Bensoussan, 1988).

2) Clonage des génes codant pour les 3 sous-unités d’alF2 de S.
solfataricus et purification des protéines.

Le gene codant pour alF2a de S. solfataricus a éé cloné au sein du vecteur pET3alpa,
dé§ja décrit dans le Chapitre III, entre les sites de restriction Ndel et Xhol du fragment
additionnel. Les génes codant pour alF2y et alF2B S. solfataricus ont éé clonés dans le
vecteur pET15blpa, entre les sites de restriction Ncol et Sall pour y (ce clonage enléve le tag
Hiss N-terminal) et entre les sites Ncol et Xhol pour B. Les deux formes tronquées d alF2a,
correspondant respectivement au domaine 3 (op3) et aux domaines 2 et 3 (ap2-3), ont éé
obtenues par mutagénése dirigée par PCR en introduisant un codon de démarrage au niveau
des résidus Glul74 et Asp88 respectivement. Les protéines codées par ces genes ont été
produites dans la bactérie Escherichia coli Rosetta (DE3) pLaclRARE, déja décrite au
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Chapitre III. La surproduction des protéines d'intérét est déclenchée en gjoutant de I'lPTG
(1 mM) dans le milieu de culture lorsque la densité optique a 650 nm atteint 1,6. Ces bactéries
se sont révél ées particuliérement efficaces pour la surproduction des protéines de Ss-alF2.

Le mode de purification des monomeres et des différents assemblages de Ss-alF2 est
décrit dans la partie Matériel et Méthodes. Briévement, la provenance de ces protéines a une
nouvelle fois été utilisée : un chauffage limité a 65°C de I’ extrait protéique brut obtenu aprés
lyse cellulaire a permis la dénaturation de la majeure partie des protéines bactériennes tandis
que les protéines de |"hyperthermophile S. solfataricus restaient stables (un chauffage
prolongé a 80°C dénature les protéines de S. solfataricus). D’ autre part, dans le cas de S.
solfataricus, tous les monomeres (a |’ exception de Ss-al F2y) et assemblages du facteur ont pu
étre sélectivement accrochés sur une colonne échangeuse de cations a basse force ionique.
Cette propriété a permis de raccourcir considérablement le processus de purification. Enfin,
lors de la purification de préparations contenant la sous-unité vy, du GTP-M ng' a
systématiquement été gjouté a chaque étape de purification (lors de la lyse celulaire par
sonication puis apres chague colonne chromatographique) dans I’ échantillon protéque pour
éviter la protéolyse de y en particulier au niveau de la boucle GKT impliquée dans la liaison
des nucléotides guanines. La Figure 5.8 retrace les éapes de purification de I’ hétérotrimere
natif Ss-alF2.

94 kDq s
67 kbdr

i -

43 kba‘;'

30 kDo W

Figure 5.8 : Purification de I’ hétérotrimeére alF2 de Sulfolobus solfataricus. Des échantillons de
20 pL correspondant aux différentes étapes de purification ont été déposés sur gel dénaturant de polyacrylamide
12%. Piste 1: marqueur de poids moléculaire ; Piste 2 : culot obtenu apres lyse des cellules d'E. coli par
sonication ; Piste 3 : surnageant obtenu aprés lyse des cellules bactériennes par sonication ; Piste 4 : culot obtenu
apreés chauffage de I’ extrait protéique a 65°C ; Piste 5 : surnageant obtenu apres chauffage de I’ extrait protéique
a65°C; Piste 6: élution de la S-Hiload ; Piste 7 : fractions de téte de la S-Hiload ; Piste 8 : pic de la Superdex
200 correspondant a I’ hétérotrimere Ss-alF2 ; Piste 9 : pic de la Superdex 200 correspondant aI’excés d'o et de
B (sur ce tamis moléculaire, les deux sous-unités sont éluées avec des temps de rétention voisins).
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Les protéines d’alF2 de S. solfataricus présentent une homogénéité supérieure a celle
des protéines de P. abyssi, comme en témoigne la Figure 5.9.
1 2 3

Figure 5.9 : migration éectrophorétique de différents assemblages des 3 sous-unités purifiées
de Ss-alF2. Piste 1 : hétérotrimére Ss-al F2afy (46, 30 et 16 kDa) ; Piste 2 : marqueur de poids moléculaire;
Piste 3 : hétérodimére Ss-al F2By; Piste 4 : hétérodimere Ss-al F2aLy.

3) Affinité vis-a-vis du Met-ARNt,;Met et role des différentes sous-
Unités.

Avant de passer a |’ étude structurale du complexe, nous avons souhaité verifier les
résultats obtenus avec I’ hétérotrimere alF2 de P. abyssi concernant le réle joué par chaque
sous-unité dans la liaison a I’ARNt initiateur. Pour cela, le test de mesure de I’ affinité des
différents assemblages d’alF2 pour I’ARNt a été reproduit avec les protéines de S.
solfataricus, dans des conditions identiques a celles décrites au Chapitre III. Les premiers
résultats obtenus sur I’ hétérotrimére suggéraient une meilleure affinité pour le Met-ARNtM®
gue dans | e cas de Pa-al F2 (d’ au moins un facteur 10). Nous avons donc reproduit les mesures
en nous placant cette fois-ci a 2 nM en Met-ARNt dans le test, pour permettre une mesure
fiable de ces constantes de dissociation plus basses (voir Chapitre IIT pour les conditions du
test).

Une fois encore, le Met-ARNtM® o' E. coli a été utilisé dans le test. En effet, I' ARNt
initiateur de S. solfataricus est trés proche de celui de P. abyssi, du point de vue de sa
séquence nucléotidique, et par conséquent de I’ ARNt initiateur bactérien. Les constantes de
dissociation des différents complexes Ss-alF2:GDPNP:ARNt ont été mesurées a 51°C en
présence du Met-ARNt"® d'E. coli aminoacylé avec de la *3 Met. Dans le cas de S.
solfataricus, les assemblages hétérodimériques et hétérotrimériques ont été directement
purifiés avant utilisation dans le test de protection (contrairement au cas de P. abyssi ou les
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assemblages avaient été réalisés en mélangeant les différentes sous-unités dans un rapport
stoechiométrique).
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Figure 5.10 : Mesure de la constante de dissociation du Met-ARNGV® o' E. coli pour

I’hétérotrimére Ss-alF2. A) Cinétique de déacylation du Met-ARNt® en présence de concentrations
croissantes du facteur Ss-alF2. Chaque courbe de déacylation est modélisée pour une exponentielle smple. B)
Tracé des vitesses de déacylation en foncti on de la concentration initiale en alF2. Le programme M C-Fit permet
de déduire de cette courbe la valeur du Kd pour le complexe considéré.
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Le Tableau 5.11 reprend les valeurs de Kd obtenues pour les complexes alF2 de S.

solfataricus.
o B Y Kd (nM)
1 x X X 15+05
2 X > 100 000
3 b4 X 75+10
4 Up3 X 7.3+10

Tableau 5.11 : Constantes de dissociation des assemblages d'alF2 de S. solfataricus

mentionnés en présence du Met-ARNt'® o' E. coli 2 nM et de 1 mM GDPNP-Mg®". Les sous-
unités présentes dans |’ assembl age testé sont indiquées par une croix.

En présence de I’ hétérotrimére natif, une constante de dissociation de 1.5 nM est
obtenue a 51°C (soit un facteur 60 d augmentation de I'affinité comparativement a
I” hétérotrimére de P. abyssi). Globalement, tous les Kds mesurés avec les protéines de S.
solfataricus sont améliorés par rapport a ceux obtenus pour P. abyssi. Ceci pourrait étre dQ
aux différences de conditions de croissance des deux organismes. En effet, la température
optimale de croissance de P. abyssi est de 80°C tandis que celle de S. solfataricus n’est que de
65°C. La température utilisée dans ce test, 51°C, est donc plus proche de I’optimum de S.

solfataricus.

En présence de I’ hétérodimére ay, un Kd de 7.5 nM est obtenu. L’ affinité est réduite
d'un facteur 5 par rapport a celle mesurée pour I’ hétérotrimére natif. Dans le cas de Ss-alF2,
la sous-unité B pourrait contribuer a la liaison de I’ ARNt initiateur. Cette contribution reste
toutefois trés faible en comparaison avec celle de « (gain supérieur a 10%). De plus, en
présence du domaine C-terminal d'a et de la sous-unité y, une affinité similaire a celle de
I"hétérodimere natif ay est retrouvée. Ainsi, comme chez P. abyssi, a est essentiel alaliaison
optimale de I’ARNt initiateur méthionylé et au sein de Ss-alF2a, le domaine 3 alui seul peut
accomplir cette fonction.

Cependant, contrairement au cas de P. abyssi, la sous-unité y seule ne semble pas
capable de lier I’ARNt ou tout au moins avec une affinité trés réduite. En effet, aucune
protection contre la déacylation n’est observée méme en présence de 100 UM en Ss-alF2y.
Dansle casd alF2y de P. abyssi, une constante de dissociation de 5 UM avait pu étre mesurée
et elle avait éé retrouvée pour le dimére By. La différence de comportement des sous-unités y
de ces deux organismes est surprenante et reste pour le moment inexpliquée. Elle pourrait étre
anouveau due aux conditions de croissance qui différent entre ces deux organismes.
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Partie C: Résolution de la structure de I’hétérodimere
alF2ay de ’archée Sulfolobus solfataricus.

1) Cristallisation de Ss-alF2qy et enregistrement des données.

La cristallisation de |’ hétérodimeére Ss-al F2ary a été réalisée a partir de la technique de
la diffusion de vapeur en goutte assise a I’aide d' un robot Genesis RSP100 (TECAN). Les
matrices d’ échantillonnage commerciales fournies par Hampton Research ont été utilisées
pour la recherche des conditions de cristallisation de la protéine. Les premiers essais de
cristalisation ont été effectués a 24°C a partir d’ une solution protéique fraichement préparée
suivant le protocole décrit. Cette solution protéique contient I’ hétérodimére Ss-alF2ay a 9
mg.mL™* ainsi que du GDPNP-Mg2+ a1l mM. Des gouttes de 2 pL ont été réalisées (1 puL de
solution protéique et 1 uL de solution contenant |’agent précipitant). Apres une semaine,
I’ observation des gouttes a révélé la présence de cristaux en forme d’aiguilles, ces dernieres
croissant autour de noyaux de nucléation (Figure 5.14). Les cristaux d’alF2ay ont été obtenus
en utilisant les deux solutions précipitantes décrites dans |e Tableau 5.12.

Condition Agent Précipitant Additif
Grid Screen PEG 6000 - 10 10% PEG 6000 0.1 M HEPESpH 7.0
Grid Screen PEG 6000 - 12 10% PEG 6000 0.1 M BicinepH 9.0

Tableau 5.12: Conditions de cristallisation du dimere alF2o.y de S. solfataricus.

Le contenu protéique de ces cristaux a éé analyse sur gel d'éectrophorese en
conditions dénaturantes. Les cristaux ont été soumis a 6 lavages successifs dans la solution
réservoir puisils ont été dissous dans de |’ eau (Figure 5.13).

Pt Gl 5 6 T 8

-
hor.... - —
—— - o
A > |

Figure 5.13 : Electrophorése sur gel de polyacrylamide 12% pour analyser le contenu

protéique des cristaux obtenus lors des essais de cristallisation de I’ hétérodimere Ss-alF2ay.
Piste 1 : marqueur de poids moléculaire; Pistes 2a 7: solutions de lavage 1 a 6, apres transfert des cristaux ;
Piste 8 : cristaux lavés et dissous dans de I’ eau. Les deux protéines a et y sont bien présentes dans | es cristaux.
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Ces cristaux se sont révélés peu stables dans I’ éthane liquide apres cryogénisation. 1ls
ont donc été directement montés dans les boucles lors de I’acquisition des données. Au
préaable, ils ont é&é trempés dans une solution contenant la solution précipitante et 20%
d éthylene glycol comme cryoprotectant. Puisils ont été immeédiatement refroidis dans le flux
d’ azote du montage, avant de débuter |’ enregistrement des données de diffraction.

Figure 5.14 : Cristaux du dimére natif alF2ay de S. solfataricus obtenus dans la condition de
cristalisation 10% PEG 6000, 0.1 M HEPES pH 7.0.

Les données de diffraction relatives aux cristaux de Ss-alF2ory ont été collectées a
100K a1’ ESRF (Grenoble) sur laligne ID14-eh1. Un jeu de données & 3.0 A de résolution a
été enregistré. Les conditions d’'acquisition pour les cristaux natifs sont reprises dans le
Tableau 5.15.

ay natif
Source Synchrotron ESRF
Ligne ID14-ehl
A (A) 0.9340
Détecteur Quantum 4R CCD
Angle d oscillation 0.5°
Distance au détecteur (mm) 250
Temps d’ exposition (S) 10 (3 passages)

Nombre de clichés 180

Tableau 5.15 : Conditions d’ acquisition des données de diffraction des cristaux natifs de Ss-
alF2ay.
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Les cristaux d ay présentent une forte mosaicité et de grands paramétres de maille.
Pour pallier ce probléme, un angle d oscillation assez faible (0.5°) a été utilisé au cours de
I’enregistrement. Malgré cela, I'utilisation du logicil MOSFLM (Leslie A.G.W., MRC
Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, Royaume-Uni) n'a pas permis de traiter
correctement les clichés de diffraction. Par conséquent, |e jeu de données a3.0 A relatif aay a
traité a |’aide du programme XDS (Kabsch, 1988). Ce logiciel traite les taches de diffraction
en trois dimensions contrairement a MOSFLM qui ne les traite que cliché par cliché, donc en
deux dimensions. XDS est donc plus approprié pour traiter des images ou les taches de
diffraction sont trés chevauchantes, du fait de la forte mosaicité. Les statistiques concernant le
traitement des données sont reprise dans le Tableau 5.16.

Crista aD2-3 natif
Groupe d’ espace P212121
a=39.6 A
Paramétres de maille b=1129A
c=194.1A
Résolution (A) 3.0
Réflexions uniques 17816
Compl étude (%) 97.5
Redondance 3.6
Rsym(l) (%) * 7.4 (30.2)

Tableau 5.16 : Statistiques du traitement des données. * Pour le Rsym, les chiffres entre parenthéses
correspondent aux statistiques dans la plus haute tranche de résolution.

2) Reésolution de la structure et affinement du modeéle.

La recherche des phases pour le jeu de données & 3.0 A de Ss-alF2ay a enstite été
entreprise par remplacement moléculaire a I’aide du programme PHASER (Storoni et al.,
2004). Les trois domaines d’alF2y ont d’ abord été recherchés a I’aide du modéle structural
fourni par la structure d’alF2y de P. abyssi (Schmitt et al., 2002). Trois solutions uniques ont
€été successivement obtenues pour les domaines 1, 2 et 3 d'alF2y avec les Zscores respectifs
de 7.6, 11.6 et 14.1. La seconde étape a consisté a rechercher la position des domaines
d alF20 au sein de la maille cristalline. Pour cela, différents modéles structuraux ont été
utilisés : alF2,p,3 et alF2o de P. abyssi précédemment résolues, elF2,5., de levure
(Dhaliwal and Hoffman, 2003), elF2,51> humain (Nonato et al., 2002) et elF2o. humain (Ito
et al., 2004). Dans chaque cas, les solutions ont été recherchées en utilisant soit le modéle
structural entier, soit les domaines séparés de chague proténe. Différentes combinaisons ont
été utilisées pour I’ ordre de recherche. Des modél es structuraux correspondant a ces protéines
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virtuellement mutées en chaines polyalanines ont également éé utilisés pour faciliter la
recherche de solutions. Cependant, aucune solution pour la sous-unité o. ou I’un de ses
domaines séparés n’a pu étre obtenue par remplacement moléculaire, quel que soit le modéle
structural utilisé.

La structure du complexe alF2ay de S. solfataricus a aors été résolue comme suit : les
trois solutions uniques obtenues pour les trois domaines séparés d alF2y ont permis de
calculer une premiére carte de densité & 3.0 A de résolution. Le modéle structural obtenu par
remplacement mol éculaire a alors été positionné dans cette carte et les résidus non communs
entre alF2y de S. solfataricus et alF2y de P. abyssi ont été mutés en aanine (56% d’identité
de séguence entre les deux protéines). La carte de densité initiale a alors été améliorée par
lissage de solvant al’ aide du programme DM (Cowtan and Main, 1993).

Figure 5.17 : amélioration de la densité autour du nucléotide GDPNP et de I'ion Mg2+ au

cours de I’ affinement du modéle pour Ss-alF2ay. A) Carte de densité éectronique aprés 7 tours
d’affinement : seule la molécule y est placée dans le modéle structural a ce stade. B) Carte de densité
électronique finale, apres reconstruction de tout le modéle ay.

Au sein de cette carte, de la densité était trés clairement présente a I’ extérieur de la
molécule d' alF2y et de ses symétriques, suggérant de la place pour une autre molécule au sein
de la maille cristalline (une molécule d’ ay par unité asymétrique). De plus, cette densité
s organisait notamment autour du domaine 2 d’'alF2y, site de liaison présumé du domaine 3
d'alF20. La densité additionnelle n'était cependant pas suffisamment organisée pour
permettre la reconnaissance d’ un quelcongue motif structural appartenant a alF2a. Le modéle
d alF2y a dors été affiné avec différents cycles de construction manuelle et de minimisation
d énergie a I’aide des programmes O (Jones et al., 1991) et CNS (Brunger et al., 1998) en
utilisant seulement les données comprises entre 12 et 3.0 A et tronquées & 26. Ce premier
affinement a notamment permis de retracer les chaines latérales manquantes au sein d alF2y
de S. solfataricus €t de repositionner les carbones Co par rapport au modéle alF2y de P.
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abyssi. De plus, au sein du domaine G de Ss-alF2y, la densité du GDPNP et des ions Mg2+ et
Zn* est apparue, ce qui constitue un signe de bon affinement (Figure 5.17).

Cette premiére étape a permis d’ obtenir une structuration de la densité éectronique
autour du domaine 2 de Ss-alF2y. Des éléments de structure caractéristiques du domaine 3
d alF2a ont été identifiés et ont permis le positionnement de ce domaine dans le modéle. La
encore, les résidus divergents entre alF2a. de S. solfataricus et alF2o. de P. abyssi ont été
changés en alanine dans un premier temps. Puis les résidus corrects ont été réinsérés au fur et
amesure des tours d’ affinements. Finalement, les domaines 2 puis 1 d’alF2a. de P. abyssi ont
pu étre positionnés sans ambiguité dans la densité éectronique. En fin d affinement, le
modele a été complété avec plusieurs molécules d’ eau et amélioré en affinant les valeurs du
facteur B par groupes d atomes. Le Tableau 5.18 reprend ces différents paramétres. Le
model e obtenu pour le dimere alF2ay de S. solfataricus présente un facteur R final de 23.2%
et un facteur Ry de 29.7% a3.0 A de résolution.

alF2ay de S.solfataricus

R/ Rjpre (calculé sur 6% des réflexions) 2241291
Rmsd liaisons (A) / Rmsd angles (°) 0.0093/ 1.7989
Nombre de résidus 678
Nombre de molécules d’ eau 42
Facteurs B
Protéinea (A2 59.39
Protéiney (A2) 40.11
Molécules d’ eau (A2?) 33.19
Diagramme de Ramachandran
Résidus dans |a zone favorabl e (%) 76.6
Résidus dans |es zones tol érées (%) 234
Résidus dans |es zones généreusement tol érées (%) 0
Résidus dans |es zones non admises (%) 0

Tableau 5.18 : Données cristallographiques globales du modele éabli pour alF2ay de S.
solfataricus. Ces statistiques proviennent de I’analyse du modéle final a I’aide du programme PROCHECK
(Laskowski et al., 1993).

Le modele final ainsi construit correspond aux résidus 2 a 415 d'aF2y de S.
solfataricus (Soit la protéine entiere, a I’ exception de la méthionine initiatrice normalement
clivée) et les résidus 1 a 264 d'alF2a de S. solfataricus (protéine entiere moins les deux
lysines C-terminales). Dans la structure d’alF2y, deux zones sont absentes: la région
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comprenant les résidus 36 a 43 et celle comprenant les résidus 262 a 266. Par contre, le
GDPNP, I'ion Mg2+ qui le stabilise ainsi que l’ion Zn?* du domaine du zinc sont parfaitement
visibles. Au sein d'alF2a, seule la région des résidus 48 a 52 n'est pas visuaisée dans la
densité éectronique. 42 molécules d’ eau ont également été placées dans |e modele structural.
Les chaines latérales de tous les résidus ont été positionnées dans la densité éectronique et
tous les résidus adoptent une conformation favorable comme en témoigne le diagramme de
Ramachandran (Figure 5.19). Enfin, des facteurs d’ agitation thermique de 59.4 et 40.1 A2 ont
été obtenus pour o et y respectivement

Ramachandran Plot
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Figure 5.19 : Diagramme de Ramachandran du modele d’alF2ay de S. solfataricus
affiné a 3.0 A de résolution. Les zones en rouge représentent les zones favorables (76.6%), les zones en
jaune vif indiquent les zones tolérées (23.4%) et les zones en jaune péle correspondent aux régions
généreusement tolérées. Enfin, les régions non admises sont indiquées en blanc. Les différents résidus sont
symbolisés par des carrés a |’ exception des glycines représentées par un triangle. Ce diagramme a été réalisé a
I’aide du programme PROCHECK (Laskowski et al., 1993).
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Partie D : Structure de I’hétérodimeére alF2ay de ’archée
Sulfolobus solfataricus.

1) Description générale.

1. Organisation structurale de I’hétérodimere.

La structure de I’ hétérodimeére alF2ay de I” archée Sulfolobus solfataricus, déterminée
a3.0 A de résolution, comprend les deux sous-unités a ety entiéres (&’ exception des résidus
36 a43, 262 a 266 pour y et 48 a 52 pour o). Il s'agit d'une structure relativement étendue :
les deux protéines interagissent au niveau d une unique zone de contact. La Figure 5.20
représente la structure tridimensionnelle du complexe.

alF2a

Domaine 2

Domaine 3

N Domaine 1

Figure 5.20 : Structure de I'hétérodimére alF2ay de Sulfolobus solfataricus & 3.0 A de

résolution. Figure dessinée avec PyMOL. Les domaines de Ss-al F2y sont représentés en vert, jaune et orange.
Le GDPNP est représenté en jaune au sein du domaine G. Les domaines de SsalF2a sont représentés en
différentes nuances de bleu.
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Dans son ensemble, la sous-unité y de S. solfataricus présente une organisation
similaire a celles d’'alF2y de P. abyssi et alF2y de M. jannaschii (Schmitt et al., 2002 ; Roll-
Mecak et al., 2004). Les trois domaines structuraux (le domaine G et les deux tonneaux )
sont retrouves et leur agencement en une structure compacte, avec le domaine G a proximité
des domaines Il et 11, est trés proche de celui observé au sein des deux autres sous-unités y
ainsi que dansle complexe EF1A:GDPNP (Nissen et al., 1995). Le domaine de fixation du Zn
al’ extérieur du domaine G est également présent.

L’ organisation structurale de chacun des trois domaines de la sous-unité a est ele
aussi similaire a celle rencontrée dans les autres structures d’ e/alF2a. En particulier, chaque
domaine séparé a pu étre superposé au domaine correspondant au sein de la structure de la
protéine alF2a de P. abyssi décrite au Chapitre IV. L’ orientation relative des domaines 1 et 2
de la protéine est également conservée par rapport a celle rencontrée au sein des proténes
humaine, de levure ou de P. abyssi (Ito et al., 2004 ; Nonato et al., 2002 ; Dhaliwa and
Hoffman, 2003 ; et ce travail, Chapitre IV). Notamment, les deux résidus Lys93 et Glu33
impliqués dans une interaction stabilisante entre les deux domaines d’ alF2a de P. abyssi sont
conservés chez alF2a de S. solfataricus et jouent un réle similaire de maintien de I’ orientation
relative des deux domaines N-terminaux de la proténe.

La superposition des structures d'alF2a de P. abyssi et d'aF2a de S. solfataricus
révéle une rotation du domaine 3 d' a de prés de 180° autour de I’ angle diédre N-C,174-Cq175-
N. La mobilité du bloc formeé par les domaines 1 et 2 d'a vis-avis du domaine 3 est donc
retrouvée au sein de Ss-alF2a. Elle pourrait avoir une importance fonctionnelle significative
pour le relais d’information entre alF2 et ses autres partenaires au cours du démarrage de la
traduction comme nous I’ avons déja discuté au Chapitre IV.

2. Zone d’interaction entre les deux sous-unités.

Au sein de I’ hétérodimere Ss-alF2ay, les deux sous-unités o, et y n’interagissent qu’ au
niveau d’une seule zone de contact. Les régions impliquées dans cette liaison correspondent
au domaine 2 d' alF2y et au domaine 3 d’'alF2a. La surface de contact représente environ 1700
A2 LaFigure 5.21 présente une vue rapprochée de la zone de contact.

Deux boucles du domaine 3 de Ss-alF2a sont ancrées dans deux poches formées a la
surface du domaine 2 de Ss-alF2y : il s'agit des boucles al 1 (reliant le brin f6 al’ hélice a6)
et aL2 (entre les brins B7 et f8). Au sein du domaine 2 de Ss-alF2y, la premiere poche de
fixation est délimitée par la boucle yL1 (résidus 224 a 234), la seconde par le brin f11. La
petite hélice adA de Ss-alF2y se situe ala charniere des deux poches de fixation.
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Figure 5.21 : Vue rapprochée de la zone d'interaction entre les sous-unités o et y au sein du

dimére alF2ay de S. solfataricus. Ss-alF2a est représentée en cyan, Ss-al F2y en jaune. A) Vue générale :
mise en évidence des éléments de structure impliqués dans I’ interaction. B) Interactions électrostatiques entre o
ety.

L’interaction entre les deux sous-unités implique donc la grande boucle L1 d alF2y.
En particulier, des liaisons H sont formées entre les groupes NH des chaines principales des
résidus yT228 et yG227 et le groupe CO de la chaine principale du résidu oT221. De méme,
yF230 interagit avec al219. De plus, la chaine latérale de yF230 est accolée a al200. La
chaine latérale de yL233 est impliquée dans des contacts de Van der Waals avec les chaines
latérales de aT221 et du résidu strictement conservé oY 227. Le groupe amide de la chaine
principale de yL233 interagit également avec |’atome d'azote Ne de aK197. Dans toutes les
séquences d' e/alF2a, un résidu Lys ou un résidu Arg est d’ailleurs rencontré au niveau de la
position équivalente a K197.

Au sein de la seconde poche de liaison, e groupe carbonyle de yY 300 interagit avec le
groupe NH de V193 et la chaine latérale de yD302 interagit avec le groupe amide de aT187.
Cette seconde région implique également des résidus trés conserves parmi tous les e/alF2y.
En particulier, le caractére acide du résidu occupant la position de yD302 est retrouvé dans
toutes ces sequences (voir Annexe 1).

Laboucle yL1, spécifique des facteurs e/alF2y et absente de |eurs homologues de type

facteur d'élongation tels qu'EF1A, a dg§a été identifiée dans le Chapitre III comme
responsable de la liaison ala sous-unité a. En effet, le mutant y, ., privé de cette boucle était
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incapable de s'associer in vitro a alF2a. De plus, des expériences de mutagénése dirigée
réalisée sur la protéine y de M. jannaschii ont corroboré I'identification de la zone
d’interaction. Ains les mutants yL256D et yD325A de M. jannaschii présentaient un sévere
défaut d’ association a a (Roll-Mecak et al., 2004). Ces résidus correspondent respectivement
a yL233 et yD302 chez S. solfataricus. Aingd, |’ éude structurale présentée ici est en parfait
accord avec les données biochimiques résultant de nos travaux sur les protéines de P. abyssi
et de ceux menés sur alF2y de M. jannaschii.

Dans la structure d’alF2y de P. abyssi (Schmitt et al., 2002), la boucle L1 n’avait pas
pu étre visualisée du fait d'un désordre partiel des résidus 224 a 227. Cette boucle est par
contre visible dans la structure de la protéine de M. jannaschii (Roll-Mecak et al., 2004). La
conformation adoptée par yL1 de Ss-alF2 a alors été comparée a celle observée pour la
protéine de M. jannaschii : les deux conformations sont identiques. De plus, la comparaison
des domaines 2 de chacune des trois structures d’alF2y indique que la conformation des
chaines principales est constante au sein des trois protéines : les domaines 2 et 3 d’alF2y de P.
abyssi € de M. jannaschii ont é&é superposés aux domaines correspondants d' alF2y de S.
solfataricus avec dans chague cas un rmsd de 1.17A pour 177 carbones alpha comparés. De
méme, le domaine 3 d'alF2a adopte une conformation similaire au sein de la protéine libre de
P. abyssi e au sein du complexe ay de S. solfataricus (rmsd de 1.5 A pour 83 atomes
comparés entre les deux domaines 3 d’ o). Ces résultats suggerent donc que la poche de liaison
a o est d§aformée au sein de la sous-unitéy isolée.

3. Poche de fixation des nucléotides guanine.

La cristallisation de |’ hétérodimere Ss-alF2ay a été réali sée en présence de GDPNP et
de magnésium. La poche de fixation de I’analogue du GTP a été identifiée sans ambiguité
(Figure 5.22). Les sequences consensus des protéines G sont retrouvées, en particulier les
motifs 15.SALHgg €t 140NKVD 15, qui entourent la base G du nucléotide et la boucle ,;GKT »3
qui interagit avec les phosphates B et y du nucléotide. Les deux régions Switch | et 11 sont
également identifiables, bien qu’ une partie du motif Switch | (résidus 36 a 43) ne soit pas
visible dans la densité éectronique.

Dans cette structure, I'ion Mg2+ est coordiné par 5 ligands oxygenes selon une
géométrie inhabituelle de type pyramidal a base carrée. Dans |e plan équatorial, le magnésium
est coordiné par deux oxygenes provenant des groupes phosphates 8 et y du GDPNP. Deux
autres ligands oxygenes sont amenés par les chaines latérales des deux thréonines Thr23
(motif GKT) et Thr46 (Switch ). En position apicale, ¢’est une molécule d’ eau qui vient
jouer le réle du dernier ligand. Cette molécule d’ eau est maintenue en position par une
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interaction avec la chaine latérale du résidu Asp93 et par une autre interaction avec le groupe
carbonyle de I’Ala94 (motif 3DAPGgs de la boucle Switch 11). Dans la structure
d EF1A:GDPNP de T. thermophilus, une seconde molécule deau interagit avec I'ion
magnésium qui adopte alors une coordination octaedrique classique (Nissen et al., 1995).
Dans le cas d'alF2y de S. solfataricus, cette seconde molécule d’ eau n’est pas visible dans la
densité éectronique.

Domaine 3

Figure 5.22 : Poche de fixation des nucléotides guanine dans le domaine G d'alF2y:
superposition de la structure du domaine G d’alF2y:GDP de P. abyssi et de celle du domaine
G d'alF2y:GDPNP de S. solfataricus. Les domaines de Ss-al F2y ont été colorés comme suit : domaine G
en vert, domaine 2 en jaune, domaine 3 en orange. Pour la structure Pa-al F2y:GDP, seul le domaine G a été
représenté en bleu. La molécule de GDPNP représentée est celle de la structure de Ss-al F20y: GDPNP. L’ion
Mg?" est représenté par une sphére jaune et la molécule d’ eau qui le ligande est représentée par une sphére rouge.
Les motifs caractéristiques des protéines G impliqués dans I’interaction avec le GDPNP et I'ion Mg sont
indiqués. Le mouvement des régions Switch entre |’état GDP et I'état GDPNP est indiqué par une fléche. La
numeérotation adoptée est celle de S. solfataricus. Figure réalisée avec PyMol.
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4. Les régions Switch I et Switch I1.

La conformation des régions Switch au sein de la structure de Ss-alF2y:GDPNP a été
comparée a celle des mémes régions chez Pa-al F2y: GDP (Figure 5.22). Pour lapremiere fois,
un mouvement significatif des régions Switch est observé entre les deux états ON et OFF de
la protéine. Lors du passage de laforme GDP alaforme GTP, I’ hélice de la région Switch Il
(a2) subit un déplacement non négligeable. En effet, chez S. solfataricus, cette hélice est
décalée de 3 résidus au sein de la séquence en acides aminés de y par rapport a la proténe de
P. abyssi (a2 de S. solfataricus : 1,0fMATMLSGA 10 ; a2 de P. abyssi . gJEALMTTML ().
Chez S. solfataricus, comparativement a P. abyssi, |’ extrémité N-terminae d’ o2 est déroulée,
ce qui permet d étendre la boucle précédant a2 et par conségquent, I'interaction entre |’ion
magnésium et I’Asp93 d’'une part, et I’Ala94 d'autre part, peut avoir lieu. De la méme
maniére, le résidu Gly96 interagit désormais avec le phosphate y du GDPNP. Une autre
transition, de la région Switch | cette fois-ci, permet de rapprocher la boucle Switch | du
nucl éotide guanine et autorise ainsi I’ interaction entre Thrd6 et I’'ion M g2+.

La comparaison de la position qu’ adoptent ces régions Switch avec celle rencontrée
chez alF2y de P. abyssi, chez alF2y de M. jannaschii ou chez les facteurs d’ élongations EF1A
montre que la conformation de ces deux régions Switch au sein de Ss-alF2y:GDPNP de S.
solfataricus et sSimilare a celle décrite pour les complexes EF1A:GDPNP et
EF1A:GDPNP:ARNt (Nissen et al., 1995 ; Kjeldgaard et al., 1993 ; Berchtold et al., 1993)
(Figure 5.24). En particulier, I'hélice a2 du Switch 2 est identiquement positionnée chez
alF2y de S. solfataricus et chez EF1A:GDPNP alors que son orientation est modifiée dans les
deux structures d'alF2y de P. abyssi. L’hélice A’’ rencontrée chez EF1A n’est pas visible
dans la structure d'alF2y de S. solfataricus (résidus 36 a 43 non construits car non visibles
dans la densité électronique). Chez EF1A, cette hélice fait partie de la région effectrice qui
interagit avec I’ARNt mais également avec I’ion Mg2+ par I'intermédiaire d' une seconde
molécule d'eau. Cette seconde molécule d’eau forme en effet une liaison H avec le résidu
Asp9l chez EF1A de T. thermophilus (Nissen et al., 1995). Chez alF2y de S. solfataricus, ce
second ligand H,O N’ est pas visualisé dans la densité électronique. De ce fait, la coordination
octagdrique préférentielle de I'ion magnésium observée dans les complexes EF1A:GDPNP
(Nissen et al., 1995 ; Kjeldgaard et al., 1993 ; Berchtold et al., 1993) apparait ici comme une
géométrie de type pyramidale a base carrée.

Chez EF1A, les deux hélices A’ et A’ participent a l|'interaction avec le
polynucléotide ARNt. L’absence d’ ARNt dans la structure du complexe Ss-alF2ay pourrait
expliquer pourquoi I'hélice A’’ de Ss-alF2y ne peut adopter une conformation stable. En
présence du Met-ARNtV®, A" pourrait alors se stabiliser et le résidu Ser36 (qui occupe la
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position équivalente a D51 d’'EF1A dans la sequence d'alF2y) pourrait alors venir stabiliser
I”ion magnésium en rétablissant son héxa-coordination.

A) B)
71
Domaine Zn
Switch I
) 31
Switch I
Switch IT Rach T
e
SS-GIFZyieDPNP-M92+ Tt+-EF1A :(5DPNP-M92+
C) D)

omaine Z ' .
Domaine Zn Domaine Zn

Switch T %

Switch I 3

Switc
Pa-aIF2y:GDPNP-Mg* Pa-aIF2y:GDP-Mg**

Figure 5.23 : Conformation des régions Switch au sein d'alF2y et d EF1A. Les différentes
représentations sont déduites de la superposition des domaines G d'alF2y de S. solfataricus, d EF1A au sein du
complexe EF1A:GDPNP:ARNt (Nissen et al., 1995) et d'alF2y de P. abyssi sous forme GDPNP et sous forme
GDP (Schmitt ez al., 2002). Dans chague structure, larégion Switch | est colorée en orange et larégion Switch 11
en rouge. A) alF2y:GDPNP de S. solfataricus : Switch | (G31 a G50) et Switch Il (D93 a G113). B)
EF1A:GDPNP (Code PDB : 1TTT): Switch | (Y47 & A66) et Switch Il (D81 & G101). C) alF2y:GDPNP de P.
abyssi : Switch | (G33 a G50) et Switch |1 (D90 a G110). D) alF2y:GDP de P. abyssi : Switch | (G33 & G50) et
Switch I (D90 a G110). Seul un tres faible réarrangement des régions Switch est observé entre C) et D). La
région la plus affectée est la boucle du Switch Il qui, aprés fixation du GDPNP, se déplace de telle maniere que
D90 n'interagit plus avec I’ion magnésium.
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2) Positionnement de I’ARNt au sein du complexe Ss-alF2ay.

1. Modéle de positionnement.

L’ étude des mouvements des Switch d’ alF2y a montré qu' au sein de I’ hétérodimere
Ss-alF20y:GDPNP, vy adoptait une conformation tres proche de celle d EF1A complexé au
GDPNP et a un ARNt élongateur. C'est d’'ailleurs au sein de cette structure ay que la plus
grande similarité est rencontrée avec EF1A en conformation active. Un rmsd de 1.64 A pour
302 Ca comparés est obtenu lors de la superposition d'alF2y de S. solfataricus avec
EF1A:GDPNP. Un rmsd de seulement 1.95 A pour 253 atomes comparés est obtenu s Ss-
alF2y est remplaceé par Pa-alF2y ou Mj-al F2y.

En réalité, dans la structure de I’ hétérodimere Ss-alF2ay, le mouvement de la région
Switch | permet I'ouverture d’un tunnel dans lequel la tige acceptrice 3' de I’ARNt peut
s engager pour atteindre la poche de fixation du résidu méthionine dans le domaine 2 d’ alF2y
(poche de fixation identifiée par homologie avec EF1A et confirmée par mutagénese dirigée
dans le Chapitre III de ce manuscrit). Un modél e de positionnement encore mieux gjusté de
I”’ARNt sur ce complexe Ss-alF2ay a donc été directement déduit de la superposition de la
structure de I'hétérodimere Ss-alF2ay a la structure complete du complexe
EF1A:GDPNP:Phe-ARNt™ (Nissen et al., 1995) (Figure 5.24).

Le modele de positionnement ainsi construit n’interfere a aucun endroit avec la
structure de Ss-alF2y et/ou Ss-alF20 et aucun gjustement par rapport au modele déduit de la
seule superposition de y avec EF1A N’ a été nécessaire. Notamment, aucune réorientation des
domaines 2 et 3 de y par rapport au domaine 1 n’'a été nécessaire pour permettre I’ insertion de
la tige acceptrice de I'ARNt au sein de la protéine. La Figure 5.24 montre que la base
terminale A76 de I’ ARNt vient se fixer dans la poche du domaine 2 de y formée par les brins
B11 et p14. L’ acide aminé chargé sur I’ ARNt vient quant a lui se loger dans un creux formeé
par les brins B7, 8 et B14 d'un cbté et par larégion Switch | de |’ autre coté.

Ce modéle de positionnement permet de plus d expliquer les résultats biochimiques
obtenus avec divers mutants de la sous-unité y. Ainsi, les mutants suivants présentaient un
sévére défaut d'interaction avec la molécule d ARNt : Y 142H chez lalevure (Erickson et al.,
1997), R319D et G397A chez M. jannaschii (Roll-Mecak et al., 2004), G235D chez P. abyssi
(Schmitt et al., 2002 et cette étude) et R510H chez lalevure (Dorris et al., 1995). Ces résidus
correspondent respectivement a Y51, R219, A296, G239 et R406 chez Ss-alF2y (voir Figure
5.24 pour leur localisation). Dans la structure du complexe Ss-alF2ay, Y51 appartient a la
région Switch | et, d apres le modéle de positionnement, il serait accolé al’ acide aminé porté
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par I’ ARNt. Les résidus R219 (B7), G239 (38) et A296 (p14) contribueraient a la liaison de
I" acide aminé et de la base terminale A76. R406 est situé assez loin de cette zone, dans le
domaine 3 d'alF2y. Cependant, d’ aprés notre modele, ce résidu interagirait avec le bras T de
I”’ARNt. Un fait remarquable dans la structure d’alF2y de S. solfataricus est que les chaines
latérales des résidus Y51, R219 (Switch I) et égaement F221 (domaine 2) adoptent une
position totalement différente de celle qu’ils occupent dans les structures d’ alF2y de P. abyssi
ou de M. jannaschii. Ces nouvelles positions pourraient résulter des mouvements des deux
régions Switch observés dans la structure de I’ hétérodimere ay et ils pourraient refléter une
réorganisation du site de fixation de I’ ARNt au sein du dimere alF2ay.

Figure 5.24 : Modéle de positionnement du Phe-ARNt™ sur la structure d'al F2ay:GDPNP
de S. solfataricus & partir de la structure du complexe EF1A:GDPNP:Phe-ARNt™ (Nissen et
al., 1995). La surface moléculaire du dimére ay est représentée en transparence. Les domaines de chaque sous-
unité sont colorés suivant le méme code que dans la Figure 5.20. La surface correspondant a la molécule de
GDPNP est représentée en blanc au sein du domaine G de y. La boucle L1 et les résidus importants pour la
reconnaissance de I’ ARNt sont indiqués.
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2. Role de la sous-unité o dans la liaison de P ARNTt.

Comme pour P. abyssi, le domaine 3 d'alF2ua de S. solfataricus est nécessaire pour
conférer a Ss-alF2y une affinité optimale vis-avis del’ ARNt initiateur. Deux hypotheses sont
envisageables pour expliquer le réle joué par apz dans le renforcement de cette affinité: le
domaine 3 d’alF2a pourrait interagir directement avec le polynucléotide ou bien son action
pourrait étre indirecte, ¢’ est-a-dire qu’ a pourrait induire une réorganisation conformationnelle
de y qui serait aors plus affine pour I’ARNt. Les expériences de retard de migration de
I’ARNt sur gel de polyacrylamide décrites au Chapitre III ont montré que le domaine 3
d alF2a présente une capacité deliaison des ARNs qui est en faveur d’un contact direct entre
aps €t le polynucléotide. Cependant, cette propriété n’est pas spécifique du motif ARNt. De
plus, des expériences de titrage par RMN en présence du domaine 3 d’ elF20. humain marqué
avec de Iazote ©°N et en présence o ARNtM® libre n’ ont révélé aucune interaction entre les
deux molécules (Ito et al., 2004). Au vu de ces résultats, le mode de participation d’ o restait
donc assez flou et nécessitait une étude plus approfondie.

La structure de |’ hétérodimere Ss-al F2ay décrite dans ce chapitre ainsi que le modele
de positionnement de I’ ARNt réalisé sur le complexe ne nous permettent pas d' envisager une
interaction directe entre les deux molécules. Comme le montre la Figure 5.24, dans cette
conformation, le domaine 3 d'a ne présente aucun résidu suffisamment proche pour étre
engageés dans une interaction directe avec le polynucléotide. Deux hypothéses restent toutefois
plausibles: lors de la fixation de la molécule dARNt sur alF2y, un changement
conformationnel pourrait avoir lieu et permettre le rapprochement d' o de I’ ARNt, autorisant
ainsi un contact direct entre les deux partenaires. Ou bien, encore une fois, la participation d a
pourrait étre indirecte.

Pour tester la premiére idée, nous avons cherché sur la surface d alF2ap3 les résidus
pointant vers la molécule d ARNt et qui, en cas de changement conformationnel, pourraient
se retrouver en contact direct avec le polynucléotide. Deux résidus apparaissent ainsi étre de
bons candidats pour une interaction potentielle : il s'agit des résidus Argl86 et Arg226. Ces
deux résidus chargés positivement pourraient former des interactions électrostatiques avec le
squelette phosphaté de I’ ARNt en cas d’ un rapprochement du domaine 3 d' alF2o. Le résidu
R226 est d'ailleurs tres conserveé parmi les différents e/alF2a et un résidu de méme polarité
est généralement rencontré en son absence (Lys, Asn).

En conséquence, les deux mutants ponctuels origsa € Oroosa ONt €€ construits par

mutagénese dirigée par la méthode QuikChangeTM Site-Directed Mutagenesis de Stratagene a
partir du vecteur cible pET3aasslpa. Les protéines résultantes ont été purifiées selon le méme
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protocole que la protéine native. Dans un premier temps, leur capacité d’ assemblage avec la
sous-unité y a été testée sur gel de polyacrylamide natif. Aprés vérification de |’ appariement
entre les deux sous-unités pour chaque mutant, |’ hétérodimeére correspondant a été purifié.
Puis, les hétérodimeres mutés ont été testés pour leur capacité alier I’ ARNt initiateur. Le test
de protection contre la déacylation a été reproduit en présence de ces différents mutants a
51°C et 32 nM en *S-Met-ARNt"®. Le Tableau 5.25 reprend les valeurs de Kd obtenues.

o B v Kd (nM)
1 X X = 15+05
2 A A 75+10
3 Triscn x 7.4+ 10
4 OR226A = 27+35
S Oy227A A 23+15

Tableau 5.25: Constantes de dissociation des assemblages d’alF2 de S. solfataricus
mentionnés en présence du Met-ARNtM® o’ E. coli 2 nM et de 1 mM GDPNP-Mg®". Les sous-
unités présentes dans |’ assembl age testé, natives ou mutées, sont indiquées par une Croix.

L’ hétérodimere Ss-alF2ar1gsay protége I’ARNLt initiateur de la déacylation avec la
méme efficacité que I’ hétérodimere natif. Par contre, |’ affinité de Ss-al F20r006aY pour le Met-
ARNtM® quoique relativement élevée, est réduite d’'un facteur 3 par rapport a celle du
complexe natif. Cependant, cette variation, bien que significative, reste trop faible pour
permettre d envisager une liaison directe d’ ap; a I’ARNt par I'intermédiaire du résidu
Arg226. 1l faut également noter qu'un réarrangement conformationnel permettant une
interaction directe entre alF2a et I’ ARNt nécessiterait une distorsion importante de |’ interface
aly. Unetelle distorsion semble peu probable du fait de larigidité apparente de cette interface.

3) Les sous-unites a et y : un role concerte au sein de
’heterotrimere ?

Jusgu’ a présent, seules deux structures d’alF2y étaient disponibles dans la littérature :
celle d'alF2y de P. abyssi, sous forme libre ou complexée a du GDPNP ou du GDP (Schmitt
et al., 2002) et celle dalF2y de M. jannaschii sous forme libre (Roll-Mecak et al., 2004).
Dans toutes ces structures, une conformation fermeée des trois domaines est observée et cette
conformation est similaire a celle rencontrée pour EF1A au sein du complexe actif
EF1A:GDPNP (Nissen et al., 1995). Cette conformation étant retrouvée dans les différentes
structures d’alF2y, il est peu probable gu'elle soit due a un effet d empilement au sein des
cristaux de chaque protéine. Ainsi, la conformation ouverte observée chez EF1A:GDP ne
semble pas exister pour la sous-unitéy du facteur de démarrage.
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Dans le cas, d’'alF2y de P. abyssi, de trés faibles changements conformationnels sont
observés entre les formes GDP et GDPNP (Figure 5.23.C et D). Les régions Switch, ou se
localisent généralement les réorganisations les plus significatives, ne sont pratiquement pas
modifiées lors de cette transition. La structure d’alF2y de S. solfataricus obtenue au sein de
I” hétérodimere ay constitue le premier exemple pour lequel les régions Switch adoptent une
conformation différente et cette nouvelle conformation est identique a la conformation des
Switch observée au sein du complexe EF1A:GDPNP. Dans le cas de P. abyssi ou de M.
jannaschii, bien que la conformation globale de la protéine ressemble a celle
d EF1A:GDPNP, les régions Switch adoptaient un repliement plus proche de I’ é&tat OFF des
protéines G, et par conséquent, moins affin pour I’ARNTt. Il faut noter que dans le cas de P.
abyssi, les structures en présence de GDP et de GDPNP ont été obtenues par trempage de
cristaux libres de tous nucléotides dans des solutions contenant ces nucléotides guanine, et
également par ensemencement a partir de cristaux natifs. Les changements conformationnels
normalement induits par la fixation du GTP/GDP pourraient ainsi avoir été restreints du fait
de I’empilement cristallin d§ja formé. Cette hypothese ne peut étre exclue. Cependant, une
autre explication est a envisager : au sein de I’hétérodimere ay, la présence d’ alF2a. pourrait
aider la sous-unité y a atteindre une conformation stable des régions Switch induite par la
fixation du GDPNP et correspondant a un état ON de la protéine. Cette hypothése expliquerait
un réleindirect d alF2a dans laliaison de I’ ARNL.

Une derniere mutation a été étudiée au sein de la sous-unité Ss-alF2a : Y227A. Le
mutant oy 2074 @ €té construit de la méme maniére que les deux autres mutants ponctuels arigsa
et oroea. Ce résidu Y227 se trouve au niveau de la zone d'interaction entre Ss-alF2o. et Ss-
alF2y, au sein de la boucle aL2. Il établit notamment une interaction de type Van der Waals
avec le résidu Leu233 de Ss-alF2y. Sa mutation en aanine n'entraine pas de défaut
d association au sein de |’ hétérodimeére ay (confirmation par assemblage sur gel natif acide).
Par contre, la mutation réduit I’ affinité de I’ hétérodimere oy muté pour le Met-ARNt" o un
facteur 3 (Tableau 5.25). Ainsi, une perturbation méme légere au niveau de I’ interface entre
alF2a et alF2y est suffisante pour moduler I’ affinité du complexe pour I’ARNL initiateur.
Dans le méme ordre d'idée, il faut rapprocher le comportement de ce mutant de celui du
mutant y,, 1 obtenu pour alF2y de P. abyssi et décrit au Chapitre II1. Ce mutant, qui présente
un défaut d’ association vis-a-vis d' alF2a, est également dans |’ incapacité d’interagir avec le
Met-ARN V. Ce résultat suggére donc un lien étroit entre I’intégrité du site de liaison
d’ alF2a sur y et I'acquisition par alF2y d une conformation productive optimale pour la
liaison de I’ ARNL.
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L’absence de réarrangements conformationnels majeurs au sein d'alF2y selon la
nature du nucléotide guanine lié est relativement surprenante par rapport au cas d’ EF1A.
Pourtant, la GTP-dépendance de lafixation de I’ ARNt est confirmée. En effet, chez lalevure,
I affinité o' el F2 pour le Met-ARNt"® est modulée d' un facteur 20 selon que le nucléotide lié
est le GTP ou le GDP. L’ éat pour lequel y est complexé au GTP pourrait d’ ailleurs favoriser
des interactions avec le résidu méthionine, non réalisées avec la forme GDP d’elF2y, tandis
gue le site de fixati on du corps du polynucléotide resterait identique entre les deux états de la
protéine (Kapp and Lorsch, 2004). L’'importance décisive du résidu méthionine dans la
reconnai ssance specifique de I’ ARNt initiateur serait ainsi corrélée ala nécessité pour y d’ étre
sous forme GTP. Dans le cas de I’ hétérotrimere alF2 de S. solfataricus, une comparaison des
affinités du facteur pour I’ ARNt en présence de GDPNP et en présence de GDP a également
été réalisée (Tableau 5.26).

o B Y Kd (nM)
GDPNP X X 75+10
GDP X X 600 + 20

Tableau 5.26 : Comparaison de I’ afinité d’alF2ay de S. solfataricus pour le Met-ARNM®
d'E. coli (2 nM) en présence de 1 mM GDPNP-Mg®* ou de 1 mM GDP-M¢?".

Un facteur 80 existe donc entre les Kds des deux formes ay:GDPNP et ay:GDP de
I”hétérodimere. Ce résultat est en accord avec les considérations structurales évoquées
précédemment qui montrent que laformation d’un site optimal de liaison de I’ ARNt nécessite
un mouvement de la région des Switch au sein d'alF2y. Ce mouvement est effectivement
observé entre les deux structures alF2ay:GDPNP de S. solfataricus €t alF2y:GDP de P. abyssi
et il crée la poche de fixation du résidu méthionine de I'ARNt. Ce résultat explique donc de
maniére convaincante la GTP-dépendance de laliaison de I’ ARNt par alF2.

Récemment, un résultat similaire a été obtenu pour le facteur d’ @ongation SelB qui est
responsable de I'incorporation de sélénocystéine (Sec) au sein des chaines polypeptidiques
(Letbundgut et al., 2005). Ce facteur reconnait en effet spécifiquement I’ ARNt™ qui n’est pas
pris en charge par le facteur d’ éongation EF1A (Rudinger et al., 1996). Cet ARNt™ est
chargé avec une sélenocystéine et SelB I'incorpore au niveau d un codon stop UAG présent
au site ribosomal A s une séquence SECIS caractéristique (structure en épingle a cheveu
présentant des éléments consensus) est présente en aval sur I’ARNmM pour indiquer
I"incorporation de la Sec. Ce facteur est homologue au facteur d’ éongation EF1A, mais
également a la sous-unité y d' e/alF2. SelB remplit une fonction similaire a e/dF2 puisqu'il
reconnait un ARNt spécifique, contrairement a EF1A qui reconnait tous les autres ARNts. Par
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contre, il intervient dans la phase d’ élongation. Dans le cas de SelB comme dans le cas
d alF2y, les trois structures obtenues sous forme apo, GDP et GTP présentent toutes une
configuration genérale qui correspond a la conformation fermée de la forme active
EF1A:GTP:ARNt. Aucun changement conformationnel majeur n'est observé entre les
différentes formes de SelB. Par contre, un réarrangement subtil de la région Switch Il alieu
lors de lafixation du GTP et les auteurs proposent ainsi une explication pour la liaison GTP-
dépendante de I’ ARNt™,

Les changements conformationnels permettant cette modulation d' affinité entre les
états GDP et GTP semblent donc ne mettre en jeu que de subtil s gjustements de la position
respective des différents domaines d'alF2y. Le large mouvement du domaine 1 observé dans
le cas d’ EF1A n’est pas retrouveé chez son homologue du démarrage de la traduction. Pour le
facteur d’ éongation, une telle réorganisation est supposée survenir dans les trois domaines du
monde vivant (Andersen et al., 2003 ; Vitagliano et al., 2001). Son absence chez e/alF2
pourrait impliquer qu’un tel mouvement ne soit pas nécessaire dans le cas du facteur de
démarrage. De maniére intéressante, la conformation ouverte du facteur EF1A:GDP est aussi
systématiquement observée dans les complexes EF1A:EF1B (Jeppesen et al, 2005;
Andersen et al., 2000 ; Wang et al., 1997 ; Kawashima et al., 1996). Il est donc possible que
cette conformation ouverte de laforme GDP d' EF1A soit en fait liée a la présence du facteur
d échange. Dans ce cas, il serait logique de ne jamais observer cette conformation pour la
protéine alF2y puisgu’il n’existe pas de facteur d’ échange chez les Archées, latransition GDP
— GTP étant supposée survenir de maniere spontanée.

Cette différence structurale entre e/alF2y et EF1A pourrait enfin refléter une
divergence au sein des mécanismes de relargage de ces deux facteurs du ribosome. En effet,
dans le cas d' elF2, I’ gection du facteur est conditionnée par I’ hydrolyse de la molécule de
GTP que porte y et cette hydrolyse est déclenchée par la GAP elF5. Aucun homologue d’ el F5
n'existant chez les Archées, le ribosome pourrait lui-méme activer la fonction GTPase du
facteur alF2 ou bien un autre facteur encore inconnu pourrait jouer ce role (voir Chapitre II).
Dans tous les cas, un mécanisme specifique des Archées pourrait entrer en jeu — un
meécanisme nécessitant une autre réorganisation structurale d’alF2 que celle rencontrée chez
EF1A.

L’ ensemble des résultats décrits dans ce Chapitre V a fait |’objet d’ une publication
dans Structure.
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Le facteur hétérotrimérique e/alF2 joue un réle centra dans le démarrage de la
traduction chez les Eucaryotes et chez les Archées. Il conduit I’ ARNTt initiateur méthionylé
jusqu’au ribosome et assure la spécificité de sélection du codon de démarrage sur I’ ARNm.
La structure cristallographique d’alF2y de I’ archée Pyrococcus abyssi, précédemment résolue
au laboratoire, a révélé une trés forte homologie entre alF2y, qui constitue le cceur de
I"hétérotrimere, et le facteur d’éongation bactérien EF1A. La sous-unité y du facteur de
démarrage e/alF2 pourrait ainsi reconnaitre la molécule d ARNt selon un mode similaire a
celui observé pour EF1A. Cependant, y possede des caractéristiques structurales propres qui
pourraient étre responsables de sa spécificité d’ action dans |e démarrage de la traduction.

Letravail propose avait pour objectif de mieux comprendre le mode de reconnai ssance
du Met-ARNt;® par alF2 et, en particulier, de déterminer le réle joué par chacune des sous-
unités de I'hétérotrimére dans cette liaison. Pour cela, nous avons tout d'abord chois
d éudier le facteur alF2 de I’ archée hyperthermophile P. abyssi. Dans un premier temps, nous
avons mis en place un test in vitro de protection de I’ ARNt contre la déacylation spontanée
pour suivre |’association du facteur alF2 au Met-ARNt®. Ce test nous a permis d’ évaluer
I"'importance des déterminants nucléotidiques de I’ ARNTt initiateur méthionylé pour sa prise
en charge spécifique par alF2. Aingi, le résidu méthionine joue un réle primordial dans cette
reconnaissance. Les autres déterminants de I’ ARNt, en particulier la paire de bases 1-72, ont
également un réle, bien que mineur, dans la spécificité de cette interaction. Nous nous
sommes ensuite intéressés a la contribution de chacune des sous-unités du facteur alF2 ala
reconnaissance du Met-ARNt;V®. Nous avons établi que la sous-unité y seule était capable de
lier spécifiquement le Met-ARNtM®. Par contre, son affinité pour I’ ARNt est trés réduite
comparativement a celle de I'hétérotrimére. Ce résultat nous a conduit a envisager
I"implication d’une autre sous-unité dans la liaison du polynucléotide. Effectivement, en
présence de la sous-unité a, y retrouve une affinité optimale pour I’ARNt. Par contre,
I’omission de la sous-unité B ne semble pas modifier I'affinité du facteur pour le Met-
ARNt ¥, Nous avons alors entrepris une cartographie des zones d’interaction entre alF2y et
alF2a par analyse mutationnelle des deux sous-unités. Cette analyse arévélé que le domaine 3
d alF2a interagit avec le domaine 2 d’alF2y par I’intermédiaire d’ une boucle idiosyncratique
du domaine 2 de y. L’analyse mutationnelle d’alF2y a également permis de montrer que le
mode de reconnaissance de I’ARNt par alF2y était similaire & celui du facteur d’ éongation
bactérien EF1A. Enfin, le dimére alF20pzy S est révélé nécessaire et suffisant pour retrouver
une affinité pour I’ ARNt comparable a celle du facteur natif.

Compte tenu du réle primordia joué par alF2a dans la reconnaissance du Met-
ARNtM®, |a seconde étape de ce travail a consisté a résoudre la structure compléte de cette
sous-unité, et en particulier celle du domaine 3 qui était aors inconnue. Les structures
d'alF20 entigre et de la forme apy3 ont été résolues et affinées & 3.37 et 2.26 A,
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respectivement (R = 24.9 %, Rjipre = 29.0 % pour o ; R = 23.6 %, Rjipe = 28.5 % pour a.p,.3).
Ces structures ont montré que I’ organisation en 3 domaines de la protéine o est conservée
chez les Eucaryotes et chez les Archées. Les domaines 1 et 2 de la protéine adoptent une
orientation relative fixe tandis que le domaine 3 est mobile vis-a-vis de ce bloc rigide ap;.».
Une comparaison des ségquences d e/alF2a. a montré que les zones de conservation d’ o se
situaient principalement dans le domaine 1 et dans le domaine 3 de la protéine. De plus, la
recherche d’homologues structuraux pour ces deux domaines a permis de les rapprocher de
protéines liant les acides nucléiques. Nous avons confirmé par des expériences de retard de
migration que ces deux domaines présentent des propriétés générales de liaison des ARNs. Au
vu de ces résultats, une interaction directe entre le domaine 3 d'alF2a, qui connecte la sous-
unité y pres de la poche présumée de fixation du résidu méthionine de I’ARNt, et le
polynucléotide pouvait étre envisagée. D’ autre part, le domaine 1 d’alF2a, qui n’interagit pas
avec I’ARNt, pourrait interagir avec un autre partenaire de type ARN du démarrage de la
traduction, tel que I’ARNmM ou un ARN ribosomal. Enfin, la mobilité du domaine 3 au sein
d alF2a pourrait permettre le relais d' informations entre y et d’ autres partenaires au cours du
démarrage de latraduction.

A partir de ces résultats, nous avons reporté notre intérét sur I’ hétérodimere ay. Les
essais cristalographiques menés sur les protéines du facteur de P. abyssi ont conduit a
I’ obtention de cristaux du dimére apsy diffractant & 4.7 A et une solution de remplacement
moléculaire a été obtenue. Cependant, la structure du complexe n'a pu étre résolue. Nous
avons donc choisi d'étudier les protéines issues d'un nouvel organisme: Sulfolobus
solfataricus. Les sous-unités séparées du facteur Ss-alF2 ont été produites et nous avons
confirmé les résultats obtenus avec les protéines de P. abyssi concernant le role des
différentes sous-unités dans la liaison de I’ ARNt : comme chez P. abyssi, o est essentiel ala
liaison optimale de I’ARNt initiateur méthionylé et au sein de Ss-alF2a, le domaine 3 a lui
seul peut accomplir cette fonction. Toutefois, chez S. solfataricus, la sous-unité B pourrait
avoir un role, bien que minoritaire, dans cette interaction. De plus, la sous-unité y seule ne
semble pas capable de lier le Met-ARNtM®. Ces différences pourraient étre liées aux
conditions de croissance qui différent entre ces deux organismes. En effet, |la température de
51°C utilisée lors de nos expériences est plus proche de la température optimale de croissance
de S. solfataricus que de celle de P. abyssi.

Finalement, la résolution de la structure de |’ hétérodimeére alF2ay de S. solfataricus a
3.0 A de résolution (R = 22.4 %, Riibre = 29.1 %) a confirmé I’identité des régions des deux
protéines impliquées dans I’interaction a-y et a permis d’ apporter une lumiére nouvelle sur le
mécanisme de reconnaissance de I’ARNt par alF2. Au sein de cette structure, les régions
Switch du domaine G d'al F2y adoptent une conformation similaire a celle observée au sein de
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la forme active EF1A:GTP:Phe-ARNt™ du facteur d’ élongation, permettant d’ expliquer la
GTP-dépendance de laliaison du Met-ARNtM® par alF2.

Au regard du travail accompli, de nouvelles questions sont apparues. Un nouveau
modele de positionnement de I’ ARNt au sein de ce complexe ay, plus précis a été réalisé. |l
suggére que la sous-unité o N’ entrerait pas en contact direct avec le polynucléotide ARNt. A
partir de ces seuls résultats, une interaction directe entre a et I’ ARNt ne peut cependant pas
étre exclue. Toutefois, o pourrait contribuer au renforcement de I’ affinité de y pour I’ ARNt
par un mécanisme indirect. Notamment, o pourrait stabiliser les mouvements
conformationnels observés au sein de la sous-unité y lors de la fixation du GTP et qui
permettent de placer alF2y dans une conformation active pour lier I’ ARNt. Larésolution de la
structure du complexe oy en présence dARNt constitue |'étape suivante dans la
compréhension du réle joué par o et y dans la reconnaissance du polynucléotide. L’ obtention
de structures de y et d’'ay cocristallisés avec différents nucléotides (GDP, GTP) pourrait
également permettre de préciser la part imputable a a et celle imputable au seul GTP dans la
réorganisation conformationnelle de y qui permet a cette sous-unité d’ étre en conformation
active pour lier I’ ARNL.

Une autre question majeure demeure: le role joué par la sous-unité B, ains que sa
position au sein de | hétérotrimére. Au vu des résultats que nous avons obtenus, B ne semble
en effet pas impliquée dans la liaison du Met-ARNtV®. Chez les Eucaryotes, B ponte
I"interaction d’elF2 avec la GAP elF5 et la GEF elF2B. Chez les Archées, ces facteurs ne
possedent pas d’ homologues. Dans ces conditions, le role joué par alF23 souleve bien des
interrogations. De plus, malgré I’ analyse mutationnelle gue nous avons entreprise sur y, nous
n’avons pas pu identifier la zone d'interaction entre alF2p et alF2y. Le positionnement de 3
par rapport a la sous-unité y et a I’ARNt reste donc a déterminer. En particulier, il a été
proposé que le domaine C-terminal de  lie I’ARNm. Or la zone d’interaction entrey et  est
située dans le domaine central d’ elF23 (domaine N-termina d' alF2f). Compte tenu de la
taille relativement faible de la protéine B, il est difficile d'imaginer que la protéine puisse ala
fois lier y et ’ARNmM qui se situe prés de la boucle anticodon de I’ARNt, a une distance
relativement grande de la sous-unité y par rapport a la taille de B. Dans ces conditions, 3
pourrait plutét interagir avec I’ ARN ribosomal.

Finalement, toutes ces considérations posent la question du positionnement du
complexe ternaire alF2:GTP:Met-ARNt™® sur le ribosome. A partir de la structure de
I"hétérodimére Ss-alF2ay, il était tentant de réaliser un modéle de positionnement d'ay au
niveau du site ribosomal P. Pour cela, nous avons utilisé la structure de la sous-unité 30S de
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T. thermophilus au sein du complexe IF1:30S (Carter et al., 2001). La position des ARNts aux
sites A, P et E a été obtenue a partir de la structure du ribosome 70S de 7. thermophilus
cristallisé en présence des 3 ARNts (Yusupov et al., 2001). Le positionnement du complexe
alF2ay a été réalisé en superposant au préalable I’ ARNt du site P et la molécule d ARNt du
complexe EF1A:GDPNP:Phe-ARNt™ (Nissen et al., 1995), puis en superposant alF2y et
EF1A (Figure 5.27).

Dans ce modéle, la face concave du domaine 1 d' alF2a se retrouve a proximité des
nucléotides 1473 a 1475 de I’hélice H44 de I’ ARN ribosomal 16S. Cette hélice H44 joue un
réle primordia dans la fonction du ribosome. En effet, les nucléotides 1492 et 1493 de cette
hélice font partie du centre de décodage du site A (Clemons et al., 2001). De plus, H44 se
prolonge jusgu’ au site P de la 30S. Ce modéle rend ainsi compte des propriétés de liaison des
ARNSs observées pour le domaine 1 d'alF2a. La face concave de I’OB-fold serait en contact
avec I’ARNr 16S, ce qui est cohérent avec le mode de reconnaissance des ARNS par les
protéines présentant un tel motif. D’autre part, ce modéele relie la sous-unité a et le site
ribosomal P. Il pourrait ainsi fournir une explication au role joué par o dans la sélection du
bon codon de démarrage. On peut également noter que lorsque le positionnement est réalisé
sur I’ ARNt présent au site ribosomal A, I’interaction du domaine 1 d’ alF20. avec I’hélice H44
est toujours observeée.

Finalement, ce model e est cohérent avec |” hypothese d’' un relais de I'information entre
alF2y et le ribosome lors du démarrage de la traduction. En particulier, lorsgue I’ appariement
codon-anticodon est réalisé au site P, I'information pourrait étre transmise via |’hélice H44
puis alF2a (par I'intermédiaire d’ un mouvement d’aps par rapport aux domaines 1 et 2 d’ o)
jusqu’a la sous-unité y qui déclencherait alors |I’hydrolyse du GTP. Ce modéle souleve de
nombreuses questions particuliérement intéressantes et des études complémentaires sont
nécessaires pour comprendre les mécanismes qui permettent de coupler la reconnaissance du
bon codon de démarrage et |I'hydrolyse du GTP porté par e/alF2 au sein de la machinerie
traductionnelle.
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Figure 5.27 : Modéle de positionnement de I'hétérodimére alF2ay de S. solfataricus sur la
sous-unité ribosomale 30S de T. thermophilus. Lastructure de la sous-unité 30S provient de la structure
du complexe IF1:30S de T. thermophilus (Carter et al., 2001). La position des ARNts aux sites A, P et E
(respectivement en violet, cyan et vert) a éé déduite de la structure du complexe 70S de T. thermophilus
(Yusupov et al., 2001). Un positionnement du complexe EF1A:GDPNP:Phe- ARNt™™ (Nissen ef al., 1995) a été
réalisé au préalable au niveau du site ribosomal P, par superposition des deux molécules d’ ARNt. Puis, la sous-
unité y du complexe alF2ay de S. solfataricus a été superposée au facteur EF1A. Le complexe Ss-alF2ay est
représenté en bleu foncé sur ce modéle. Enfin, I'hélice H44 de la sous-unité 30S est représentée en rouge sur la
structure du ribosome (protéines et ARNr en rose pale).
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Materiels et Méthodes.

Reéactifs et techniques générales de biologie moléculaire.

Les expériences de mutagenese dirigée et de clonage ont été réalisées par PCR sur des
appareils GeneAmp 2400 (Perkin EImer, Wellesley, Maryland). Les oligonucléotides ont été
commandés chez MWG Biotech AG (Ebersberg, Allemagne) et les désoxyribonucl éotides
chez Amersham (Uppsala, Suéde).

Pour la production des domaines séparés des sous-unités o, et B du facteur alF2, un
protocole de PCR classique a été utilisé a partir de 5 ou 10 ng d’ ADN cible, 50 pmoles de
chacune des amorces oligonucléotidiques et les quatre désoxyribonucléotides (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) a une concentration finae de 200 uM chacun. 2 unités d ADN polymérase
thermosensible (Taqg DNA Polymerase de Roche) ains que 0,4 unités de polymérase avec
activité de relecture (Pfu de Stratagene) dans le tampon approprié ont été gjoutées dans le
mélange. Les PCR ont été réalisées sur 30 cycles comprenant une phase de dénaturation a
94°C pendant 15s, une phase d hybridation a 51°C pendant 30s et une phase d’ élongation a
72°C pendant 1 min. Les produits de PCR ont ensuite éé purifiés sur colonne a ADN
(colonne TSK Gel DNA, TOSOHAAS, Japon).

Les mutants ponctuels et les mutants de délétion des sous-unités alF2y et alF2o ont
été obtenus avec le kit QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis de Stratagene. Ce protocole
utilise 50 ng d’ ADN cible, 15 pmoles de chacune des amorces oligonucl éotidiques, les quatre
désoxyribonucléotides a une concentration finale de 200 uM chacun et 2,5 unités de
polymérase Pfu Turbo (Stratagene). Les PCR ont été réalisees sur 12, 16 ou 18 cycles selon
gu'il sagit dune mutation ponctuelle, de la mutation d'un seul codon ou d'une
insertion/dél étion. Chague cycle comporte une phase de dénaturation a 95°C pendant 30s, une
phase d’ hybridation a 50°C pendant 30s et une phase d’ @ongation a 68°C pendant 10min. Les
produits de PCR ont alors été digérés par 10 unités de Dpnl (New England Biolabs, Beverly,
Massachussetts) durant 1 heure a 37°C. Cette enzyme de restriction coupe spécifiquement
I’ ADN méthylé parental non muté. Les plasmides mutés ont alors été directement transformeés
dans les souches d’ Escherichia coli XL1 Blue.

Les enzymes de restriction utilisées pour les digestions enzymatiques proviennent de
chez Roche (Mannheim, Allemagne), New England Biolabs (Beverly, Massachussetts) ou
Amersham (Uppsala, Suede). Les réactions de ligation ont été réalisées avec I’ ADN ligase du
phage T4 (GIBCO BRL).
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Les éectrophoreses d ADN ont été réalisées sur des gels a 1% (p/v) d'agarose LE

(Roche, Mannheim, Allemagne), en présence de 0,3 mg/L de bromure d éthidium
(AMRESCO).

Les transformations de bactéries électrocompétentes ont été effectuées a I’aide d’un
électroporateur Gene Pulser (Biorad, Hercules, Californie). Les bactéries é ectrocompétentes
ont été préparées suivant la méthode de Dower et al. (1988). Les différentes souches d'E.coli
utili sées sont répertoriées dans le tableau suivant :

Souche Génotype Référence
A(lac-pro) supE thi recA56 srl-300::Tn10 Hirdl et al.,
JM101Tr
(F traD36 proAB lacI” lacZAM1 5) 1988

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1
lac [F proAB lacl” lacZAM15 Tn10 (TetY)]
BL21(DE3) F ompT hsdSg (rg mp) gal dem L(DE3) Novagen
F ompT hsdSg (rg mp) gal dem L(DE3)
pLaclRARE (Cam”)
B834(DE3) F ompT hsdSg (rg mp) gal dem MDE3) met Novagen

XL1 Blue Stratagene

Rosetta(DE3)pLacl Novagen

Les minipréparations d ADN plasmidique ont été réalisées suivant le protocole de
Birnboim et Doly (1979). Les préparations de plasmides ont été obtenues a I’ aide du systéme

QOlIAfilter (QIAGEN). Les différents plasmides utilisés lors de ce travail sont indiqués dans le
tableau suivant :

Plasmide Génotype Référence
pET-3alpa AmpR lacl Guillon et al., 2005
PET-15blpa AmpR lacl Guillon ez al., 2005
pSJIS1240 spect lacl®

pSBETa Kan® lacl? Schenk et al., 1995

Le séquencage de I’ ADN a été réalisé sur un séquenceur automatique Long ReadIR
4200 (Li-Cor, Lincoln, Nebraska). Les gels de migration ont é&é préparés suivant les
spécifications du constructeur. Le protocole de préparation des réactions de ségquence est
dérivé de la méthode de terminaison de chaine (Sanger et al., 1982). Les échantillons ont été
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préparés par PCR a I’aide du kit de séquencage fourni par Epicentre Technologies (TEBU,
Epicentre Technologies, Madison, Wisconsin). Les amorces, marquées a leur extrémité 5’ par
des fluorophores excitables dans I’ Infra-Rouge (IRDye 700 et IRDye 800), sont commandées
chez MWG Biotech AG (Ebersberg, Allemagne).

Les alignements de séquences ont été réalises a I’aide des programmes Clustal X
(Thompson et al., 1997) et Clustal W (www.ebi.ac.uk/clustalw ; Chenna et al., 2003). Les
mani pulations de séquences nucléiques ou protéiques ont été effectuées avec DNAid (Dardel
et Bensoussan, 1988) ou DNAStrider (Marck, 1988).

Les gels d électrophorese de protéines en conditions dénaturantes (SDS-PAGE) ont
été réalisés a I’aide du systéeme Protean II de Biorad (Hercules, Californie). La préparation
des gels et des tampons de migration suit les recommandations du fabricant. Le Coomassie
Brilliant Blue provient de chez Research Organics (Cleveland, Ohio). Les colorations au
nitrate d'argent ont été réalisées grace au kit Silver Stain Plus de Biorad (Hercules,
Cdifornie).

Les gels d éectrophorése pour protéines basiques en conditions non dénaturantes ont
été réalisés avec le systéme Protean II de Biorad (Hercules, Californie). Les gels de
migrations ont été préparés selon le méme protocole que pour la SDS-PAGE mais en
remplacant le tampon de séparation par un tampon KOH/acide acétique de pH 4.3, le tampon
de dépbt par un tampon KOH/acide acétique de pH 6.8 et en omettant le SDS dans le
mélange. Le tampon de migration est un tampon acide acétique/p-alanine de pH 4.4.

Les mesures spectrophotométriques UV-visible ont été effectuées sur un apparell
UV2101PC (Shimadzu).

Les colonnes de chromatographie (Q-Hiload, S-Hiload, Superdex 75, Superdex 200,
Phenyl-Superose, Mono Q, Mono S) utilisées pour la purification par FPLC des différentes
protéines étudiées proviennent de chez Amersham Pharmacia Biotech (Uppsaa, Suede). Les
différentes purifications ont été réalisées soit grace au Liguid Chromatography Controller
LCC-500 (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suéde) qui peut ére géré
informatiquement par le programme FPLC Manager (Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Suéde), soit a I’aide du systeme chromatographique BioLogic DuoFlow de Biorad
(Hercules, Cadifornie). Les protéines purifiées ont été concentrées par centrifugation sur
membrane en utilisant des unités de centrifugation Vivaspin 20 mL, 10 000 MWCO
(Vivascience AG, Hannovre, Allemagne) ou des unités de centrifugation Amicon Ultra 4 mL,
10 000 ou 30 000 MWCO (Millipore).
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La[*S]-Mé&hionine, la [**C]-Méthionine et |a [*H]-Valine utilisées pour aminoacyler
les ARNts proviennent de chez Nen Life Science (Perkin EImer, Wellesley, Maryland). Les
mesures de radioactivité ont été effectuées sur un compteur a scintillation LS 6500 (Beckman
Coulter).

Les matrices d’ échantillonnage Crystal Screen 1, Crystal Screen 2, Natrix, SaltRX,
Index, Grid Screen Ammonium Sulfate, Grid Screen PEG 6000, Grid Screen MPD €t Grid
Screen NaCl (Hampton Research, Laguna Niguel, Californie) ont éé employées pour la
recherche des conditions de cristallisation des différentes protéines. Les différents essais de
cristalisation ont été réalisés via la technique de la goutte suspendue a |I’aide d’un robot
Genesis RSP 100 (TECAN, Mannedorf, Suisse). Les produits utili sés pour I’amélioration des
conditions de cristallisation proviennent de chez Hampton Research (Laguna Niguel,
Cdifornie), Flukaou SIGMA-Aldrich.

Les figures cristallographiques ont été tracées avec les logiciels SETOR (Evans, 1993)
et PyMOL (www.pymol.org, Del ano Scientific LLC, San Carlos, Californie).

Enfin, tous les produits chimiques courants ont é&é commandés chez Merck, Fluka ou
Sigma-Aldrich.
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I. CARTOGRAPHIE FONCTIONNELLE DU FACTEUR alF2.

A. Production et purification des différentes sous-unités du facteur
hétérotrimérique alF2 de P. abyssi.

Les ADNSs codant pour chacune des 3 sous-unités du facteur hétérotrimérique alF2
ont été clonés dans le vecteur pET3alpa entre les sites de restriction de Ndel et Xhol du
fragment « Ipa » additionnel, donnant ainsi naissance aux vecteurs pET3aol pa, pET3aB I pa et
pET3aylpa Ce clonage a également été reproduit avec le vecteur pET15blpa (plasmides
construits pET15balpa, pET15bp1pa, pET15bylpa) pour pouvoir éventuellement exprimer les
protéines correspondantes avec un Tag poly-Histidine a leur extrémité N-terminale. Les deux
vecteurs de clonage sont représentés ci -dessous avant insertion des fragments d’ ADN :

ABamH| Sall Notl Sadl Kpnl Xhol Smal Ndel ABamH| Sall Nod Sacll Kpnl Xhol Smal Ndel Ncol
| | |

1 1 D 1 1 1 Histag 1 D 1

Terminateur T7 Terminateur T7

Promoteur T7 Promoteur T7

pET3alpa
(4646 pb)

pET15blpa
(5740 pb)

pBR322 ori pBR322 ori

Figure 6.1 : Les plasmides pET3a pa et pET 15blpa

Les vecteurs pET3aclpa, pET3aBlpa et pET3aylpa portant les genes natifs codant
pour les 3 sous-unités d'alF2 ont été utilises pour transformer les cellules d'E. coli
BL21(DE3). Pour |’expression d’'alF2y, les cellules BL21 ont éé co-transformées avec le
pPET3aylpa et avec le plasmide pSJS1240 qui surexprime deux ARNts permettant le
décodage des codons rares AGA, AGG (codant pour Arg) et ATA (codant pour lle). Ces
codons rares sont rencontrés plus fréqguemment sur les ARNms d’ Archées. Pour |’ expression
d alF2o et d'alF2p, les cellules BL21 ont été co-transformées avec le plasmide pSBETa qui
surexprime le tRNA ;"% permettant de lire les codons AGA et AGG. Dans tous les cas, ces
cellules sont mises en culture 2 37°C dans 1 L de milieu 2xTY (Miller, 1992) contenant 100
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ug/mL d ampicilline et 30 ug/mL de spectinomycine pour les cellules co-transformées avec
le pSJS1240 (respectivement 50 ug/mL d ampicilline et 100 pg/mL de kanamycine pour les
cellules co-transformeées avec le pSBETa). La surexpression de la protéine d intérét est alors
induite par gjout d' PTG a une concentration finale de 1 mM lorsque la densité optique de la
culture a 650 nm (DOesy nm) atteint 1,6. L’induction est poursuivie durant 6 heures a
température ambiante. Puis les cultures sont centrifugées a 8000 g pendant 30 minutes et les
culots sont congel és et conservés a-20°C jusgu’ a utilisation.

1. Purification de Pa-alF2y.

Le culot de cellules correspondant & 1 L de culture est resuspendu dans environ 80
mL de tampon A; (10 mM MOPS pH 6.7, 10 mM 2-mercaptoethanol, 500 mM NaCl). Les
cellules bactériennes sont alors lysées par sonication aux ultrasons pendant 6 min. (50% du
temps actif) a 4°C. Apres centrifugation (15300 rpm, 10 minutes, 4°C), le surnageant est
chauffé a 80°C pendant 10 minutes pour précipiter les protéines bactériennes
thermosensibles. Ces derniéres sont alors séparées des protéines thermostables par
centrifugation (15300 rpm, 10 minutes, 4°C). Le surnageant est alors précipité au sulfate de
streptomycine (& une concentration finale de 1% wi/v) pour faire précipiter les acides
nucléques. Enfin, apres centrifugation (15300 rpm, 10 minutes, 4°C), le lysat soluble restant
est précipité au sulfate dammonium a 80% de saturation. Le culot obtenu aprés
centrifugation est resuspendu dans 5 mL de tampon A; et dialysé deux fois 30 minutes contre
500 mL de tampon A, auquel a été gjouté du phenylméthylsulfonyl fluorure (PMSF) a une
concentration finale de 0,1 mM. Cette éape de diayse permet d' éiminer le sulfate
d’ammonium restant. La proténe alF2y est ensuite purifiée en 4 étapes.

Le dialysat obtenu est chargé sur une colonne échangeuse d’anions Q-Hiload (1,6 x
20cm) équilibrée en tampon A; & 2.5 mL.min™. La protéine n'est pas retenue sur cette
colonne qui permet d' éiminer une grande partie des acides nucléiques. Les fractions de téte
contenant alF2y sont rassemblées et mises a dialyser 1 heure contre 1 L de tampon A, (10
mM MOPS pH 6.7, 10 mM 2-mercaptoethanol, 100 mM NaCl).

L a seconde étape consiste en une colonne échangeuse de cations S-Sépharose (1,1 x 4
cm). Le dialysat précédent est chargé & 2 mL.min™ sur cette colonne équilibrée en tampon
A,. Laencore, alF2y passe au travers de la colonne. Les fractions contenant |a protéine sont
rassembl ées.

L’ échantillon est alors injecté & 1 mL.min™ sur une colonne échangeuse d anions
Mono-Q (0,5 x 5 cm) équilibrée en tampon A,. La protéine n'est pas retenue sur cette
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colonne. Les fractions contenant alF2y sont regroupées et I’ échantillon est concentré par
centrifugation sur membrane Vivaspin 20 mL, 30 000 MWCO jusqu’ a un volume inférieur a5
mL.

Pour finir, I’échantillon est chargé & 0.4 mL.min™ sur un tamis moléculaire Superdex
75 (1,6 x 60 cm) équilibré en tampon As; (10 mM MOPS pH 6.7, 10 mM 2-mercaptoethanal,
200 mM NaCl). La proténe est éluée sous forme d'un pic homogene. Les fractions
correspondantes sont rassemblées et concentrées par centrifugation sur membrane Amicon-
Ultra 4 mL, 30 000 MWCO jusgu’ a atteindre une concentration de I’ ordre de 8-10 mg/mL.
De I’azide de sodium a 0,02% final est gouté pour assurer la stabilité de la protéine. Du
GDPNP et du MgCl, a une concentration finale de 1 mM sont également ajoutés pour
empécher la protéolyse de la sous-unité y au niveau du domaine de fixation du GTP. La
protéine est alors conservée a 4°C. En moyenne, 4 mg de protéine purifiée sont obtenus a
partir d’un litre de culture.

2. Purification de Pa-alF2§.

Le méme protocole de purification que celui de la sous-unité y est appliqué.
Cependant, seul I'azide de sodium est gjouté a I’ échantillon purifié pour la stabilité de la
protéine. 20 mg de protéine sont obtenus a partir d’ un litre de culture.

3. Purification de Pa-alF2o.

La purification de la sous-unité o, suit le méme protocole que celle de la sous-unité y
jusqu'a la premiere colonne chromatographique. Aprés la Q-Hiload, les fractions
rassembl ées contenant alF2a. sont dialysées contre du tampon A4 (10 mM MOPS pH 6.7, 10
mM 2-mercaptoethanol, 300 mM NaCl) auquel a éé gjouté du PMSF a une concentration
finale de 0.1 mM. Le dialysat est alors chargé & 2 mL.min™ sur une colonne échangeuse de
cations S-Sépharose (1,1 x 4 cm) équilibrée en tampon A,. Apres le passage des fractions de
téte, la protéine est éluée par un gradient de 300 a 800 mM en NaCl en 20 minutes (25
mM/minute). Les fractions contenant alF2o. sont alors rassemblées, concentrées puis
injectées & 0.4 mL.min™* sur un tamis moléculaire Superdex 75 (1,6 x 60 cm) équilibré en
tampon A;. La protéine, obtenue sous forme d'un pic homogeéne, est concentrée par
centrifugation sur membrane Amicon-Ultra 4 mL, 30 000 MWCO jusqu’a atteindre une
concentration de I’ ordre de 8-10 mg/mL. 20 mg de protéine sont obtenus a partir d' un litre de
culture.
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4. Purification des hétérodimeéres o et de ’hétérotrimeére o

Pour chague complexe envisagé, les sous-unités purifiées correspondantes ont été
mélangées en proportions telles que la sous-unité y est toujours en défaut. Le mélange est
alors chargé & 0.4 mL.min™* sur un tamis moléculaire Superdex 75 ou Superdex 200 (1,6 x 60
cm) équilibré en tampon As. Le complexe est élué sous forme d’un pic homogene et I’ exces
d o et/ou de B élue sous forme d'un second pic nettement séparé du premier. Les fractions
relatives au complexe sont alors rassembl ées et concentrées a 8-10 mg/mL finaux.

B. Mesure de affinité d’alF2 pour ’ARN de transfert.

L' ARNtM®, I'ARNt,"® (&longateur), I’ ARNtY® d'E. coli et leurs dérivés ont été
produits selon le protocole établi (Guillon et al., 1992 ; Meinnel and Blanquet, 1995). Le
géne codant pour I’ ARNt;® de P. abyssi a été construit par assemblage d oligonucl éotides et
inséré dans le vecteur pBSTNAV. Ces différents ARNts ont été purifiés par sur une colonne
chromatographique échangeuse d’ anions (Meinnel et al., 1988).

1. Préparation d’ARNts aminoacylés avec de la [*°S]-Met ou de la ['H]-Val.

Les réactions de méthionylation sont réalisées dans un volume de 100 uL dans du
tampon 20 mM Tris-HCL pH 7.5, 10 mM 2-mercaptoéthanol, 0.1 mM EDTA, 150 mM KCl,
7 mM MgCl, 2mM ATP en présence de 10 uM d’ARNt et de 25 uM d'une dilution
isotopique de [358]-Met (10000 dpm/pmole). Le mélange est alors incubé 10 minutes a 25°C
en présence de methionyl-ARNt synthétase M547 d'E.coli (Méllot et al., 1989) a une
concentration finale de 1 uM. Aprés 10 minutes d’'incubation, 1 puL de la solution est prélevé
et introduit dans 3 mL du mélange d’ arrét 5% acide trichloroacétique, 0.5% méthionine. 20
uL o une solution d’ ARN totaux de levure &4 g.L™* sont gjoutés pour faciliter la précipitation
de I’ARNL. Le tout est homogénéise puis filtré sur des filtres en microfibres de verre GF/C
(Whatman). La radioactivité adsorbée est mesurée dans un compteur a scintillation pour
vérifier le taux d’aminoacylation de I’ARNt. Une réaction d aminoacylation de contrdle est
réalisée en présence de [*C]-Met (130 dpm/pmole). Cette réaction permet de mesurer la
quantité d’ ARNt effectivement aminoacylé sans étre géné par la variation de radioactivité
spécifique dela [358] -Met. Le reste du mélange est précipité al’ éthanol en présence de 0.3 M
d’ acétate de sodium pH 5.5. Les solutions précipitées sont ainsi conservées a-20°C.

Les réactions d’aminoacylation avec la [3H]-Val (10000 dpm/pmole) sont réalisées
suivant le méme protocole a la seule différence que le tampon d’ aminoacylation ne contient
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pas de KCl. La [3H] -Val est utilisée a une concentration de 25 uM et I’aminoacylation est
réalisée par laVaRS d E.coli (Brevet et al., 1989).

Avant utilisation, les stocks d ARNt aminoacyl € sont centrifugés (15300 rpm, 4°C, 20
min.) et le culot est repris dans de I'eau. L' ARNtV® de P. abyssi est repris dans un tampon
10 mM HEPES pH 8.0, 10 mM MgCl,, 200 mM KCI, 0.1 mM EDTA. La présence de Mg2+
est nécessaire a son repliement correct.

2. Détermination de la constante de dissociation des complexes alF2: ARNt.

Cette détermination est basée sur la capacité d’alF2 a protéger I’ ARNt aminoacylé de
la déacylation spontanée. La mesure de la constante de dissociation (Kd) des différents
complexes est réalisée en suivant la cinétique de déacylation des ARNts étudiés en présence
de concentrations croissantes d’ al F2.

Les réactions sont réalisées dans un volume de 150 puL dans un tampon déacylant
contenant 20 mM HEPES-NaOH pH 8.0, 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 1 mM DTT, 0.1 mM
EDTA, 0.2 mg/mL BSA (Bovine Serum Albumine, ROCHE), 5 mM GDPNP en présence de
80 nM de I’ARNt aminoacylé étudié. La concentration en alF2 natif (ou assemblage dérivé)
variede 10 nM a 80 uM selon lavaleur du Kd a mesurer. Pour chaque concentration en al F2,
laréaction est démarrée en gjoutant I’ ARNt et le mélange est incubé a 51°C. Pour déterminer
la vitesse de déacylation de I’ ARNt, des aliquots de 25 uL sont prélevés a différents temps
(O, 5, 10, 15, 20 et 30 minutes) et précipités dans 3 mL dune solution d acide
trichloroacétique 5%, 0.5% méthionine en présence de 80 ug d ARN de levure. La courbe de
déacylation ainsi obtenue peut alors étre modélisée par une exponentielle et le programme
MC-Fit (Dardel, 1994) permet d’en déduire la constante de temps correspondante. Une
courbe d association-dissociation représentant les constantes de temps ainsi mesurées en
fonction des différentes concentrations en alF2 est aors tracée. Le programme MC-Fit
permet de déduire le Kd correspondant au complexe alF2: ARNt étudié.

C. Obtention des mutants de la protéine alF2y de P. abyssi.

1. Obtention des mutants Yy 1. Va1 2. Yazn Yceoa €t Yeroas

La premiere série de mutants d' alF2y a été obtenue par PCR classique en deux étapes
successives a partir du vecteur cible pET3aylpa
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Dans un premier temps, pour chaque mutant, deux réactions de PCR distinctes ont été
réalisées de facon a amplifier les régions en amont et en aval de la mutation. Pour chague
réaction, deux amorces ont été utilisées :

- une amorce dite « universelle » qui s hybride a la séquence en amont ou en aval du
gene d’alF2y sur le vecteur pET3a pa

- une amorce «interne », qui S hybride sur le gene codant pour alF2y, de part et
d autre de la zone a muter et qui contient la mutation a effectuer.

Les amorces « universelles» ont é&é choisies de maniere a ce que les fragments
synthétisés contiennent en plus un site de restriction unique sur toute la séquence du
pET3alpa. Ainsi, I’amorce qui permet de synthétiser le fragment amont par rapport ala zone
amuter se trouve légérement en amont du site de restriction de Xbal (site unigue en position
4052) sur le pET3apa. L’ amorce qui permet de synthétiser la zone aval se trouve légérement
en ava du site de restriction de Sacll (site unique en position 5353). Pour les mutants de
délétion, les résidus supprimés ont été choisis de maniére a pouvoir introduire un résidu
glycine (codon GGT) entre les deux résidus délimitant la zone coupée. Les fragments de
PCR ains obtenus ont été purifiés de fagcon a servir de matrice pour la seconde étape. Les
différentes amorces « internes» utilisées pour chague mutant ains que les deux amorces
« universelles » sont récapitulées dans le Tableau 6.2.

Mutation Amorces Séquence
Déétiondelaboucle  Fragmentamont  ° AAGCTTTGACGTCAATGGTAAGCTAGTAGGTGGCG?
221-227Y AL1 Fragment aval ® CGCCACCTACTAGCTTACCATTGACGTCAAAGCTT?
Délétiondelaboucle  Fragmentamont  °GATAAGGCCGGGCGTTGGTGAGCCGATAACGACCG
256-2657 AL 2 Fragment aval ® CGGTCGTTATCGGCTCACCAACGCCCGGCCTTATC?
Délétiondudomaine  Fragmentamont  ° TGCGGATGCCGAGATAGGTGTGAGGAGGGTTTCGT
duZinc (58-81) Yazn  Fragment aval ® ACGAAACCCTCCTCACACCTATCTCGGCATCCGCA ¥
Mutant ponctuel Fragment amont ® AGATAAGGAGAGCTCCAAACTGCGG®
YceoA Fragment aval ®CCGCAGTTTGGAGCTCTCCTTATCT ®
Mutant ponctuel Fragment amont ®CTTCCCCAGTGGCTCCCTACTGCGG ¥
Ycra Fragment aval ® CCGCAGTAGGGAGC CACTGGGGAAG®
Amorce universelle pour le fragment amont ¥ GACTCACTATAGGGAGACCACAACGG
Amorce universelle pour le fragment aval ®TCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCG

Tableau 6.2 : Amorces utilisées pour synthétiser la premiére série de mutants d’alF2y

de P. abyssi. Pour les mutants ponctuels, la mutation introduite dans I’amorce est indiquée en gras. Pour les
mutants de délé&ion, le résidu glycine introduit ala place des résidus supprimés est souligné.
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Dans un second temps, pour chaque mutation, les deux fragments d ADN mutés ont
été mélangés en quantités équimolaires et amplifiés par PCR en utilisant les deux amorces
« universelles » décrites ci-dessus.

Oligo 1
Oligo1 ——— Sacll
Xbal ——— Oligo 2
Oligo 2
Réaction de PCR 1
+
Purification
Sacll
Xbal
Oligo1
——lury W0
Xbal
Oligo 2
Réaction de PCR 2
+
Purification
Sacll

Xbal
Digestion par Xbal et Sacll
+
Reclonage dans pET3alpa
Sacll
4 ! 4
Xbal

Figure 6.3 : Principe de la mutagénese dirigée par PCR de chevauchement.
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Apres purification de ces nouveaux produits de PCR et digestion par les enzymes de
restriction Xbal et Sacll, les fragments d’ ADN ont été clonés dans le plasmide pET3alpa,
digéré par les mémes enzymes, pour former les plasmides pET3aylpa portant les différentes
mutations. Ces plasmides ont été séquenceés pour verifier la présence effective des mutations
souhaitées. La Figure 6.3 détaille le principe de la méthode.

2. Obtention des mutants Y13, Yar4. Yce3H. YP178A €t YN186A.

La seconde série de mutants de la sous-unité alF2y a été obtenue a partir du vecteur
cible pET3aylpa par la méthode QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis de Stratagene. A
partir de deux amorces oligonucléotidiques qui portent la mutation a réaliser et qui
s hybrident sur chacun des brins de I’ADN cible, de part et d’ autre de la zone a muter, ce
systéme permet de reconstruire entierement le plasmide de départ. Il fait appel a une
polymérase avec activité exonucléase 5 —3 et 3 -5, la Pfu Turbo, qui présente par
conséguent un tres haut degré de fidélité, ce qui limite les mutations spontanées non désirées
pouvant survenir lors de la réaction de PCR. Le mélange réactionnd ainsi obtenu par PCR
contient I’ADN cible ainsi que I’ADN muté amplifié et recircularisé mais non fermé. Ce
mélange est alors digéré par I’enzyme de restriction Dpnl qui va cliver préférentiellement
I”’ADN méthylé, c'est-a-dire |’ ADN de départ non modifié. Ainsi, seul I’ADN muté est intact
et il peut étre directement utilisé pour transformer des cellules XL1 Blue d’ Escherichia coli.
Le principe détaillé de la méthode est repris dans le schéma récapitulatif de la Figure 6.5.
Les 5 mutants construits grace a cette méthode ainsi que les amorces oligonucl éoti-diques
utilisées dans chaque cas sont détaillés dans |e Tableau 6.4.

Mutation Amorces Séquence

Délétion delaboucle  amont ® GTTCACTTACTTGAGAGGGGTCTTAAAGTCGAACCCATA *

335-341 YaL3 ava ® TATGGGTTCGACTTTAAGACCCCTCTCAAGTAAGTGAAC?
Déétiondelaboucle ~ amont  ° GATAGGGTTGCAATAAGCGGTATAGGATACGGAATAATC®
394-402 YaL4 ava ¥ GATTATTCCGTATCCTATACCGCTTATTGCAACCCTATC®
Mutant ponctuel amont > ATAAGGAGATGTCCAAACCACGGTAGGTATTCAACTTCC?
yC63H ava ¥ GGAAGTTGAATACCTACCGTGGTTTGGACATCTCCTTAT ?
Mutant ponctuel amont ® GAGAACGCTCCAATAATTGCTATCTCAGCTTTGCATGGG®
vP1/78A ava ¥ CCCATGCAAAGCTGAGATAGCAATTATTGGAGCGTTCTC?®
Mutant ponctuel amont ® TCAGCTTTGCATGGGGCCGCTATAGACGTCCTAGTCAAG®
YN186A ava ¥ CTTGACTAGGACGTCTATAGCGGCCCCATGCAAAGCTGA *

Tableau 6.4 : Amorces utilisées pour synthétiser la seconde série de mutants d’alF2y de

P. abyssi. Pour les mutants ponctuels, la mutation introduite dans I’amorce est indiquée en gras. Pour les
mutants de délétion, le résidu glycine introduit ala place des résidus supprimés est souligné.

-219-



Materiels et Méthodes.

Plasmide parental contenant le
géne d'intérét (mmsm ) a muter

Hybridation des amorces contenant la
mutation ( =m) aréaliser. Puis action de la
Pfu Turbo DNA Polymérase qui étend les
amorces oligonucléotidiques, recréant un
plasmide circulaire mais non fermé qui
contient la mutation sur le géne d'intérét.

Y00

—
HT NS
l' \\ Digestion de I’ADN méthylé du
\‘ ll plasmide parental non muté par Dpn |
=7

Transformation de cellules XL1 Blue
d'E.coli avec le plasmide muté: les
cellules réparent e plasmide non refermé.

O-0O

ADN plasmidique parental
Géne a muter

Amorce oligonucl éotidique contenant
lamutation aréaliser

ADN plasmidique muté

Figure 6.5 : Principe des expériences de mutagénése dirigée par |laméthode QuikChange™
Site-Directed Mutagenesis de Stratagene.
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3. Production des mutants de Pa-alF2y.

L’ expression des différents mutants d'alF2y est réalisée par co-transformation de
cellules BL21 avec le plasmide pET3aylpa portant I'insert muté et avec le plasmide
pSJS1240. Pour I’ expression de la version d’alF2a fusionnée a un hexapeptide 6xHis, ¢’ est
le vecteur pET15balpa qui a été utilise avec le plasmide pSBETa pour co-transformer les
cellules BL21. Le protocole est ensuite identique a celui utilisé pour les protéines natives.

4. Purification des mutants de Pa-alF2y.

Pour les mutants Yara, Yarz: Yais: Yara, Yeizea, Ynisea € Yesan, € méme protocole de
purification que pour alF2y native a été utilisé.

Pour les trois autres mutants, Ycsoa, Ycrza €t Yazn, Un trés faible taux de surproduction a
été obtenu dans les cultures d’un litre. Un meilleur taux de surproduction est obtenu sur des
cultures de faible volume. Les purifications ont donc été réalisées a partir de cultures de 30
mL. Du fait de latres faible quantité d’ al F2y présente dans les extraits protéiques, le protocole
de purification classique n’a pas pu étre appligué pour ces mutants. En effet, apres passage sur
les quatre colonnes successives, la quantité de protéine purifiée état trop faible pour
permettre une éude biochimique de ces mutants. Un autre protocole de purification, plus
spécifique, adonc été envisagé. 1l s'agit de purifier la protéine sur colonne d’ affinité. Comme
aucune colonne n'a pu retenir alF2y jusgu’'a présent, une colonne contenant une résine
TALON Superflow (CLONTECH Laboratories) a été utilisée (Figure 6.6).

Polymére

o Chéateur 5 )
Resine tétradentate i Protéine recombinante
Tag 6xHis d'intérét

Figure 6.6 : Principe de purification par chromatographie d’ affinité sur colonne avec résine
TALON.

Malheureusement, la protéine Pa-alF2y étiquetée par 6 His en N-terminal n’est pas
retenue sur la colonne d’ affinité de type TALON (Clontech). Par contre, I hétérodimere ay ou
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a porte une queue polyhistidine en N-terminal est retenu sur une telle colonne d’ affinité. Ce
choix de purification a été validé par les essais préliminaires d’ assemblage avec la sous-unité
y réaisés sur les extraits protéiques bruts obtenus apres chauffage a 80°C des lysats
cellulaires. Ces premiers essais semblent indiquer que les mutants du domaine de fixation du
zinc n’interviennent pas dans laliaison a a.. Ces premiers tests ont donc permis de |égitimer le
choix de purification de | hétérodimere a.y.

La premiére étape a donc consisté a purifier la protéine alF2a-6xHis. Pour cela, le
culot correspondant a 500 mL de culture est repris dans 30 mL de tampon B; (500 mM NaCl,
10 mM Tris pH 8.0, 3 mM 2-mercaptoethanol, 0.1 mM PMSF). Les cellules bactériennes
sont alors lysées par sonication aux ultrasons pendant 6 min. (50% du temps actif) a 4°C.
Apres centrifugation (15300 rpm, 10 minutes, 4°C), le surnageant est chauffé a 80°C pendant
10 minutes. Apres une nouvelle centrifugation (15300 rpm, 10 minutes, 4°C), le surnageant
est directement chargé & 1 mL.min™ sur une colonne TALON (0,5 x 5 cm) équilibrée en
tampon B;. La colonne est aors rincée en tampon B, (500 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8.0, 3
mM 2-mercaptoethanol, 0.1 mM PMSF, 10 mM imidazole) sur 5 volumes de colonne. Puis
la protéine est duée en tampon B; (500 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8.0, 3 mM 2-
mercaptoethanol, 0.1 mM PMSF, 125 mM imidazole). Les fractions du pic d’ élution sont
rassemblées et dialysées pendant 15 heures contre du tampon B;. Le diaysat est ensuite
chargé a2 mL.min™ sur une colonne Q-Hiload (1,1 x 4 cm) équilibrée en tampon B, (10 mM
Tris pH 8.0, 3 mM 2-mercaptoethanol, 0.1 mM PMSF). Cette étape supplémentaire permet
d accrocher les acides nucléques sur la colonne échangeuse d' anions tandis qu’ a-6xHis
passe au travers de la colonne. Les fractions correspondant a o sont alors rassemblées. La
colonne TALON est régénérée par ringage (10 volumes de colonne) avec du tampon 20 mM
MES pH 5.0 aun débit de 1 mL.min™.

Pour la purification des hétérodimeres oymuar, l€ culot des mutants de vy
correspondant aux 30 mL de culture est repris dans 30 mL de tampon B;. La suspension
bactérienne subit ensuite les mémes traitements que dans le cas de la protéine y native (lyse
par sonication aux ultrasons, chauffage a 80°C, précipitation au sulfate de streptomycine puis
au sulfate dammonium et dialyse contre du tampon B,). Avant injection sur la colonne
d affinité, un gel SDS-PAGE est réalisé pour vérifier la surproduction de la protéine y
mutante et estimer sa concentration. Au vu de cette quantification approximative, alF2o-
6xHis est gjouté de maniere arester en défaut par rapport ay. Le mélange avy est alors purifié
sur larésine TALON suivant le méme protocole que pour la protéine o seule. L’ exces de y
n’' étant pas complexé a a,, il N’ est pas retenu sur la colonne. Le pic d’ éution correspondant a
I”hétérodimere est récolté et concentré par centrifugation sur membrane Vivaspin 0.5 mL,
5000 MWCO. Malgré |la faible surproduction de ces mutants d’ alF2y, une quantité suffisante
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d hétérodimere ay est obtenue dans chaque cas pour réaliser les tests biochimiques,
notamment les tests d’ assembl age avec la sous-unité 3.

D. Cartographie de la zone d’interaction entre alF2q et alF2y.

1. Obtention et purification des formes tronquées de Pa-alF2a.

L’ADN codant pour le domaine 1 de la sous-unité o (op;) a €té obtenu par
mutagenese dirigée par la méthode QuikChangeTM Site-Directed Mutagenesis de Stratagene
en introduisant un codon stop a la place du codon correspondant au résidu GIn88 de la
protéine native. L’ ADN codant pour |a forme correspondant aux domaines 1 et 2 de la sous-
unité a (op1.o) a été obtenu selon le méme protocol e en introduisant un codon stop ala place
du codon correspondant au résidu Va173 de la protéine native. Les produits de PCR obtenus
ont ensuite étaient digérés par Dpnl puis utilisés pour transformer des souches XL1 Blued'E.

coli.

Les ADNs codant pour le domaine 3 (op3) et pour la forme correspondant aux
domaines 2 et 3 (apy.3)de la sous-unité o ont éé obtenus par PCR en introduisant un codon
de démarrage au niveau des résidus Val173 et GIn88 respectivement. Apres amplification du
gene muté, les produits de PCR ont été digérés successivement par Xbal et Sacll puis
reclonés dans le pET3a pa digéré par les mémes enzymes.

alF20p; et alF2a0p3 sont purifiées selon le méme protocole qu'alF2o0 native. Le
tampon A, de la colonne S-Sepharose est cependant remplacé par du tampon A, (10 mM
MOPS pH 6.7, 10 mM 2-mercaptoethanol, 100 mM NaCl). Les protéines sont ensuite éluées
par gradient de 100 a 1000 mM NaCl en 60 minutes. Le pic d’ élution correspondant a la
protéine (obtenu vers 450 mM NaCl) est rassembl é et |a purification est ensuite poursuivie de
maniére identique acelle d’ alF2a.

alF2o0p15 et alF20p,.3 sont purifiées selon le méme protocole. Cependant, du fait de
leur pl acide (6.5), la S-Sepharose est remplacée par une colonne Q-Hiload équilibrée en
tampon A..

2. Obtention et purification des formes tronquées de Pa-alF2f.

Les ADNs codant pour le domaine 1 (B,) et pour le domaine 2 (B,) d’ alF2p ont é&é
obtenus par PCR en introduisant respectivement un codon stop et un codon de démarrage ala
place du codon correspondant au résidu Pro93 de la protéine native. Aprées amplification du

- 223 -



Materiels et Méthodes.

gene muté, les produits de PCR ont été digérés successivement par Xbal pour B
(respectivement Ndel pour B,) et Sacll pour puis reclonés dans le pET3alpa digéré par les
MEmes enzymes.

Les protéines B, et B, sont purifiées suivant |le méme protocole qu’ alF2f3.

3. Tests d’assemblage par chromatographie.

Les tests d' assemblage sont réalisés sur une colonne TSK3000SWXL (Tosohaas,
Japon, 7.8 x 3000 mm?) équilibrée en tampon 10 mM MOPS pH 6.7, 10 mM 2-
mercaptoéthanol, 500 mM NaCl. Pour chaque assemblage testé, les protéines purifiées
correspondantes, natives ou mutées, sont mélangées (a une concentration de I’ ordre de 5-10
uM) de maniere a avoir toujours un large exces d' alF2a et/ou alF2B par rapport a la sous-
unité y. L'éution est rédisée a 0.7 mL.min™. L'atribution des différents pics
chromatographiques pour les assemblages mutés est réalisée grace a un calibrage préalable
de la colonne avec les monomeres et |es assemblages natifs (Figure 6.7).

Courbe de Calibrage de la colonne chromatographique TSK DNA
0.7 mL/min 0.5 M NaCl

y =-0,6687x + 19,736
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Figure 6.7 : Courbe d' étalonnage de la colonne TSK DNA (Tosohaas, Japon) pour les tests
d assemblage avec |es mutants de la sous-unitéy par chromatographie d’ exclusion.

4. Dichroisme Circulaire.

Une fraction des solutions protéiques d’alF2y et d’alF2ya 1 a été dialysée pendant 24
heures contre du tampon 10 mM phosphate de potassium pH 6.7, 100 mM NaCl pour
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éliminer les nucléotides et le 2-mercaptoethanol. La concentration précise de ces deux
échantillons est ensuite déterminée en mesurant leur concentration en zinc par spectroscopie
d absorption atomique a I’ aide d’ un spectrométre de flamme Spectr4A 220 (VARIAN, Palo
Alto, Cdlifornie) selon la méthode décrite par Mayaux et al., 1982. La sous-unité y contient
en effet un atome de zinc, de méme que la sous-unité . Brievement, une gamme éalon de
zinc (1.25; 25; 5; 10; 20 uM) est réalisée a partir d’ une solution standard de zinc a 305.8
mM (Merck) diluée dans du tampon d'injection 10 mM phosphate de potassium pH 6.7, 10
mM 2-mercaptoéthanol, 100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA. L’ absorbance de chacune de ces
solutions est mesurée a 213.9 nm. Une courbe d’ étalonnage est ainsi réalisée et permet de
mesurer |a concentration précise en zinc des deux solutions protéiques apres injection de 100
puL d'une solution d’alF2y ou d'alF2y,, 1 diluée dans du tampon d’injection. La flamme du
spectrometre provient de la combustion d’ un mélange air-acétylene (débits respectifs: 13.5
et 1.5 L.min™") et les échantillons sont injectés & un débit de 5 mL.min™.

Les mesures de dichroisme circulaire sur alF2y et alF2y, ; ont é&é réalisées a
I"Ingtitut Curie d’Orsay sur un spectropolarimetre JASCO J710 (2 nm de pas, vitesse de
balayage : 50 nm/min) dans des cuves de quartz de 1 mm de parcours optique. Les
concentrations en protéine utilisées pour I’ enregistrement des spectres sont de I’ ordre de 2.5
uM. Les solutions protéiques récupérées apres dialyse sont diluées dans le tampon de diayse.
Les spectres ont été enregistrés a 20°C entre 190 et 250 nm. Pour chaque spectre, 3 scans ont
été enregistrés puis moyennés pour donner le spectre final. Des expériences de dénaturation
thermique ont également été réalisées sur les deux protéines. Ces mesures ont éte effectuées a
220 nm avec une montée en température de 40 397°C a1°C.min™.

5. Expériences de retard de migration sur gel.

Les échantillons de 20 uL sont préparés dans un tampon 50 mM Tris Borate EDTA
(TBE) pH 8.4, 200 mM NaCl, 10 mM 2-mercaptoéthanol, 1 mM MgCl,, 1 mM GDPNP.
Différentes concentrations de protéines (2.5 a 80 uM selon les assemblages d’'alF2 testés)
sont incubées en présence de 1.8 uM o ARNt"® aminoacylé ou non. L’incubation est
maintenue 15 minutes a température ambiante. Puis les échantillons sont directement déposés
sur un gel non dénaturant de composition suivante : 5% polyacrylamide (mono/bis, 19:1), 50
mM TBE pH 8.4, 1 mM MgCl, monté dans le systéme Protean II de Biorad. La migration se
déroule atempérature ambiante pendant 45 minutes a 100V dans un tampon 50 mM TBE pH
8.4, 1 mM MgCl,. Aprés migration, les gels sont agités 5 a 10 minutes dans un bain de BET.
Puisils sont révélés sous éclairage UV.
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II. ETUDE STRUCTURALE DE LA SOUS-UNITE o d’alF2
de P. abyssi.

A. Etude structurale de la forme tronquée Pa-alF2ayp,.;

1. Mutation de Pa-alF2a, ; pour obtenir une protéine sélénométhionylable.

La protéine ap,3 ne contenant pas de méthionine, son gene a été modifié par
mutagénese dirigée pour pouvoir incorporer de la sélénométhionine dans la proténe. Deux
codons ATG codant pour la méthionine ont été introduits dans la séquence codant pour
alF20.p,3: un codon ATG remplace le codon codant pour le résidu LeulO6 et |'autre
remplace le codon du résidu 11€184. Le double mutant a été construit en une seule étape de
PCR par la méthode QuikChangeTM Site-Directed Mutagenesis de Stratagene en utilisant les
deux amorces décrites dans le Tableau 6.7 suivant :

Amorces Séquence
Amorce 1 ®GCTCAGAAGGCAGAGAATATGCTCAAGCTCGCGGCCGAA *
Amorce 2 *ATTTGGCTTTGGAACCGTCATCTCGAACTCCGCATCTAT ®

Tableau 6.7 : Amorces utilisées pour synthétiser le double mutant d’ al F2oy,.3 de P.abyssi.

L’amorce 1 permet d'introduire le codon Met en position 106 sur I'un des brins et
I’amorce 2 permet d’introduire le codon Met en position 184 sur le brin complémentaire.
Aprés amplification, I’ADN natif méthylé est digéré par Dpnl avant transformation dans les
cellules XL1 Blue d' E. coli. L’obtention du double mutant o.p,3L106M-1184M est vérifiée
par squencage.

2. Production et purification de la protéine Pa-alF2a.p,; sélénométhionylée.

Le plasmide muté pET3aop,.3(L106M-1184M)lpa obtenu est utilisé pour transformer
la souche d’ Escherichia coli B834 (DE3) auxotrophe pour la méthionine. Les cellules sont
mises en culture dans 60 mL de milieu LB en présence de 100 pg/mL d ampicilline. Cette
préculture est incubée a 37°C durant 15 heures. Puis les cellules sont récupérées par
centrifugation (8000g, 4°C, 20 minutes). Le culot est rincé deux fois en conditions stériles
avec 60 mL d eau stérile puis il est repris dans 30 mL de milieu minimal M9. 2.5 mL de cette
suspension cellulaire sont alors introduits dans 1 L de milieu M9 contenant du glucose 0.2%,
de I’ampicilline a 50 pg/mL, de la kanamycine a 50 pg/mL et 40 mg de chacun des acides
aminés a |’exception de la méthionine. 15 mg de sélénométhionine (SIGMA) sont aors
introduits dans la culture et celle-ci est incubée a 37°C jusqu’ a ce que la DOgsg o atteigne 0.8-
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1.0. La surproduction de la protéine est aors induite par gjout d'IPTG a une concentration
finalede 0.1 mM et I'induction est poursuivie a température ambiante pendant 6 heures.

La protéine sélénométhionylée est purifiée suivant le méme protocole que la protéine
native.

3. Cristallisation de la protéine Pa-alF2qy,; et acquisition des données
cristallographiques.

La protéine ap,3 a été cristallisée par la méthode de diffusion de vapeur en goutte
suspendue a I’aide d’un robot cristallographique Genesis RSP100 (TECAN). Une solution
protéique a 7 mg/mL ou 14 mg/mL dans un tampon 10 mM MOPS pH 6.7, 10 mM 2-
mercaptoéthanol, 100 mM NaCl, 0.02% azide de sodium a été utilisée pour la recherche des
conditions de cristallisation al’ aide des matrices d’ échantillonnage commerciales fournies par
Hampton Research. Les cristaux d’alF2op,.3 ont été obtenus a 24°C au bout d’ une semaine en
utilisant la solution précipitante 5% isopropanol, 2.0 M sulfate d ammonium (condition n°5
de la matrice d’ échantillonnage Crystal Screen 2). Les cristaux de proténe sélénométhionylée
ont été obtenus dans les mémes conditions. Avant acquisition des données, les cristaux ont été
trempés dans une solution 2.0 M sulfate d’ammonium contenant 25% de glycérol jouant le
réle de cryoprotectant. Ces cristaux ont été immédiatement refroidis soit dans I’ éthane liquide,
soit dans un flux d azote. Les cristaux d’ alF20p,.3 appartiennent au groupe d’ espace P2,2,2.

Les données de diffraction relatives aux cristaux cryoprotégés ont été collectées a
100K a I'ESRF (Grenoble) sur les lignes ID14-ehl (cristaux natifs) et 1D23-ehl (cristaux
sélénométhionylés). Un jeu de données &2.26 A a été enregistré pour les cristaux natifs sur un
détecteur de type Quantum 4R CCD (ADSC, Poway, Californie). Pour les cristaux
sélénométhionylés, deux jeux de données & 2.8 A ont été enregistrés grace a un détecteur
MarMosaic 225 CCD (Mar Research, Hambourg, Allemagne): un jeu a la longueur d’ onde
correspondant au maximum d’ absorption du sélénium, soit 0.979 nm, et un jeu a la longueur
d’ onde correspondant a |’ inflexion du pic d’ absorption du Se, soit 0.9756 nm.

4. Résolution et affinement de la structure de la protéine Pa-alF2a, ;.

Les clichés de diffraction obtenus pour les cristaux natifs et sélénométhionylés ont été
traités al’ aide du programme MOSFLM (Leslie, 1990). Les données ont ensuite été anal ysées
avec les programmes développés dans le cadre du CCP4 (Collaborative Computational
Project N°4, 1994).
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La structure d’ alF2op,.5 a été résolue a l’aide du programme SOLVE (Terwilliger and
Berendzen, 1999). Les deux jeux de données obtenus pour les cristaux sélénométhionylés ont
été utilisés comme paramétres d’ entrée du programme SOLVE. Les positions desdeux atomes
de sélénium attendus ont été trouvées par le programme. Puis leurs positions ont été affinées.
Ces deux sites ont ensuite été utilisés pour trouver les phases du jeu de réflexions et tracer une
carte de densité initiale. Cette carte est alors améiorée par lissage de solvant a I’aide du
programme RESOLVE (Terwilliger, 1999). La carte ains obtenue présente une densité
électronique suffisasmment organisée pour positionner le modele structural correspondant au
domaine 2 de la protéine elF2a humaine (Nonato et al., 2002) et identifier les ééments de
structure relatifs au domaine 3. La construction du modéle final est effectuée a I'aide du
programme O (Jones et al., 1991) au fur et a mesure des tours d’ affinements. L’ affinement du
modele a été réalisé par différents cycles de minimisation et de dynamique moléculaires en
utilisant le programme CNS (Brunger et al., 1998). Le modéle final ainsi construit présente un
facteur R de 23.3% et un facteur Rjj,e de 28%.

B. Etude structurale de la protéine entiere Pa-alF2 .

1. Cristallisation de la protéine Pa-alF2a et acquisition des données

cristallographiques.

Laprotéine o a été cristallisée manuellement par la méthode de diffusion de vapeur en
goutte suspendue. Une solution protéque a 15 mg/mL dans un tampon 10 mM MOPS pH 6.7,
10 mM 2-mercaptoéthanol, 500 mM NaCl, 0.02% azide de sodium a été utilisée pour la
recherche des conditions de cristallisation. Les cristaux d' alF2c ont été obtenus a 24°C au
bout de deux jours en utilisant la solution précipitante 0.6 M sulfate d’ ammonium, 0.1 M
NaAc pH 5.0. Pour I’acquisition des données, les cristaux ont été trempés dans une solution
0.5 M sulfate dammonium, 0.83 M NaAc pH 5.0 contenant 40% d’éthylene glycol
cryoprotecteur et immeédiatement refroidis dans I’ éthane liquide.

Les données de diffraction relatives a ces cristaux ont éé collectées a 100K a|’ESRF
(Grenoble) sur la ligne 1D14-ehl. Un jeu de données & 3.37 A a été enregistré pour ces
cristaux qui appartiennent au groupe d’ espace P3;21 sur un détecteur de type Quantum 4R
CCD (ADSC, Poway, Californie).

2. Résolution et affinement de la structure de la protéine alF2q.

Les clichés de diffraction obtenus pour les cristaux d' o ont été traités a I’aide du
progranme MOSFLM (Leslie, 1990). Les données ont ensuite éé analysées avec les
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programmes développés dans le cadre du CCP4 (Collaborative Computational Project N°4,
1994).

La structure de Pa-alF2o. a ensuite été résolue par remplacement moléculaire al’aide
du programme PHASER (Storoni et al., 2004). La structure de Pa-alF20,.3 précédemment
résolue a servi de modele pour les domaines 2 et 3 de la protéine tandis que le domaine 1
d elF2o de levure (Dhaliwal and Hoffman, 2003) a été utilisé pour modéliser le domaine 1 de
Pa-alF2o.. Le domaine 3 a été cherché en premier a partir du modéle du domaine 3 de la
structure d’ alF2oup,.53 de P. abyssi. Un Zscore de 17.2 a été obtenu pour ce domaine. A partir
de cette solution, le domaine 2 a é&é cherché a partir du modéle du domaine 2 de la structure
d alF2o.p,.3. Une solution unique avec un Zscore de 14.9 a été obtenue. Pour finir, le domaine
1 a été cherché a partir du modéle du domaine 1 d’'elF2a de levure. Un Zscore de 10.9 a été
obtenu avec ce modéle. Ces trois solutions uniques ont permis de construire un modele initial
d alF2o. ainsi qu’ une premiere carte de densité. Les résidus du polypeptide correspondant au
domaine 1 d'a ont ensuite été changés en aanine a I’exception des résidus communs au
domaine 1 d' elF2a de levure et au domaine 1 d’alF2a de P. abyssi. Lesrésidus du domaine 1
d’ alF2o. de P. abyssi ont ensuite été replacés au fur et a mesure des tours d affinement. La
construction du modeél e final a été effectuée al’aide du programme O (Jones et al., 1991) et le
modele a été affiné par différents cycles de minimisation et de dynamique moléculaires a
I”aide du programme CNS (Brunger et al., 1998) en utilisant seulement les données comprises
entre 12 et 3.37 A et dont la valeur de I’amplitude est supérieure a deux fois la valeur de
I’ écart type (>20). Le modele final ainsi construit présente un facteur R de 25% et un facteur
Riipre de 29.2%.

3. Analyse de la conservation de séquence.

66 sequences d e/alF2a. ont été identifiées en utilisant le programme BLAST de la base
de données PubMed (www.ncbi.nim.nih.gov/blast). Ces 66 séguences regroupent 43
séquences de protéines o eucaryotiques et 23 sequences de protéines o d Archées.
L’ alignement de ces séquences a été réalise al’aide du programme Clustal X (Thompson et
al., 1997). La conservation de chague position a éé étudiée a I'aide du programme
Plotsimilarity du package GCG disponible sur le site d'Infobiogen (www.infobiogen.fr), en
utilisant une fenétre de lecture de 5 résidus.
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1. ETUDE FONCTIONNELLE ET STRUCTURALE DE
L’HETERODIMERE alF2qy.

A. L’hétérodimere alF2ayp;y de P. abyssi.

1. Cristallisation de I’hétérodimere alF2qy;y de P. abyssi et acquisition des
données cristallographiques.

L’ hétérodimere apzy a été cristallisé manuellement par la méthode de diffusion de
vapeur en goutte suspendue (gouttes de 4 ul : 2 L de solution protéique + 2 pL de solution
réservoir). Une solution protéique a 6.6 mg/mL dans un tampon 10 mM MOPS pH 6.7, 10
mM 2-mercaptoéthanol, 200 mM NaCl, 0.02% azide de sodium, 1 mM GDPNP, 1 mM
MgCl, a été utilisée pour la recherche des conditions de cristallisation a I’ aide des matrices
d’ échantillonnage commerciales fournies par Hampton Research. Les cristaux d'alF2apzy ont
été obtenus a 24°C au bout d'une journée en utilisant la condition n°36 de la matrice Crystal
Screen 2 (4.3 M NaCl, 0.1 M HEPES pH 7.5). Pour I’acquisition des données, les cristaux
d alF2o.pzy ont été trempés dans une solution contenant 4.22 M NaCl, 0.1 M HEPES pH 7.5
et 10% éthyléne glycol (cryoprotectant) et immédiatement refroidis dans I’ é&thane liquide. Les
données de diffraction relatives a ces cristaux ont été collectées a I’ ESRF (Grenoble) sur la
ligne ID14-eh3. Un jeu de données 4 5.6 A a été enregistré pour ces cristaux qui appartiennent
au groupe d’'espace P3,21 sur un détecteur de type Quantum 4R CCD (ADSC, Poway,
Cdifornie).

Compte tenu du faible pouvoir diffractant de ces cristaux, nous avons tenté
d améliorer la qualité des cristaux en optimisant les conditions de cristallisation a |’ aide des
matrices d’'échantillonnages Additives et Detergents d'Hampton Research. Les différents
composés présents dans ces solutions commerciales ont été introduits a une dilution de
1/10°™ dans les gouttes de cristallisation de I’ hétérodimére apsy en présence de la solution
précipitante 4.3 M NaCl, 0.1 M HEPES pH 7.5. Les différents cristaux obtenus pour chague
additif ont subi le méme traitement de cryoprotection que les cristaux initiaux. Leur pouvoir
diffractant a été testé al’ ESRF (Grenoble) sur laligne ID14-eh3. Le meilleur jeu de données a
été obtenu avec |'additif HEGA-9 présent a la concentration de 39 mM dans la goutte de
cristallisation. Un jeu 44.7 A aains été enregistré.

2. Tentative de résolution de la structure de ’hétérodimére alF2a;y de P. abyssi.

Les clichés de diffraction obtenus pour les cristaux d’ apzy ont été traités a I’aide du
progranme MOSFLM (Leslie, 1990). Les données ont ensuite éé analysées avec les
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programmes développés dans le cadre du CCP4 (Collaborative Computational Project N°4,
1994).

La structure d’ al F2o.pzy aensuite été résolue par remplacement moléculaire al’ aide du
programme PHASER (Storoni et al., 2004). Les structures des protéines al F2y et alF2o.p,.3 de
P. abyssi ont servi de modeles pour résoudre cette structure.

Le domaine 1 d’'alF2y a été cherché en premier a partir du modéle du domaine 1 de la
structure d’alF2y de P. abyssi. Un Zscore de 9.9 a été obtenu pour ce domaine. A partir de
cette solution, le domaine 2 d’alF2y a été cherché a partir du modéle du domaine 2 de la
structure d’alF2y de P. abyssi. Une solution unique avec un Zscore de 14.5 a été obtenue.
Puis, le domaine 3 a été cherché a partir du modéle du domaine 3 d’alF2y de P. abyssi. Un
Zscore de 19.5 a été obtenu avec ce modéle. Pour finir, le domaine 3 d’alF2a. a été cherché a
partir du modéle du domaine 3op,.3 d'alF2 de P. abyssi. Un Zscore de 6.3 a été obtenu. Ces
quatre solutions uniques ont permis de construire une premiére carte de densité qui a été
améliorée par lissage de solvant a I’aide du programme DM (Cowtan and Main, 1993) du
package CCP4 (Collaborative Computational Project N°4, 1994). Le modele a aors été affiné
par une minimisation d’énergie en considérant les trois domaines de y et le domaine 3 d' a
comme des ensembles rigides a I’ aide du programme CNS (Brunger et al., 1998). Un facteur
R de 40 % et un facteur Ry, de 42% ont ainsi éé obtenus. Les tentatives de replacement
manuel du modéle dans la densité éectronique et les différents tours d’ affinement réalisés
n’ont pas permis d améliorer ces paramétres du fait du peu de réflections mesurées 4.7 A de
résolution.

B. Production et purification des différentes sous-unités du facteur
hétérotrimérique alF2 de S. solfataricus.

Les ADNSs codant pour chacune des 3 sous-unités du facteur hétérotrimérique Ss-al F2
ont été clonés dans le vecteur pET3alpa entre les sites de restriction de Ndel et Xhol du
fragment « Ipa » additionnel, donnant ainsi naissance aux vecteurs pET3aosslpa, pET3afsd pa
et pET3aysslpa

Ces vecteurs ont ensuite été utilisés pour transformer des cellules Rosetta pLaclRARE
d Escherichia coli. Ces cellules contiennent le plasmide pLaclRARE qui permet la
surexpression d’ ARNts capables de lire les codons rares et la surexpression de lacl. Ces
cellules transformées sont alors mises en culture & 37°C dans 500 mL de milieu 2xTY
contenant 50 pg/mL d ampicilline et 34 ug/mL de chloramphénicol. L’expression des
protéines d'alF2 est aors induite par gout d'IPTG a une concentration findle de 1 mM
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lorsgue la densité optique de la culture a 650 nm atteint 1,6. L’ induction est poursuivie durant
6 heures a température ambiante. Puis les cultures sont centrifugées a 8000 g pendant 30
minutes et les culots sont congelés et conserveés a-20°C jusqu’ a utilisation.

Les ADNs codant pour le domaine 3 (ops) € pour la forme correspondant aux
domaines 2 et 3 (apy.3) de la sous-unité o ont été obtenus par PCR en introduisant un codon
de démarrage au niveau des résidus Glul74 et Asp88 respectivement. Apres amplification du
gene muté, les produits de PCR ont été digérés successivement par Ndel et Xhol puis reclonés
dans |le pET3al pa digéré par |es mémes enzymes.

1. Purification de Ss-alF2.

Les culots de cellules correspondant a 500 mL de culture de chaque sous-unité sont
resuspendus dans du tampon C, (10 mM HEPES pH 7.5, 10 mM 2-mercaptoethanol, 0.1 mM
EDTA, 0.1 mM benzamidine, 0.1 mM PMSF, 100 mM NaCl). Les différentes suspensions
sont ensuite mélangées dans un volume final d’environ 100 mL. Du GTP (ala concentration
finale de 100 uM) et du MgCl, (1 mM) sont goutés pour stabiliser la protéine Ss-alF2y et
éviter en particulier la protéolyse au niveau de la boucle GKT impliquée dans la liaison des
nucléotides G. Les cellules bactériennes sont alors lysées par sonication aux ultrasons
pendant 8 min. (50% du temps actif) a 4°C. Apres centrifugation (15300 rpm, 10 minutes,
4°C), le surnageant est chauffé a 65°C pendant 10 minutes pour précipiter les protéines
bactériennes thermosensibles. Ces dernieres sont alors séparées des protéines thermostables
par centrifugation (15300 rpm, 10 minutes, 4°C).

Le surnageant est directement chargé & 2.5 mL.min™ sur une colonne échangeuse de
cations S-Hiload (1,6 x 20 cm) équilibrée en tampon C,. L’hétérotrimere est ensuite €lué
avec le tampon C, (10 mM HEPES pH 7.5, 10 mM 2-mercaptoethanol, 0.1 mM EDTA, 0.1
mM benzamidine, 0.1 mM PMSF, 400 mM NaCl). Les fractions d’ éution contenant Ss-alFF2
sont rassemblées et concentrées par centrifugation sur membrane Vivaspin 20 mL, 30 000
MWCO jusgu’ aun volume inférieur a5 mL.

Pour finir, I’échantillon est chargé & 0.4 mL.min™ sur un tamis moléculaire Superdex
200 (1,6 x 60 cm) équilibré en tampon C; (10 mM HEPES pH 7.5 10 mM 2
mercaptoethanol, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM benzamidine, 0.1 mM PMSF, 200 mM NaCl).
L’ hétérotrimere sort sous forme d un pic homogene. Les fractions correspondantes sont
rassemblées et concentrées par centrifugation sur membrane Amicon-Ultra 4 mL, 30 000
MWCO jusgu’ a atteindre une concentration de I’ ordre de 8-10 mg/mL. De |’ azide de sodium
a 0,02% final est gjouté pour assurer la stabilité de la protéine. La solution protéique est
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ensuite divisée en trois échantillons: un échantillon contenant en plus du GDPNP et du
MgCl, a une concentration finale de 1 mM, un échantillon avec GDP et MgCl, (1 mM) et le
dernier échantillon sans nucléotide guanine ni magnésium, dans le but de réaliser des essais
de cristallisation de Ss-alF2 en présence de I’un ou |’ autre des nucléotides guanine ou sous
forme apo. L’ hétérotrimeére est alors conservé a 4°C. En moyenne, 25 mg de protéine purifiée
sont obtenus a partir de 500 mL de culture de chacune des sous-unités.

2. Purification des hétérodimeéres Ss-alF2ay. ap;y et ap;3y.

Le méme protocole de purification que celui de I’ hétérotrimere natif a été appliqué
pour purifier ces différents assemblages. La Superdex 200 (1,6 x 60 cm) a été remplacée par
une Superdex 75 (1,6 x 60 cm).

3. Purification de Ss-alF2y.

Le culot de cellules correspondant & 500 mL de culture est resuspendu dans environ
50 mL de tampon C, (10 mM HEPES pH 7.5, 10 mM 2-mercaptoethanol, 0.1 mM EDTA,
0.1 mM benzamidine, 0.1 mM PMSF, 500 mM NaCl). Du GTP (100 uM) et du MgCl, (1
mM) sont gjoutés pour stabiliser la protéine. Les cellules bactériennes sont alors lysées par
sonication aux ultrasons pendant 8 min. (50% du temps actif) a 4°C. Aprés centrifugation
(15300 rpm, 10 minutes, 4°C), le surnageant est chauffé a 65°C pendant 10 minutes pour
précipiter les protéines bactériennes thermosensibles. Ces dernieres sont alors séparées des
protéines thermostables par centrifugation (15300 rpm, 10 minutes, 4°C).

Le surnageant est directement chargé sur une colonne échangeuse d’ anions Q-Hiload
(1,6 x 20cm) équilibrée en tampon C, 2.5 mL.min™. La protéine n'est pas retenue sur cette
colonne qui permet d' éiminer une grande partie des acides nucléiques. Les fractions
contenant Ss-alF2y sont rassemblées, 1 mM GTP et 1 mM MgCl, sont goutés, et
I’ échantillon est misa dialyser 1 heure contre 1 L de tampon Cs (10 mM HEPES pH 7.5, 10
mM 2-mercaptoethanol, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM benzamidine, 0.1 mM PMSF).

La seconde étape consiste en une colonne échangeuse de cations S-Hiload (1,6 x 20
cm). Le dialysat précédent est chargé & 2.5 mL.min™* sur cette colonne équilibrée en tampon
Cs. La protéine est éluée avec le tampon C, (10 mM HEPES pH 7.5 10 mM 2-
mercaptoethanol, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM benzamidine, 0.1 mM PMSF, 400 mM NaCl). Les
fractions d' éution contenant Ss-alF2y sont rassemblées, 1 mM GTP et 1 mM MgCl, sont
gjoutés, et |'échantillon est concentré par centrifugation sur membrane Vivaspin 20 mlL,
30 000 MWCO jusgu’ aun volume inférieur a5 mL.
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Pour finir, Iéchantillon est chargé & 0.4 mL.min™ sur un tamis moléculaire Superdex
75 (1,6 x 60 cm) équilibré en tampon Cs. Les fractions correspondant a Ss-alF2y sont
rassemblées et concentrées par centrifugation sur membrane Amicon-Ultra 4 mL, 30 000
MWCO jusgu’ a atteindre une concentration de I’ ordre de 8-10 mg/mL. En moyenne, 5 mg de
protéine purifiée sont obtenus a partir de 500 mL de culture.

4. Obtention et purification des mutants ponctuels d’alF2a de S. solfataricus.

Les mutants ponctuels R186A, R226A et Y227A d'alF2a ont été construits par
mutagénese dirigée par PCR par la méthode QuikChangeTM Site-Directed Mutagenesis de
Stratagene a partir du vecteur cible pET3aosslpa. Les vecteurs mutés résultants ont été
séquences pour controler I’ obtention de la mutation désirée. Les protéines correspondantes
ont été produites et purifiées suivant le méme protocole que la protéine native.

Avant de purifier les hétérodiméres ay correspondants, un gel natif acide en
conditions non dénaturantes a été réalisé pour tester la capacité de ces mutants a s assembler
avec la sous-unitéy. Aucun défaut d’ association n’ayant été observé, les trois hétérodimeres
Olr1gsAYs OR226aY €L Clyoo7ay ONt été purifiés selon le méme protocole que pour I hétérodimere
natif.

6. Détermination de la constante de dissociation des complexes alF2: ARNt.
Le méme protocole que pour les protéines de P. abyssi a été utilise. Cependant, une

concentration de 2 nM en [358] -Met-ARNt"® a été utilisée dans le test de protection contre la
déacylation.

C. Etude structurale de I’héterodimere alF2ay de S. solfataricus.

1. Cristallisation de I’hétérodimeére alF2cy de P. abyssi et acquisition des données

cristallographiques.

L’ hétérodimere oy a été cristallisé par la méthode de diffusion de vapeur en goutte
suspendue a I’aide d’'un robot cristallographique Genesis RSP100 (TECAN). Une solution
protéique a 9 mg/mL dans un tampon 10 mM HEPES pH 7.5, 10 mM 2-mercaptoéthanol, 0.1
mM EDTA, 0.1 mM PMSF, 0.1 mM benzamidine, 200 mM NaCl, 0.02% azide de sodium, 1
mM GDPNP, 1 mM MgCI, a été utilisée pour la recherche des conditions de cristallisation a
I”aide des matrices d échantillonnage commerciales fournies par Hampton Research. Les
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cristaux d alF2oy ont été obtenus a 24°C au bout d’'une semaine en utilisant les solutions
précipitantes 10% PEG 6000, 0.1 M HEPES pH 7.0 et 10% PEG 6000, 0.1 M Bicine pH 9.0
(conditions n°10 et 12 de la matrice d’ échantillonnage Grid Screen PEG 6000). De maniére
surprenante, ces cristaux se sont révélés peu stables dans I'éhane liquide apres
cryogénisation. lls sont donc directement montés dans les boucles lors de I’ acquisition des
données. Au préaable, ces cristaux sont trempés dans une solution contenant la solution
précipitante et 20% d’ éthylene glycol comme cryoprotectant. Ils sont alors immédiatement
refroidis dans le flux d'azote du montage et |’ enregistrement des données de diffraction est
lancé. Les cristaux d al F2oy appartiennent au groupe d’ espace P2,2:2;.

Les données de diffraction relatives aux cristaux d’'oy ont été collectées a 100K a
I’ESRF (Grenoble) sur laligne ID14-ehl. Un jeu de données & 3.0 A a été enregistré sur un
détecteur de type Quantum 4R CCD (ADSC, Poway, Californie).

2. Résolution et affinement de la structure de I’hétérodimeére alF2ay.

Les clichés de diffraction obtenus pour les cristaux d'ory ont été traités a I’aide du
programme XDS (Kabsch, 1988).

La structure d’alF2ory a ensuite été résolue par remplacement moléculaire a |’ aide du
programme PHASER (Storoni et al., 2004). Les trois domaines séparés d’ alF2y ont d’ abord
été cherchés. La structure d’alF2y de P. abyssi (Schmitt et al., 2002) a servi de modéle pour
ces domaines. Le domaine 1 a été cherché en premier a partir du modéle du domaine 1 de la
structure d’alF2y de P. abyssi. Un Zscore de 7.6 a été obtenu pour ce domaine. A partir de
cette solution, le domaine 2 a été cherché a partir du modéle du domaine 2 de la structure
d alF2y de P. abyssi. Une solution unique avec un Zscore de 11.6 a été obtenue. Pour finir, le
domaine 3 a été cherché a partir du modéele du domaine 3 d’alF2yde P. abyssi. Un Zscore de
14.1 a éé obtenu avec ce modéle. Pour la sous-unité o, différents modéles structuraux ont
ensuite été utilisés : alF2,p,.3 de P. abyssi précédemment résolue (modéle entier ou domaines
séparés), alF2a de P. abyssi précédemment résolue (modéle entier ou domaines sépares),
elF2,p1.» de levure (Dhaliwal and Hoffman, 2003), elF2,p1., humain (Nonato et al., 2002) et
elF2o. humain (Ito et al., 2004). Aucune solution pour la sous-unité o. n’a pu étre obtenue par
remplacement moléculaire quel que soit le modéle structural utilisé

La résolution de la structure du complexe entier a alors été obtenue comme suit. Les
trois solutions uniques obtenues pour les trois domaines d’ alF2y ont donc été utilisées pour
construire un modele initial d’alF2y ainsi qu’une premiére carte de densité. alF2y de S.
solfataricus présente 56% d’identité de séquence avec alF2y de P. abyssi. Dans un premier
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temps, les résidus divergents entre les deux protéines ont été changés en aanine sur le modéle
structural obtenu par remplacement moléculaire. La carte de densité initiadle a alors été
améliorée par lissage de solvant a I’aide du programme DM (Cowtan and Main, 1993) du
package CCP4 (Collaborative Computational Project N°4, 1994). Puis, le modéle a été affiné
avec différents cycles de construction manuelle et de minimisation d'énergie a I'aide des
programmes O (Jones et al., 1991) et CNS (Brunger et al., 1998) en utilisant seulement les
données comprises entre 12 et 3.0 A et dont lavaleur de I’ amplitude est supérieure & deux fois
la valeur de I’ écart type. L’ affinement du modele sur la protéine y seule a permis d’ obtenir
une carte suffisamment organisée pour pouvoir positionner le domaine 3 d' alF2a de P. abyssi
dans ladensité électronique. La encore, les résidus divergents entre alF2o de S. solfataricus et
alF2o. de P. abyssi ont été changés en alanine dans un premier temps. Puis les résidus corrects
ont été réinsérés au fur et a mesure des tours d’ affinements. Finalement, les domaines 2 puis 1
d’ alF2o. de P. abyssi ont pu étre positionnés sans ambiguité dans |a densité électronique et le
modele a finalement été affiné pour obtenir un facteur R final de 23.2% et un facteur Rjjp de
29.7% a3.0 A de résolution.
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-------- | EWCEYIVKKIPVEP sDFTSEPRL Y1 RSEBVNKPGCEVDDL KECYAGES! L KEV KVGQEREVREGE VSKDSEGKLMC 311
-------- | EWCEYRVKKIPVEP fDF TSEPRLI ¥} RSEDVNKPECEVDDL KIEEYACES! L KEVLKVGQENEVREE VSKDSEGKLMC 311
-------- | DVL CEYIVNKIPVEP sDFNAPPRLI Y] RSEDVNKPECEVADL KEEYAGES! L SEVLKVGQEEVREEVVTKDSDGN TC 310
-------- I DVL CEYRVKKIPL BV EBFVSPPRM Y1 REEBVNKPGSDYDGMEEYAGES! L JeVLKVGH! [EI REB TRKDENGDTKC 302
-------- MDAL | EAREET[IPTEE DL DSPPL MHYARSEDVNKPETPPEKL L[EEY EESLSRER RVGDENEI REGV- - - - KDERGNW 280
-------- I DI LI ETREERJKT @< fDVDKPARWY YA NKPGADPEHL ACEY GESLVJER RVGDENE! RE8 QVK- KDGKQTW 264
-------- | DVL VKALEDF [BPT[E< sDPNKPPKM. 1. REEDVNKPGTPPEK L VEEY GES| VJEK KVGDEIEI RE8 PYE- EHGRI RY 266
-------- | DVL LKARQOFIPT[EK fDPDAT PRW YA El KDLKEEYL €Al | JeVFKVGDEEI RE8 KVT- EGNKTFW 266
-------- I DSLI EGEEEY BKTEY sDL SQKPVM. Y1 REEBVNKPGT QFNELKIEEY) GES! | %LFKVDQEIKVLERVE KQEKVSY 269
-------- | DVL VKAREDF JPTEK SBPNKPPKML. Y1 RSEBVNKPGT PPEK L VEEY). B€S! VEKLKVGDEIE! REBVPYE- EHGRI KY 266

-------- | VELLDAI DEYBPTEVEDVDKPFLMPYEDVETI TG- - - - - - - - RETYAT &Rl EREKVKVGDEVEI VALAP- - - - - - - - == 262
-------- | LELAGFLDSYIPEEESAI DKPFLLPI EDVESI SG- - - - - - - - RETYVT ERVEREI | KVEEVEI VG K- - - - - - - -- -~ 250
KETKAGWKGKTLLEAI DABEQES fPTDKPLRLPLQDVYKI GG- - - - - - - - | €TYPVERVETEVI KPGWVTFABAG - - - - - - - - - - 284
--------- GPTLEEYLDQLELBPKPVDKPLRI Pl QDVYSI SG- - - - - - - - VIETPVERVES[EVLKVGDKI VFMGAG- - - - - - - ---- 272
--------- GPTLI EALDQEPEREKPVDKPLRI Pl QDVYSI KG- - - - - - - - VIETYPVERVET[EKLKVGDWI FEGASTI F-------H 265
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Annexe 1 : alignement de séquence d’e/alF2y et d’EF1A-e/alF1A réalisé avec Clustal W
(Chenna et al., 2003). Les résidus parfaitement conservés entre les différentes séquences d'e/al F2y et d’ EF1A-
e/aEF1A sont indiqués en blanc sur fond bleu marine. Les résidus fortement conservés sont indiqués en blanc sur fond
bleu clair. Les résidus parfaitement conservés pour les séquences d'e/alF2y mais non conservés pour les EF1A-
e/aEF1A sont surlignés en orange. Les mutations conservatives sont indiquées en jaune. Les 4 cystéines du domaine de

KPI FSNI VEL FAEQNDLKFAVEEEHE EVGTKVDRT ECRABRL VIEQWEAKGHLENI Y- - - TDI B NYFEERRLLB/KTDG- - - - - - - - 447
QPIFSRI | SLFAEHNDLKI AVEESE EVGETVERTECRABRL VEQVL ESKGNLEEVY- - - TELA NYFEERRLLB/KS- GD- - - - - - - 368
KPI FSKI VEL FAEHNDL QYAARIEEEI EVGTKI DPTECRABRMEQVL EAVGAL [GEI F- - - TELE SYFEBRRLLG/RTEGD- - - - - - - 389
KPI FSKI VEL FAEHNDL QYAAFESE €VGIKI DRTECRABRVVEVL EAVGAL I F- - - TELE SYFEBRRLLB/RTEGD- - - - - - - 389
KPI FSKI VEL FAEHNDL QVAAIEEHI €VGEKI BPTECRABRMEVL EAVGAL [EEI F- - - TELE SYFEBRRLLB/RTEGD- - - - - - - 389
RPIFSRI VEL FAEQNELQYAVIZESH EVGTKI DRTECRABRL VEVL EAVGQL DI Y- - - CELE SYYEBRRLLG/RTDGD- - - - - - - 388
TPI YTRI TSLYAEQNEL QFAV[EEEEI & GISMVDRTBTRGERLVEQVL EEI GTL[EDVY- - - VELEVSFQERTRLI B/KTKET- - - - - - - 380
NPLFTEVQS| VASGRFVDEAT(ESEV & ATIKLBBT BTKSBAL VeV EHPGNL EDVL - - - TSFTVEVNEBERWG - - - - - - -- - - - - 353
VBLHSTI TGLVAGGEEMEEVGEEEEV EVGIIL L DPALTKABSL SESVACEPGTL FPVR- - - HSFTVETHEBERWET - - - - - - - - - - - - 337
EPI TTEI VEL QAGGQFVEEAYZESV eVGIKL BBYETKGBL MGV EKPGKL BPVW - - DSLRLEVHEBERWET - - - - - - - - - - - - 339
KPLTTKI VELAAGNT! LRKAHEESH EVGETLBBYETKSBAL TESWELPGTLEPI R- - - EKI Tl RANEEDRWET - - - - - - - - - - - - 339
EPI FTKI S§| RFGDEEFKEAK(FESEVAI GIYLDPSETKABNLLES! | TLADAEVPVL- - - NI R KYNEBERWEGA - - - - - - - - - - - 342
EPI TTEI VEL QAGGQFVEEAYZESEY SVGTKL BBYETKGEL MAGNVVEKPGKL EPVW - - DSLRLEVHEBERWET - - - - - - - - - - - - 339

ETRRTWWTGVEVHRKTLQEG ABPNVEVLLRG- - - VSREEVEREQVLAKPGS! TPHT- - - - KFEASVYVEKK- - EEGGRHTGFFSGYR 340
ETQKSTCTGVEMFRKL L DEGRABENVEVLLRG- - - | KREEI ER[EQVLAKPGTI KPHT- - - - KFESEVY! BSK- - DEGGRHTPFFKGYR 328
- -VTTEVKSVEMHHEQL EQGV[ZEDNV EFNVKN- - - VSVKEI RRIEWCEDAKNDEPKG- - CASFNATVI VINHPGQ SAGYSPVLDCHT 363
- - KVGEVRE| ETHHTKNDKAEEEONI EFNVRG- - - VEKKE! KREDVVEHPNNPETVA- - - DEFTARI | VWWWHPTALANGYTPVI HVHT 351
KPI QGEVKEI EMHHEPL QEAL[Z@ONI EFNVRG- - - VSKNEI KREDVAEHPDKPETVWRTKDTFKAQ | VENHPTAI TVGYSPVLHAHT 348

- QKQAKVRKL EPNEVEWNI ISTAIGARWAVKAI\AARLQESD\CTH N- EKI ALSTRI EKHUR- L [leWATI KKGTTLEPI A- - - - - 527
- KNTTKVQKL AKNEV BWNI BSTSEGGRVMWKADVAKI LIETABACTEI G- EKVALSRRI EKHWR L [T@WAKVVEGKTLKV- - - - - - - 446
- KKAAKVQKL SKNEV BWNI BSL SEIGGRVSAVKADL GKI VIBTNEVCTEVG- EKI ALSRRVEKHWR L IEWEQI RRGVTI KPTVDDD - 472
- KKAAKVQKL SKNEVEWNI BSL SEGGRVSAVKABDL GKI VETNEVCTEVG- EKI ALSRRVEKHIR L [FeWEQl RRGVTI KPTVDDD: - 472
- KKAAKVQKL SKNEV BWNI BSL SEGGRVSAVKADL GKI VIBTNEVCTEVG- EKI ALERRVEKHUR L [leWEQl RRGVTI KPTVDDD - 472
- KKGARVEKL QKNE) BLVNI BSL STGGRI SATKGDLAKI VETTRVCTEKG- EKI ALSFRVENHIR L IlEWEQ FGGKTI TPVLDSQVA 473
- ERQVRVSKLVKGE BMLNI BSVBEGAWVI GVKKBIMVKVNETLRVCTSI G- EKVAI SRRVDRHIR L [EREQI EAGTTI FI PSPPSLA 465

- DEEMEVEKI KMNEP BIMLAVETAI TLGVWTSARDD VEVKBRREVCADKG- SRVAI SRVGSRIR LIEAEI | R-- - - - - - - -- - - - - 424
- KEETKVEPI KTGEPIM NVBTTTRVGVVKSARABDADVVEKL FACAEEG- QRI ALSRRVGARUR LIEYE! | K- - - - - - - - - - - - 408
- EQELRVEPI KRKEVILL NVETARTIVGLVTNL GDEI EVKEQ [BVCAEPG- DRVAI 8T GSRWR LIEYE! | KE - - - - - - - - -- - - 411
- KEELK EPLRTGEVEMLNI BTATFAGVI TSARG ADI KBKL[§ CAEI G- DRVAI SgRVGSRIAR LIEYETI EG - ----------- 411
- KEMLKVDPI RAKET BM_SVESSTIL Gl VTSVKKBE! EVEBRREVAVBNNI RTVI 80 AGRUR MIEWELVE! - - - - - - - - - = - - - 415
- EQELKVEPI KRKEVELL NVETAREMGL VTGLGKBEI EVKEQ [BVCAEPG- DRVAI 8TQ GSRUR L IEYE! | KE - - - - - - - - - - - 411
PQFYFRTTDVTGWCIPPG- - - - - - VEM/MPGDNVTFTVEM KEVALEEG- - - - - - LSFAI REGGRTVEARWTKI LE- - -~ -- - - -~ 406
PQFYFRTTDVTGT| ERPEG- - - - - - VEM/MPGDNI KM/TlI Hg AVDDG- - - - - - L ®FAl REGGRTVEAEWAKVLS: - - - - - - - - - 394

AHI ACRFDEL L EKNDRRSGKKL EDHPKFL KSGDAAL VKFVPSK[EMCOVEAFSEYPPL GRFAVRDVRQTVAVEV] KSVDKTEKAAKVTKA 451
ASVACRVSEL VSKL DPRTGQEAEKNPCFL KQGDVAI VKFKPI KE_O/EKYNEFPPLGE:ANRDNGKTVWI | VDVKPAKVEI K- - - - 435
AQVPVRFEQLLAKI DPRTGNI TEENPQFI KTGDSAI VWL RPMKEVVL EPVKEL PQLGEFAI RDMGMTI AAEMVI SI QKGE- - - - - - - - 428

fixation du Zn sont indiquées en vert.
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- - MBSDLAAEL GFDPALK- [RIIBIT BIK- VI PDDFDAAVN: GKENGSG- - - - = = - = == = == === s s c e e oo 41
MTETEAVVDQ DL NGAL PE KIP K SVAF DDEVDAVSKDGPEASSAGATDEDDSERKSSAKDL TTPVTEGEV 73
----- MBGDEM FDPTVSK I BiKPFM. DEEGDT QTEETQPSETKEVEPEPTEDKDL EADEEDTRKKDASD 68
----- MBGDEM FDPTVEK K BiKPFM. DEEGDAQTEETQPSETKEVEPEPTEDKDVEADEEDSRKKDASD 68
----- MBGDEM FDPTVEK KK BiKPFM. DEEGDAQTEETQPSETKEVEPEPTEEKDVDADEEDSRKKDASD 68

----- MDAEDG- FDPTL L KERRKETTFDLD- - - - - - AALGLEDDTKKEDPQ- - - - - - - - - - DEASAEGGAAA 51
----------------------------------------- MADEI NEI REE- - - === === ==c--ccmm-2 11
- - - DDLFAGLK KRR SES\VSADAEAEKE- - - - - - - - - - - PTDDI AEA:- - - LGEL SLKKEIRRIBTKDSSVDAFE 97
DELKDMFSSMVKRRRR- SBKSSASAEEQTE- - - - - - - - - - - DI TTESGE- - - LDFSSMKKERIRKKSADL SAFE 131

B<! FDI DEAEEGVKDLKI ESDVQEPTEPEDD- - - LDI M. GNKRREKNVKFPDEDE 139

DL DDL NFFNQK KRR T
DL DDLNFFNQK KRRIRRISRK! FDI DEAEEG KDLKI ESDVQEPAEPEED- - - LDI M. GNKKIRIERKVVKFPDEDE 139
DL DDLNFFNOK KRR TRIK| FDI DEAEEAI KDVKI ESDAQEPAEPEDD- - - LDI M_GNKERERKNVKFPEEDE 139
EEDNL DL ESFGRERERKE<PFNVDEI EAAI PSFGGD- DVAASEEPEEEEI NL DVDF SMARIRIRIRK SKKKELDEL 123
- GEQLAPFDPSKERERKEYVI QEPVEDLAESSQTEKSDSLPVNDGLES- - - - SFTGVKKERERPTESSLLNNE 79

KEL AKAGLDNVDAE- SKEGTPSANS- - - - S| QQEVGLPYSELSRFFNI LRTNEP- ELABDRSGPKFR PBBV 164
KEL EASSTGDATSDL SKQTFDSENVGEHAW. KSDRDYY JPEL INRFFTLL RTNEP- ELABEKR- - KYTI VEBS 201
| LEKDEAL EDEDNKKDDG | SFSNQTGPAWAGSERDYTEEL INRVFNI MREKEPDMWABEKR- - KFVWWKBBQ 208
VL EKDEAL EDEDSKKDDG- | SFSNQTGPAWAGSERDYTWEEL INRVFNI MREKEIPDMVABEKR:- - KFVWKEBBQ 208
| LEKDEAL EDEDSKKDDG | SFSSQT- - AWAGSERDYT JEEL [INRVFNI MREKEPDMWABEKR- - KFVWWKBRBQ 206
FADQADDDKSEDKENDED- NSS- - - - - - TWFGSDRDYT PEL IKRVFE! | L DKFPDMAABRKP- - KFVWREBBQ 187
SVDAGEDL DEI ANDEQEGEEG VL QQRYPVEGSERDY! JDEL GRVFNI L RENP- ELABDRR: - RTVVREEQ 149
-------------------------------- MVR- - SYEELBERAFEKL - - - - ADKDV- - VRRERFEl BRVS 33
--------------------------------- MD- - DUEKLIEERAI DQL- - - - PPEVF- - ETK- RFEVBKAY 31
------------------------------- MEI DYYDYEKL BEKAYEEL - - - - PENVK- - HHKSRFEVBGAL 36
--------------------------- VSDLENI DYYDWKALKRARSQ - - - - PDYVF- - QKD- RFELBEI E 39
-------------------------------- VESEKEQVEMEDRL YSKL- - - - PEKGR- - KEG TQSLBNM 34
---------------------------- VREVE! DYYDYEKLBEKAYEEL - - - - PENVK- - HHKSRFEVBGAL 39

CLRDE- Bl FSN QDI AEKLHFSPEHLI QYLFEEL GTSEBVDGKRLVI BGKFQSEEBVENVLERY! LEYVT[ 237
VHREE- Bkl FAN SDI SKRVHESLDHVI QFL FBEL GTSEBVDGSSRLI | ENVLBRY! VEYVTR 274
VWRVEIRKESFVFTDI CKLLHRQPKHLLAFLLEEL GTSESI DANNQLVI EnvLERY! KEYVT 282
VWRVEIRKIESFVIFTDI CKLLHEQPKHL LAFL LEFL GTSERI DANNQL VI BGRFQOE® BNVLBRY! KEYVTE 282
WRVEIRKIESFVFTDI CKLLHEQPKHLLAFLLEFLGTSESI DGNNQL VI BGRFQORE ENVLERY! KEYVTE 280
VLRV EIRKESFANMDI AKTLHEL PKHLLDFLLBEL GTSEEVOGNQQL | | BGRFOPE® ENVLERY! KEYVTR 261
VL RE SIRKIVFVINF VDL CKTVHRQPDHVMVOYL LBEL GTSE8L DCQORLVWEGRFAPEIFEG LBRY! TDYVI @ 223
| QREE- AR LKFSQI AKTLNESEDHL YKY! VKSLGTAEFI DN- GRLVLEGKFTESELQKEVDDYVRLYVL[® 105
SVI Q€ NRIFI QF REVADAL NgDPQHLLKFLLRELGTAEGNLEG- GRAI LRGKFTHFLI NERI EDYVNKFVI [@ 103
VTl EE- NKill | ENFKDI AEALNEDPQHLLKFLLREI ATAETLEG- KRWLEGRFTPYLI ANKLKKYI KEYVI [@ 108
| LI E€- NRIll | RIFREL AKAVNRDEEFFAKYLLKETGSAEBNLEG- GRLI LERRI SPELLKSRINDFLREYVI @ 111
I LNI €& NT{ | RFFAEYCDRI REEDKI CVKYLLKEL AAPENVIODKGEL VI @GKFSSQVI NTL MERFLKAYVER 107
VTI E€ NK{J | ENFKDI AEALNEDPQHLLKFLLREI ATAETLEG KRWLEGRFTPYLI ANKI KKYI KEYVI @ 111

KT[8KS! NIFL KREQSNRLFFMVEKSECEBTREBVSS KTGFQATVGKRRRM - - - - 285
KT @KSPDlll LTKE- - NRI FFMT@EARGEVREVQAl KTGYQAQ GKRKHVS- - - - 321
HT@RSPDIl LQKD - TRLYFL JeET 8HERCBVASI KTGFQAVTGKRAQLRAKAN 333
HT BRSPDl LQKD - TRLYFLQEET BHBRCBVASI KTGFQAVTGRRAQLRAKAN 333
HT[@RSPDl LQKD- - TRLYFLJ@=T @HERCBVASI KTGFQAVTGKRAQLRAKAN 331
HT BRSPEQ LQKD - TRLFFLQEESEGBRCBVASI KSGFQAVTGKRAAI RAKTT 312

LGEKSPD L SKE- - NRLFFL REEKBGBORBVAPI KTGFVARVSRRKT- - - - - - 268
RE@NSPDEF! KE - ERVLM_RE_ESGAKHBVRN - - - - - - -« = - oo oo 137
HE@NRPDIR! | RE - GRI SLLK@ERSGAKABLKNV- - - - - - - === == - - - - - 135
PVEGSPDIKI | KR - DRFYFLKSERSGAETRl QH.- - - - - === == === === - - - 140
RESGKPDIKI | KE - GRVHLLK@VESGA RBI RM - - - - - === == === === - - 143
ST[®KSLDI} LKKE - KKSWYI V8L ReGEQTBVKPL- - - - - - - - - - - - - oo - - 139
PV/SGSPDIKI | KR - DRFYFLK@ER@GRETRl QH.- - - - -~ - ------ -~ - - -- 143

Annexe 2 : alignements de séquence d’e/alF2f réalisés avec Clustal W (Chenna et al., 2003).
Les résidus parfaitement conservés entre toutes les séquences d’e/alF2B sont indiqués en blanc sur fond bleu. Les
mutations conservatives sont indiquées en jaune. Les résidus conservés spécifiques aux protéines eucaryotiques sont
surlignés en rouge et les résidus conservés spécifiques des protéines archéennes sont indiqués en vert.
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----- STSHORFEENKYE DDl VWNYQQ! AEEAYVK I BYPIlIEG LLEE BRRR REI QKLI RVG 65

- - - - MBTTSCEMEENRF[gEVDELVWINIRQN GEREAYVK I SYDIIEGWL L S5 BRBR REVQKHI RVG 66
REINKLIR G 66

----- PGL SCRFEQHKFREVEDWMWNIRS| AEfEAYVS IL NI S=.BRBR REINKLI R G 65
- - - - MPGL SCRFNQHKF gEVEDWMWNIRS| AEfEAYVS I YNEIIEGV LLE= BRBR REINKLI R G 66
----- MAL TSREFENERY [gEI EDWMWNYL S| AEREAYVHEL SYNEIIEGM LLE= BRBR REI NKL1 RVG 65
MASQTPNL ECRMEEAKY BEVDVAVM NI ADEAYVSEL SNElEGV LFEE BRRR RBVSSLI KVG 70
- - - - MKEKRLI | KRSGY[ESKEE! VI RVLDFEAFVS IDEYEGREGWHI S2vABAlN KDI REHVKKG 66
------ MFFMVRRKNEWEEE BEL VWGINHK VL NY EAFAT BERYP BKEAFI HI SIE2vSSARVKNI RDFVREN 64
--------- MPRKAREY [BEEGEFVWAINKRI HNYEAFLE BDRPEBKEAFMHI F2VASTIWVRNI RDYLKEG 61
--------- MFI MRREF[FEEEDI VI GENKDVKPYEAFVE N BYPEKEGM HI BEvTSARVKNI RDHVKVG 61
--------- M YSRSKL ESEEE! LI ARYKQVFDYESYVS BIDEGEL QAFL PVWSEVSSKIVKNI RDVLKEN 61
--------- MPRRAREY [FEEGEFVWARNKRI HNYEAFLE BDRYPEKEAFVH S2VASTIVRNI RDYLKEG 61

KNDVAV YL RYDKE< €Ml B SMRRVESED! | KBEEKYQKSETVHE LRYCAEKFQ P- - - - LEELYKTI AW 131
RNEVW N RYDKEK Nl B SRRVBPEDVVKBEERFNKSEAVHEI MRHI AEKHNVP- - - - LETMYTTI GW 132
RNECW NI RYDKE< &Nl B SRRVBPEEAI KBEDKFTKSHTVYSl LRHVAEVLEYTKDEQLESLFQRTAW 135
RNECWYNI RYDKEK €Ml B SERRVEPEEAI KBEDKFTKSHTVYBl L RHVAEVLEYTKDEQLESLFQRTAW 134
RNECW NI RYDKE< SN B SRRRVBPEEA! KBEDKFTKSHETVYSl LRHVAEVLEYTKDEQLESLFQRTAW 135
KTEPWYNI RYDKEK €Ml Bl SERRVEPEDVEKEBTERFAKARAI NBIL L RHVADI L GFEGNEKLEDLYQKTAW 135
Rl EPVMYLRYDKE< el B SHRRVEBEED! QTBEERYNKSHL VHEI MRHVAETLSI D- - - - LEDLYVNI GW 135
QKVI CK YL DYNPKREHI B §| KDVNERQRREKL QQAKNEMKAFKW.EI | GEKLNI D- - - - FKEL- EKI GK 131
KI VARNL RYNPRKEHVBY SVKRI REDQRTKEI QAVKI EQKAEKFL EL AARDLGKD- - - - LDTAYEEVGY 130
QKWAK NI RYUDPRKEHI B S RRVTQQQRKAKL QEFKRAQKAENLL RLAAEKL GKD- - - - FEAAWREVW 126
QRWAK YL RYDERKEHI BL §L KRVTEQOKRAKVOEWKRFQRASKM. ERAAEKL GKS- - - - LEEAVEEVGY 126
RKVI VKl RYDRRKET VBV KKVTDDERRKKENL QAKKI QRLDKI LELVSQKLKLS- - - - EKDAWVEQVAW 126
QKWAK NI RYDPRKEH! BL §L RRVTQQORKAKL QEFKRAQKAENLL KLAAEKL GKD- - - - FETAWREVW 126

PLSRKFGH - - - AYEAFELSI | D ETWAEG EP- - - - === - - o oo o e o - - PSKDVLDELKNY! SKRLTP 178
PLYRKYGH - - - AYDAFRLAI SNPDHVFEGLEP- - - -« === === - === - - - PKSGVI NDLLAQ SRRLTP 180
VFDDKYKRPGYGAYDAFRHAVSD PSI LDSLD- - - - - == === === === - - - LNEDEREVLI NNl NRRLTP 186
VFDDKYKRPGYGAYDAFRHAVSD: PSI LDSLD- - = === = === === === - - - LNEDEREVLI NNl NRRLTP 185
VFDDKYKRPGYGAYDAFEHAVSD: PS| LDSLD- - - == ------===----- LNEDEREVLI NNl NRRLTP 186
HFEKKYNN- KTVAYDI FEQSVTD PTVFDECN- - - - - - - - - - - - - - - - - - LEPETKEVLLSN KRKLVS 184
PLYRRHGH - - - AFEAF§ LVTDPDSVLGPLTRE! KEVGPDGQEVTKVWPAVTEEVKDALVKN RRRMIP 202
KLMKEYDS: - - - WSAFEEAAFEBYEVLAP- | VG - - - == === - o e e o - - EEFAKEMAEI ARENIKP 177
ELMDI FGD - - - LYGAFETAAEEGEKSLI EEGVP- - - - == === === === = - - EDWAAVI TEVAKRNI TP 177
PLEEEWGE - - - WAAFEDAAKDE | EVLKGHVP- - - - == == c - oo e o - - DEW.PVLKEI VENY\EV 173
LLEDEFGE - - - LYNAFETMVI BBKEVLDDLEl S- - - - === == === o mma - - EEWKNVL YEVAKESIEL 174
KLEAKYGD - - - Pl TAl BKAVKEGEKI LI DAGVP- - - - === === === = oo = - - El WKPLLEEASKHAEE 174
PLEEEWGE: - - - VYAAFEDAAKDE | DVLKGHVP- - - - - = - = c - oo e e - - DEW.PVLKEI | DNYVEV 173

QAWKI RADVEVSCFSYE[€ DAI KDAL KSAEDVSTEQVR - - - WWKIVAARL Ml TTQALDKQKGI EQLE 243

QP KI RADVEVTCFGYE[€ NAI KAAL KAAEDVHTEBEVP- - - - | KVKIIVAPEL Ml L TNALDKSLGLKKLE 245
QAWKI RAD EVACYGYE[€ DAVKEAL RAGLNCSTENVP- - - - | KI Nl APERYMIMT TTTLERTEGLSWLS 251
QAWKI RAD EVACYGYE[g DAVKEAL RAGLNCSTETMP- - - - | KI NI APERYMIMT TTTLERTEGLSVLN 250
QAWKI RAD EVACYGYE[€ DAVKEAL RAGLNCSTETMP- - - - | KI NBI APERMMT TTTLERTEGLSVLN 251
PT\KI RAD ECSCYGYE[€§ DAVKASL TKGLELSTEELP- - - - | R NHI APEL MIMT TSTTKKTDGLKALE 249

QPMKI RADI ELKCFQFD[@/VHI KEAVMKNAEAAGNEDCP- - - - VKI KEVAPELNMIL TTQTLDKEQG EI LN 268
KRVKVRGYFELKSSASD|§ ERI KKALLEA- KKA- LVNG - VEMKLEYVGARKNRI VVEADDYKTAENVLK 242
PEVQ TGYWDI KSYAPNEVE! | RKALKSAQDEG - - - - - - - - | TVQAVGAZRYRL | VKSTDYLKAEKQLK 237
PTVT| DAEFEI TVPKPNEVE! | KEAL | RARDRANKEKD- - | EVKFTYQGARRIRI DI TAPDYYKAEEVLE 240
TNVEVEGV EMKSYAPDE KQI KKAL TTA- LKANPYED- - VEVKI TY! GAZKNRVWI APDYKSGEEVFK 240
RKVKMSGLI TVRTNEPLVEKI KEVI SKALENI EQDYESLLNI KI YTI GAFRYRVDVVGTNPKEASEALN 243
PTVTI DAEFEI TVPKPNEVEI | KEAL | RARDRANKEKD- - VEVKFTYLGAZRIRI DI TAPDYYKAEEVLE 240

SAl EKI TEVI TKYGGVCNI TMPPKAVTATEDAEL QAL L ESKEL DNRSDSEDDE- - - - = = == = = = = = = = - - 297
EAI GAl EKSI TASNGTCTVKMKPKAVSETDEL ELADL MKKFEKENAE| SGDEE- - - - - ------------ 299
QANAVI KEKI EEKRGVFNVQVEPKVWTDTDETELARQVERLERE- - - = - = - === - - o cmcmemeo oo 296
QANAVI KEKI EEKRGVFNVQVEPKWWTDTDETELARQLERLERENAEVDGDDD- - - - - = === ===~ ---- 304
QANAVI KEKI EEKRGVFNVQVEPKVWTDTDETELARQLERL ERENAEVDGDDD- - - - - - === - == = = - - - 305
VAI EH RAKTSEYDGEFKVI MAPKLVTAI DEADL ARRL ERAEAENAQVAGDDDEEDGADQEGMFDPEKE 320
KAI AACTETI ETHKGKL VWKEGARAVSERDEKM. TEHVAKL RLDNEEMSGDEDSGD- - - - - = == = = - - - - 324
KATENVLKAI KKLGBEGNFI REAA- - - - - = = = = =« @ - e et oo ii oo oo 267
EAAQKCI El VEKEGGEGEFLRELT- = = = = = = === m s s e e e e e e e e e e 262
DI AEEI LRVI KQAGGEATLLRKEKRI RKVKKRKK:- - - = = = = = = = = = =« 2 e e e e oo 275
KVCEKAVATI KKLGGEGTYYRESKK- - - = = = = = = o o o e e e e e e e e e 266
QI I SNLI KI GKEENVDI SVWKK- - - - = = = = = =« « =« et m oo 266
S| AEEl LRVI KEAGGEATLLRKEKRI KKVKKRKK= - = - = = = = < o oo oo oo oo 275

Annexe 3 : alignements de séquence d’e/alF2a réalisés avec Clustal W (Chenna et al., 2003).
Les résidus parfaitement conservés entre toutes les sequences d’e/alF2f3 sont indiqués en blanc sur fond bleu. Les
mutations conservatives sont indiquées en jaune. Les résidus conservés spécifiques aux protéines eucaryotiques sont
surlignés en rouge et | es résidus conserveés spécifiques des protéines archéennes sont indiqués en vert.
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