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1 Introduction	
  
 

1.1 Introduction	
  générale	
  :	
  

 

 
L’environnement d’un organisme est constitué d’une multitude de micro-organismes. 

Ceux-ci peuvent être de différents types (bactéries, virus, levures, protozoaires ou parasites 

multicellulaires) et leur interaction avec l’organisme peut être bénéfique à celui-ci comme 

nocive. Dans ce second cas, ces micro-organismes peuvent entraîner des maladies par leur 

propagation et prolifération, pouvant aller jusqu’à la mort de l’organisme hôte. Celui-ci doit 

alors développer des stratégies de défense afin d’anticiper ou au mieux réagir aux attaques 

des pathogènes.  

La première ligne de défense est constituée des défenses naturelles externes. La 

barrière cutanéo-muqueuse empêche la plupart de ces micro-organismes infectieux d’entrer 

en interaction avec l’organisme. Aussi, le lysozyme contenu dans la plupart des sécrétions, 

le mucus, les sécrétions des glandes sébacées, l’acidité gastrique, des germes ou simplement 

des caractéristiques physiques de l’organisme participent à l’élimination et non invasion 

d’agents infectieux (1). Cependant, ceux-ci peuvent passer au travers des épithéliums des 

tractus digestifs et uro-génitaux ou même au niveau des voies aériennes supérieures ou 

poumons. Lorsqu’il y a infection, c’est le système immunitaire qui prend en charge l’action 

de lutte et élimination de ces menaces.  

 

1.1.1 Le	
  système	
  immunitaire	
  
 

Le système immunitaire regroupe tous les agents et stratégies de défense de 

l’organisme. Il a pour fonction essentielle l’élimination des agents infectieux et la 

prévention des dommages qu’ils peuvent induire. Pour cela, il doit pouvoir les distinguer des 

éléments appartenant à l’organisme. Chaque molécule issue du génome d’un organisme est 

reconnue par celui-ci comme faisant parti du « soi ». Au contraire, toute molécule étrangère 

est reconnue comme du « non-soi ». Le système immunitaire doit pouvoir identifier les 

molécules du « non-soi » et adapter sa réponse en fonction. 

Ce système est constitué de deux catégories : l’immunité innée et l’immunité 

adaptative. Selon la localisation et la nature de la menace, l’une, l’autre ou les deux 
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stratégies vont être mises en application. L’immunité innée (aussi appelée immunité 

naturelle) représente la réponse non spécifique tandis que la réponse adaptative se développe 

et se renforce au contact de l’agent infectieux de manière spécifique. La réponse 

immunitaire adaptative est toujours initiée par la présence de molécules reconnues 

spécifiquement, les antigènes.  

Les principales cellules de défense du système immunitaire sont les leucocytes. Ils 

regroupent deux sous-groupes de cellules : le premier est constitué des macrophages, 

monocytes et polynucléaires neutrophiles et représente la toute première ligne de défense 

contre l’infection tandis que le second est constitué de lymphocytes. Parmi ces lymphocytes 

se trouvent les lymphocytes T, les grands lymphocytes à granules (LGL) et les lymphocytes 

B. 

 

Les lymphocytes T sont des lymphocytes développés dans le thymus. Ils peuvent être 

classés en deux types selon leurs activités: les lymphocytes T accessoires « helper » Th, 

regroupant les cellules aidant à l’activité des lymphocytes B ou des phagocytes 

mononucléés, et les lymphocytes T cytotoxiques Tc. Ils participent ainsi à la fois à la 

réponse immunitaire innée et adaptative. 

Par leur sécrétion de cytokines, molécules de signalisation intercellulaire, les 

lymphocytes Th aident au contrôle des lymphocytes B, participent au développement 

d’anticorps et interagissent avec les cellules phagocytaires. Plus généralement, ces 

lymphocytes contrôlent les réponses immunitaires. 

Les lymphocytes Tc ont, quant à eux, une action cytotoxique sur les cellules 

tumorales ou infectées par un virus. Lors de l’infection virale par exemple, des molécules 

propres au virus vont être présentés à la surface de la cellule par des molécules du Complexe 

Majeur d’Histocompatibilité (CMH). Les lymphocytes Tc vont alors les reconnaître à partir 

de récepteurs « T-cell receptor » TCR qu’ils portent à leur surface.  

 

Les grands lymphocytes à granules (LGL) sont des cellules à action cytotoxique. À 

la différence des lymphocytes Tc, leur reconnaissance est non spécifique. Ces cellules sont 

également appelées cellules Natural Killer (NK). Tout comme les lymphocytes T 

cytotoxiques, elles portent à leur surface des récepteurs reconnaissant les molécules du 

CMH. Selon la molécule reconnue, une réponse activatrice ou inhibitrice de l’activité de la 

cellule NK sera déclenchée. Lorsque cette réponse est activatrice, les substances contenues 
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dans les granules, les perforines et granzymes, sont libérées dans la synapse et lysent les 

membranes des cellules cibles, qui sont ensuite phagocytées.  

 

 Les lymphocytes B sont à l’origine du développement des anticorps. Développés 

dans la moelle osseuse, chaque cellule est conçue pour ne porter à sa surface qu’un seul type 

de récepteur à reconnaissance spécifique d’un antigène.  

Lorsque l’un de ces récepteurs se lie à un antigène, le clone est sélectionné (on parle 

de sélection clonale). Les cellules correspondantes sont alors stimulées pour proliférer, 

arriver à maturation et se différencier en plasmocytes. Ce type cellulaire sécrète ensuite les 

récepteurs, solubles, dans le sérum. Ils sont alors appelés anticorps. Des cellules maturées 

mais non différenciées sont conservées comme « mémoire » de l’antigène, les cellules à 

mémoire. L’efficacité de ce mécanisme est renforcée à chaque contact avec l’antigène.    

Lorsqu’un type d’anticorps est développé, ceux-ci vont reconnaître et se lier aux 

antigènes portés à la surface d’une cellule ou d’un agent infectieux. Cette simple interaction 

peut suffire à bloquer l’action du pathogène. Dans le cas contraire, la partie accessible de 

l’anticorps va pouvoir être reconnue par d’autres cellules de défense portant les récepteurs 

spécifiques et permettre ainsi l’attachement de celles-ci. Elles pourront ensuite prendre en 

charge l’élimination de la menace avec une efficacité augmentée, puisque mieux ancrées 

dans l’environnement de l’agent infectieux.  

 

1.1.2 Les	
  anticorps	
  	
  
 

Les anticorps, ou immunoglobulines (Ig), sont des molécules de reconnaissance d‘un 

antigène spécifique. Développés par les lymphocytes B, ces glycoprotéines se trouvent 

libres, solubles, dans le sérum après sécrétion par des cellules différenciées, les plasmocytes. 

La reconnaissance de leur antigène passe par l’interaction du paratope, porté par l’anticorps, 

avec l’épitope, zone spécifique portée par l’antigène. 

Le paratope est porté par la partie variable de l’anticorps. Le reste de sa structure est 

constante et relativement conservée. Il existe cinq types d’Ig classés selon la séquence de 

cette partie constante : IgM, IgD, IgG, IgE et IgA. 
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Figure	
  1.1.1	
  :	
  Structure	
  d'un	
  anticorps	
  IgG	
  (2).	
  L’anticorps	
  est	
  constitué	
  de	
  deux	
  chaînes	
  lourdes	
  (beige),	
  reliées	
  
par	
   des	
   ponts	
   disulfures	
   (en	
   gris),	
   et	
   deux	
   chaînes	
   légères	
   (rose).	
   Les	
   chaînes	
   légère	
   et	
   lourde	
   sont	
   également	
  
maintenues	
  assemblées	
  par	
  des	
  ponts	
  disulfures.	
  Chaque	
  chaîne	
   lourde	
  comprend	
  3	
  domaines	
  constants	
  CH	
  et	
  un	
  
domaine	
  variable	
  VH	
  tandis	
  que	
  chaque	
  chaîne	
  légère	
  compte	
  un	
  domaine	
  constant	
  CL	
  et	
  un	
  domaine	
  variable	
  VL.	
  
Les	
   sites	
   de	
   liaison	
   à	
   l’antigène	
   sont	
   portés	
   par	
   les	
   deux	
   complexes	
   de	
   domaines	
   variables	
   chaîne	
   légère/chaîne	
  
lourde.	
  Chez	
  les	
  IgE	
  et	
  IgM,	
  un	
  domaine	
  constant	
  supplémentaire	
  est	
  présent	
  sur	
  la	
  chaîne	
  lourde.	
  

La structure basique d’un anticorps est illustrée en Figure	
   1.1.1. De taille 

approximative de 150 kDa, elle peut être divisée en deux parties : le fragment de liaison à 

l’antigène (Fab) et le fragment constant (Fc). Quatre chaînes polypeptidiques sont 

assemblées : deux chaînes lourdes et deux légères. Les chaînes lourdes sont constituées pour 

la plupart de 3 domaines constants (CH1, CH2 et CH3) et d’un domaine variable (VH). Les 

chaînes légères, elles, sont formées d’un domaine constant CL et d’un domaine variable VL. 

Les chaînes lourdes sont maintenues assemblées par des ponts disulfures et chaque chaîne 

légère est associée à l’une des chaînes lourdes, également par des ponts disulfures. Le Fc 

comprend les domaines CH2 et CH3 des deux chaînes lourdes. Chacun des deux Fab est 

composé des domaines CH1, VH, CL et VL. La structure des domaines variables et constants, 

fortement similaires, appartient à la famille des repliements de type « immunoglobuline ». 

Ce type de repliement consiste en deux feuillets β antiparallèles. Les deux structures sont 

présentées en Figure	
   1.1.2. Dans ce Fab, le fragment variable Fv porte les trois régions 

déterminantes de la complémentarité CDR formant le site de liaison à l’antigène. Le CDR1 

est la boucle située entre le brin B et C, le CDR2 entre le C’ et C’’ et le CDR3 entre les brins 

F et G. Le CDR3 est généralement le plus long et, dans la majorité des cas, est impliqué 

dans l’interaction avec l’épitope de l’antigène. Le Fc quant à lui est reconnu par des 

récepteurs spécifiques portés par certaines cellules de défense. 
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Figure	
  1.1.2:	
  Structure	
  en	
  rubans	
  des	
  domaines	
  variable	
  et	
  constant	
  d'un	
  Fab	
  (3).	
  Les	
  deux	
  types	
  de	
  domaines	
  
appartiennent	
   au	
   repliement	
   de	
   type	
   «	
  immunoglobuline	
  ».	
   À	
   gauche,	
   le	
   domaine	
   variable	
   9	
   feuillets	
   β	
   et	
   trois	
  
boucles	
  CDR-­‐H1,	
  CDR-­‐H2	
  et	
  CDR-­‐H3.	
  Le	
  domaine	
  constant	
  à	
  droite	
  est	
  lui	
  constitué	
  de	
  7	
  feuillets	
  β. 

 

De nos jours, de plus en plus de stratégies de traitement de maladies rares ou cancer 

sont développées à partir de l’utilisation d’IgG. La production d’anticorps monoclonaux 

mAbs dirigés contre des cibles d’intérêt sert à la fois à la prévention, à la détection et au 

traitement en lui-même. Les anticorps, sous leur forme de Fab, ont beaucoup été utilisés 

comme outils de détection et diagnostique depuis leur découverte, du fait de leur 

reconnaissance spécifique d’antigènes.  

 Pourtant, la taille imposante de cette protéine (150 kDa) présente des inconvénients : 

elle limite sa pénétration et biodistribution. De plus, son activité est rapidement neutralisée 

par le système immunitaire et sa durée de vie est de quelques jours.  

 

Un nouveau type d’anticorps a été découvert au début des années 1990. Ces 

anticorps ont été trouvés dans le sérum de camélidés, incluant les lamas et chameaux, en 

plus d’anticorps IgG classiques. Ils ont été nommés anticorps de chaîne lourde HcAbs, dû à 

l’absence de chaîne légère (2) (Figure	
  1.1.3).  
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Figure	
   1.1.3:	
   Anticorps	
   de	
   Camélidé	
   HcAbs	
   (2).	
   Ce	
   type	
   d’anticorps	
   est	
   constitué	
   de	
   deux	
   chaînes	
   lourdes,	
  
comprenant	
  les	
  domaines	
  constants	
  CH3	
  et	
  CH2	
  et	
  le	
  domaine	
  variable	
  VHH.	
  Les	
  deux	
  chaînes	
  sont	
  reliées	
  par	
  des	
  
ponts	
  disulfures	
  (ici	
  en	
  gris).	
  Les	
  VHH	
  contiennent	
  à	
  eux	
  seuls	
  la	
  totale	
  capacité	
  de	
  liaison	
  à	
  l’antigène.	
   

L’anticorps est formé de l’assemblage de deux chaînes lourdes. Chacune compte 

deux domaines constants, CH3 et CH2, et un domaine variable VHH, également appelé 

nanobody Nb (4). Les deux nanobody portent les CDR interagissant avec l’épitope de 

l’antigène. Ces CDR sont situés pour le CDR1 entre les brins 3-4, le CDR2 entre les brins 5-

6 et le CDR3 entre les brins 9 et 10 (5). Là encore, la reconnaissance est majoritairement 

réalisée par l’interaction du CDR3, généralement très long. Le repliement des domaines est 

également de type « immunoglobuline ».  

Les nanobody ont une taille approximative de 15 kDa. Ils présentent alors de 

nombreux avantages vis à vis des mAbs, comme leur capacité biodiffusive plus importante. 

Aussi, ils sont plus stables dans le temps et face à des conditions très variées (4). Ils ont 

donc des applications médicales comme biotechnologiques, notamment dans les études 

structurales. Leur grande stabilité et spécificité pour un antigène leur permettent de former 

des complexes anticorps/antigènes stables. Les nanobody servent alors de chaperonnes de 

cristallisation et de marquage moléculaire.   
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1.2 Présentation	
  du	
  sujet	
  de	
  thèse	
  

 

Durant ces trois années de thèse, j’ai été chargée de l’étude structurale de protéines 

en complexe avec ces deux types d’anticorps: le premier volet implique l’utilisation 

d’anticorps à visée thérapeutique tandis que le second volet utilise les nanobody en tant 

qu’outils biotechnologiques.  

 

1.2.1 Présentation	
  du	
  premier	
  volet	
  :	
  Anticorps	
  thérapeutique	
  contre	
  des	
  protéines	
  MIC	
  	
  
 

Le premier volet de cette thèse porte sur l’étude structurale d’un anticorps 

thérapeutique dirigé contre des protéines humaines homologues à celles du Complexe 

Majeur Histocompatibilité (CMH) de classe I. J’ai travaillé sur un anticorps, nommé ici 

MIC12, reconnaissant les protéines MICA*001, MICA*008 et MICB*002. L’objectif était 

d’étudier MIC12 mais également d’étudier son interaction avec chacune des protéines MIC. 

Pour cela, je devais utiliser la cristallographie aux rayons X afin de résoudre la structure 

atomique de MIC12 et des complexes MIC12/MICA*001, MIC12/MICA*008 et 

MIC12/MICB*002. 

Ce sujet a été financé par une bourse d’étude de la région PACA avec comme 

partenaire économique l’entreprise Innate Pharma.  

 

1.2.2 Présentation	
  du	
  deuxième	
  volet	
  :	
  Anticorps	
  d’intérêt	
  biotechnologique	
  contre	
  la	
  
protéine	
  pPorM	
  	
  

 

Le second volet de cette thèse porte sur l’étude structurale de la protéine pPorM du 

système de sécrétion de type 9 (T9SS) de Porphyromonas gingivalis utilisant des nanobody. 

Ce sujet fait partie du projet T9SS, qui est l’une des thématiques phares de l’équipe 

de recherche « Interactions hôte/pathogène » dans laquelle j’ai effectué ma thèse. Ce projet 

est financé par l’ANR « Toothpaste », en collaboration avec l’équipe du docteur Eric 

Cascales au LISM (Marseille).  
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2 Etudes	
  structurales	
  d'anticorps	
  thérapeutiques	
  contre	
  

protéines	
  MIC	
  

	
  

2.1 Introduction	
  

	
  

	
  
Dès les premiers stades du développement, l’organisme élabore son système 

immunitaire afin de lutter contre tout agent pathogène (6). Ce système englobe deux types 

de réponses immunitaires : innée et adaptative. Le système immunitaire inné représente les 

premières lignes de détection et identification de l’infection ou défaillance ainsi que les 

premières défenses de l’organisme. Le système immunitaire adaptatif, quant à lui, intervient 

plus tard, avec l’élaboration d’anticorps adaptés au pathogène. À partir des premières 

semaines de gestation, ces deux systèmes se développent de manière exponentielle et ce 

jusqu’à l’âge adulte (7). Les macrophages, par exemple, apparaissent à partir de la quatrième 

semaine de gestation chez l’Homme tandis que les granulocytes et cellules Natural Killer 

NK se développent à partir de la huitième semaine. Ces acteurs principaux du système 

immunitaire inné interviennent dans la reconnaissance de cellules infectées, ou plus 

généralement en stress. Le même mécanisme entre en jeu lors de phénomènes de 

dégénérescence cellulaire. Des cellules saines adoptent une multiplication anarchique sans 

subir d’apoptose et entrent en état de stress. Elles forment alors des tumeurs et sont appelées 

cellules cancéreuses. Afin d’enrailler ce processus et empêcher leur prolifération, le système 

immunitaire déclenche au plus vite la réponse immunitaire innée par l’action des 

macrophages et cellules NK. Ce processus est appelé immunosurveillance.  

Les cellules NK sont des grands lymphocytes granuleux issus de la moelle osseuse 

(8). Elles interviennent dans la réponse immunitaire innée par leur action cytotoxique, mais 

également par leur sécrétion de cytokines (interférons IFN-γ, facteurs de nécrose tumoral 

(TNF) et « granulocyte-macrophage colony-stimulating factor » (GM-CSF)) et chemokines. 

Lorsqu’une de ces cellules reconnait une cellule tumorale ou infectée, elle libère dans la 

synapse d’interaction des perforines contenues dans ses granules cytoplasmiques. Celles-ci 

vont alors former des pores dans la membrane de la cellule cible, entraînant sa lyse. D’autres 

actions cytotoxiques peuvent avoir lieu, comme par exemple la libération de Granzymes B 

(9).  



('!

La distinction entre cellules saines et en stress est faite par les cellules NK au travers 

d’une reconnaissance de molécules du soi. Cette reconnaissance est réalisée par 

l’intermédiaire de récepteurs portés à la surface de la cellule NK (<M]TPS!")()(). Ils peuvent 

être activateurs ou inhibiteurs d’un mécanisme. Dans un cas non pathologique, les cellules 

NK reconnaissent les protéines du CMH de classe I présentes à la surface de la cellule à 

l’aide de récepteurs inhibiteurs. Cela a pour effet d’inhiber l’action de ces cellules

immunitaires. Lors d’une infection ou développement d’une tumeur, il y a surexpression de 

récepteurs liés au stress (8). Ceux-ci servent de ligands aux récepteurs activateurs des 

cellules de défense et leur interaction va activer la réponse immunitaire.  

 

!
@BCDEF) 6*3*3)A) #VHKJBNSF) I7KHGBLJ) IFN) HFUUDUFN) &WX) HKN) JLJ) MKGYLULCBZDF*) 5J! NSZZTZS! XOPR! ULJL! VS! RLPSRR! SRL!
PSQPURSKLUS!SK!\SM]S_!ZJ!NSZZTZS!+C!MKJNLMdS!SK!\ZST)!5J!NSZZTZS!RJMKS!QORRaVS!e!RJ!RTP`JNS!TKS!bJlOPMLU!VS!QPOLUMKSR!
VT!1>;!VS!NZJRRS! *!QJP! PJQQOPL!JTW!QPOLUMKSR!>*1_!QJR!OT! LPaR!QST!SWQPMbUSR)!3ZZSR!QPURSKLSKL!e! ZSTP! RTP`JNS!TK!
QSQLMVS! VT! ROM! [SK!bJTdS^)! 1SLLS! ROTRHPSQPURSKLJLMOK! VSR! QPOLUMKSR! >*1! KS! QSPbSL! QJR! ZSTP! MKLSPJNLMOK! JdSN! ZS!
PUNSQLSTP!+C2"/![SK!dSPL!QJZS^!SL!KFJNLMdS!VOKN!QJR!ZS!PSNPTLSbSKL!VS!ZJ!mMKJRS!8XORQXJLMVgZMKORMLOZH#![8*H#^!QJP!
ZFMKLSPbUVMJMPS!VS!ROK!VObJMKS!QA%)!5J!PUQOKRS!MbbTKMLJMPS!KFJ!QJR!ZMST))
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!
@BCDEF)6*3*6A)"[FSMUF)IF)MELGVBJF)ID)$#9)IF) HUKNNF) %) FG)IF)MELGVBJF)#%$*)5SR!bOVaZSR!RUZSNLMOKKUR!ROKL!ZSR!
QPOLUMKSR!;54H=D"'6E%![%*="^!SL!>*14!EE(![(;G-^)!5J!NXJYKS!JZQXJ!SRL!PSQPURSKLUS!SK!\ZST![JdSN!ZSR!VObJMKSR!n!(_!
"!SL!#^_!ZJ!ROTRHTKMLU!kH"HbMNPO]ZO\TZMKS!SK!dSPL!SL!ZS!QSQLMVS!SK!bJ]SKLJ)!4^!@TS!VS!NoLU!JdSN!e!]JTNXS!ZJ!QPOLUMKS!
VT!1>;!SL!e!VPOMLS!ZJ!QPOLUMKS!>*1)!=^!@TS!VS!VSRRTR!JdSN!ZJ!QPOLUMKS!VT!1>;!SK!XJTL!SL!ZJ!QPOLUMKS!>*1!SK!\JR) 

Le récepteur activateur « Natural Killer Group 2-member D » (NKG2D) est porté à 

la surface des lymphocytes T TCR"#+ et CD8+ TCR$!+ ainsi que des cellules NK. Il s’agit 

d’un récepteur de type C « lectin-like ». Ancré à la membrane par sa partie 

transmembranaire, il forme un homodimère interagissant par sa partie cytoplasmique avec la 

protéine adaptatrice DAP10 (10). Chez l’Homme, les ligands de NKG2D sont les protéines 

ULBP-1 à -6, MICA et MICB.  

MICA et MICB sont des protéines multi-alléliques homologues des protéines du 

CMH de classe I. Les structures cristallographiques des parties extracellulaires des allèles 

MICA*001 et MICB*002 sont connues et peuvent être retrouvées dans la RCSB PDB sous 

les codes 1B3J (11) et 1JE6 (12). Celles-ci sont constituées d’une chaîne contenant trois 

domaines $1, $2 et $3 (<M]TPS!")()"). Cette organisation diffère de celle des protéines du 

CMH de classe I, constituées de la même chaîne $ reliée à une sous-unité !-2-

microglobuline.  

Elles ne présentent pas non plus d’antigènes à la surface cellulaire, malgré la 

présence dans leur structure d’un sillon de présentation d’antigène. Ces protéines ne sont pas 

exprimées à la surface de la cellule saine mais le sont lorsque la cellule entre en état de 

stress. Des études ont prouvé par exemple que cette surexpression intervient chez des 

! ! 

$ 1 

$ 2/3 

!-2 micro-
globuline $ 1 

$ 2/3 



(7!

cellules HeLa subissant un choc thermique (8). Il existe plus de 70 allèles de MICA mais 

l’allèle le plus présent chez l’Homme est MICA*008 (entre 21% et 47%) (13).  

@BCDEF)6*3*+A)#VHKJBNSF)I7KHGBLJ)IFN)HFUUDUFN)&WX)HKN)MKGYLULCBZDF*)/JKR!TK!NJR!VS!RLPSRR!NSZZTZJMPS_!ZJ!\JZJKNS!
QPOLUMKSR!VT!1>;BQPOLUMKSR!>*1!dJ!QSKNXSP! SK! `JdSTP!VS! NSR!VSPKMaPSR!cTM! RSPOKL! RTPHPSQPURSKLUSR! e! ZJ! RTP`JNS!
NSZZTZJMPS)! 1SZJ! SKLPJMKS! ZSTP! MKLSPJNLMOK! JdSN! ZS! PUNSQLSTP! +C2"/_! VUNZSKNXJKL! ZS! PSNPTLSbSKL! VS! ZJ! mMKJRS!
8XORQXJLMVgZMKORMLOZH#![8*H#^!QJP!ROK!MKLSPJNLMOK!JdSN!/48(E!dMJ!ROK!VObJMKS!QA%)!5J!NSZZTZS!+C!SRL!JZOPR!JNLMdUS!SL!
ZgRS!ZJ!NSZZTZS!NM\ZS!QJP!RUNPULMOK!VS!QSP`OPMKSR![POKVR!\ZSTR^)! 

Lorsque le récepteur NKG2D reconnaît une protéine MIC, leur interaction entraîne la 

phosphorylation du motif YxxM de DAP10. Celui-ci recrute alors une kinase 

Phosphatidylinositol-3 qui s’y fixe par l’intermédiaire de son domaine p85. Celle-ci 

déclenche alors l’activation de la cellule NK et son action cytotoxique (8) (<M]TPS!")()#).  

Cependant, une diminution de cette cytotoxicité peut être observée au cours du 

temps. Ceci est dû à la régulation négative que subissent les cellules NK, due à une stratégie 

d‘ « évasion immunitaire » de la part de la cellule cible. Cette régulation intervient au niveau 

de l’expression de NKG2D et du mécanisme d’action en lui-même (<M]TPS! ")()$). Un 

premier mécanisme fait intervenir des métalloprotéases ADAM17 qui viennent cliver les 

protéines MIC pour les détacher de la surface de la cellule cible. Des protéines solubles MIC 

se retrouvent alors dans la synapse et interagissent avec NKG2D. Ceci a pour effet de 

saturer ces récepteurs qui ne peuvent donc plus reconnaître de protéines MIC encore ancrées 

à la surface des cellules cibles. Un second mécanisme a été observé, pour l’allèle 

MICA*008 uniquement jusqu’à présent, consistant à son adressage à l’endosome par la voie 

de synthèse. La protéine est endocytée, amenée à l’endosome qui, une fois à maturité, 

!! !
!

!"#$% 
!"##$#"%&' !"##$#"% 

!"#$% 

! !!"H! !
!"#$% 

!"!"!"# 

!"##$#"%&'

!

!"##$#"%&'

!"#$%&#$'( 

! !
!

!

!

!

!
!"#$#$%&'&#! 

! !

! 
!"
#$

!"#$$%& 

! 

!

!
"# 

!
"#

!
"#

! !!"# !"#!"#

! !
!"# !"#!"#

! 

!

!"# !

!"#!"#!"#!"#!"#!"#!"#!"#!

! 
!"#

$

!"#$
$%& 

! 

!

!
"#

 
!
"#

!
"#



"E!

relargue dans le milieu extra-cellulaire des exosomes contenant MICA*008. Ceux-ci se 

fixent également sur NKG2D, entraînant les mêmes conséquences que les protéines MIC 

solubles (13). Les cellules NK ne sont alors plus capables de reconnaître les cellules cibles 

et ne surexpriment plus NKG2D. Une autre hypothèse attribue la saturation de NKG2D aux 

protéines MIC exprimées à la surface des cellules (11). L’action des cellules NK faisant 

partie de la réponse immunitaire innée, elle n’est pas faite pour perdurer dans le temps et 

diminuerai peu à peu.  

 

@BCDEF)6*3*=A)#VHKJBNSF)I7KHGBLJ)IFN) HFUUDUFN)&W)A) EVCDUKGBLJ)JVCKGBTF*)5J!PU]TZJLMOK!KU]JLMdS!VS!ZFJNLMOK!VSR!
NSZZTZSR!+C!RS!bSL!SK!QZJNS!RSZOK!VM``UPSKLR!bUNJKMRbSR)!5SR!bULJZZOQPOLUJRSR!4/4>!('_!RUNPULUSR!QJP!ZSR!NSZZTZSR!
NM\ZSR_!PUJZMRSKL!TK!NZMdJ]S!QPOLUOZMLMcTS!VSR!QPOLUMKSR!>*1_!cTM!RS!PSLPOTdSKL!JZOPR!VJKR!ZS!bMZMST!SWLPJNSZZTZJMPS)!5J!
NSZZTZS! NM\ZS! KFSRL! JZOPR! QZTR! PSNOKKTS! QJP! ZJ! NSZZTZS! +C! SL! ZSR! QPOLUMKSR! >*1! NZMdUSR! SZZSRHbpbSR! PU]TZSKL!
KU]JLMdSbSKL! QJP! RJLTPJLMOK! VSR! PUNSQLSTPR!+C2"/)! 5FJZZaZS!>*14! EEA_! cTJKL! e! ZTM_! SRL! MbQOPLU! dSPR! ZFSKVORObS!
QOTP!pLPS!SKRTMLS!RUNPULU!e!ZJ!RTP`JNS!VFSWORObSR)!1STWHNM!QJPLMNMQSKL!U]JZSbSKL!e!ZJ!RJLTPJLMOK!VS!+C2"/) 

La stratégie développée par la société de biotechnologie Innate Pharma est de 

bloquer l’interaction MIC/NKG2D. Pour cela, des anticorps compétitifs à NKG2D, se fixant 

aux protéines MIC, ont été générés.  

Les anticorps reconnaissent les protéines MIC, qu’elles soient fixées à la membrane, 

clivées ou portées à la surface d’exosomes (<M]TPS!")()%). L’idée est de bloquer l’interaction 

tout en laissant l’accès à des effecteurs afin de permettre la régénération de l’action des 

cellules NK. Ces anticorps, élaborés sous une forme d’IgG cytotoxiques, devraient aussi 

servir de système de marquage des cellules en stress et permettre le recrutement de 

nouvelles cellules NK par reconnaissance du Fc par d’autres récepteurs. 
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Le Fab MIC12 est généré à partir d’un de ces anticorps. Testé sur les différents 

allèles représentatifs de chaque sous groupes structuraux, MIC12 interagit avec tous. Des 

expériences de mutagénèse dirigées d’allèles de MICA ont été menées sur deux à quatre 

résidus à la fois et l’interaction avec MIC12 a ensuite été testée. Cette méthode a permis 

d’identifier des résidus impliqués dans la reconnaissance MIC12/MIC (14). Pourtant, la 

zone définie est trop petite et ne comble pas la totalité de la zone d’interaction.  

 

@BCDEF) 6*3*2A) %JYBRBGBLJ) IF) UK) EVCDUKGBLJ) JVCKGBTF) IF) U7KHGBLJ) IFN) HFUUDUFN) &W) MKE) U7KJGBHLEMN) #%$36*) 5J!
QPURSKNS!VS!ZFJKLMNOPQR!>*1("!VF*KKJLS!8XJPbJ!VJKR!ZJ!RgKJQRS!NSZZTZJMPS!SKLPJYKSPJML! ZFMKXM\MLMOK!VS!ZJ!PU]TZJLMOK!
KU]JLMdS! VSR! NSZZTZSR!+C)!>*1("! PSNOKKJYL! ZSR! QPOLUMKSR!>*1! ROTR! LOTLSR! ZSTPR! `OPbSR! [JLLJNXUSR! e! ZJ! RTP`JNS! OT!
NZMdUSR^!SL!SbQpNXS!VOKN!ZFMKLSPJNLMOK!+C2"/B>*1)!5S!<N!VS!>*1("!SRL!PSNOKKT!QJP!VFJTLPSR!PUNSQLSTPR_!QSPbSLLJKL!
ZS!PSNPTLSbSKL!VS!KOTdSZZSR!NSZZTZSR!+C) 

Le sujet MIC consiste en l’étude structurale de MIC12 ainsi que des complexes qu’il 

forme avec respectivement les protéines MICA*001, MICA*008 et MICB*002. La 

caractérisation des interactions anticorps/protéine permettra une description détaillée de la 
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zone de fixation de l’anticorps et ainsi de son inhibition de l’interaction MIC/NKG2D. Le 

but de cette étude est de cartographier le site d’interaction afin de le protéger par un brevet et 

permettre la poursuite des études en phases cliniques. 

Dans la littérature, l’expression des protéines MICA*001 et MICB*002 est faite soit 

en système bactérien, passant par un protocole d’extraction depuis les corps d’inclusion puis 

repliement de la protéine, soit en système baculovirus. Des premières expressions de l’allèle 

MICA*001 en système bactérien ont été réalisées par Innate Pharma et les premières 

analyses ont montré que la protéine s’exprimait là aussi dans les corps d’inclusions. Une 

étape d’extraction à l’aide de détergents suivie d’une étape de repliement est donc nécessaire 

à la purification de cet allèle. Un protocole, non optimisé, a été établi et quelques 

purifications ont pu être menées avec, cependant, un faible rendement.  

Quatre anticorps étaient prévus à l’origine, cependant, seul l’anticorps MIC12 fût 

retenu. Des analyses de l’interaction de cet anticorps ont permis de déterminer des 

constantes de dissociations de l’ordre du nanomolaire.  
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2.2 Structure	
  du	
  Fab	
  MIC12	
  

	
  

	
   L’anticorps thérapeutique MIC12 a été exprimé en lignée stable de cellules CHO, 

fournies par Innate Pharma. La construction contient une étiquette histidine en C-terminal. 

D’après une analyse in silico de sa séquence à l’aide de l’outil ProtParam d’ExPaSy 

(http://web.expasy.org/protparam/), il s’agit d’une construction de poids moléculaire 47,755 

kDa et ayant un point isoélectrique de 8,65.  

La protéine MIC12 est exprimée dans les cellules puis sécrétée dans le milieu de 

culture. Après récupération de ce surnageant, la protéine est extraite par fixation sur colonne 

d’affinité Ni2+ (GE Healthcare) puis éluée avec un tampon contenant 250 mM d’Imidazole. 

Les éventuels contaminants sont ensuite éliminés et le tampon changé pour un tampon plus 

adapté à la cristallogenèse à l’aide d’une chromatographie d’exclusion de taille. Le Fab est 

élué à un volume de 93 mL sur une colonne Superdex 200 16/60 (GE Healthcare) (Figure	
  

2.2.1). Une fraction du pic a été déposée sur SDS-PAGE pour vérifier que tous les 

contaminants ont été éliminés. La protéine dénaturée est bien seule et migre sur gel en trois 

bandes, la première correspondant à la migration d’une protéine de 47 kDa, la deuxième de 

25 kDa et la dernière de 23 kDa. Ce résultat était attendu puisque la présence d’agent 

réducteur (DTT) a brisé une partie des ponts disulfure reliant les chaînes lourde et légère du 

Fab. Le rendement moyen d’anticorps obtenu pour 1L de culture est de 40 mg.  



"$!

@BCDEF)6*6*3A)8DEB\BHKGBLJ)ID)@KR)#%$36*)5J!QPOLUMKS!SRL!UZTUS!VS!ZJ!NOZOKKS!9TQSPVSW!"EE!(&B&E!e!TK!
dOZTbS!VqUZTLMOK!VS!7#_E7!b5)!5J!`PJNLMOK!VT!QMN!VUQORUS!RTP!9/9H8423!(%r!bM]PS!SK!#!\JKVSR!e!$'_!"%!
SL!"#!m/J)!>)L6!>JPcTSTP!VS!LJMZZS) 

Des essais de cristallogenèse en diffusion de vapeur avec des gouttes assises ont été 

réalisés. La protéine a d’abord été concentrée à 18 mg/mL mais l’évaluation de la 

concentration par un premier screen général Stura a révélé qu’il fallait encore l’augmenter. 

Les screens généraux MDL, Index et JCSG+ ont été testés avec une concentration en MIC12 

de 23 mg/mL. Après 36h, un cristal est apparu dans la condition C5 du screen MDL (<M]TPS!

")")"A). La condition de cristallisation est 0,1 M de Sodium Hepes pH 8,2, 1,4 M de Tri-

sodium citrate dihydrate. L’optimisation de cette condition a donné des cristaux au bout de 
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24h (<M]TPS!")")"B et 10C) puis 44 jours (<M]TPS!")")"D). Après ajout de 10% de glycérol 

comme agent cryoprotectant puis congélation du cristal de la <M]TPS!")")"B, sa diffraction a 

été testée au laboratoire. La caractérisation du cristal à partir de 2 images a permis de définir 

une stratégie de collecte et un jeu de données de 120 images a été enregistré. Les 

caractéristiques de ce jeu ont été reportées dans le ,J\ZSJT!")")(.  

!
@BCDEF) 6*6*6A) $EBNGKUULCFJ]NF) IF) #%$36*! 46! 1PMRLJZ! O\LSKT! SK! NOKVMLMOK! 1%! VT! RNPSSK!>/5)! =_1! SL! /6!
1PMRLJTW!VS!ZJ!NOKVMLMOK!OQLMbMRUS_!O\LSKTR!PSRQSNLMdSbSKL!SK!+J#1MLPJLS!(_#&!>!Q;!'_A![=^!+J#1MLPJLS!
(_EA!>!Q;!A![1^!SL!+J#1MLPJLS!E_'A!>!Q;!A_$![/^) 

Bien que le jeu d’images enregistrées suffise à la résolution de la structure de 

MIC12, le cristal a été stocké en azote liquide pour tester sa diffraction et enregistrer un 

nouveau jeu de données sur une source synchrotron. Ceci a été réalisé sur la ligne ID23-2 de 

l’ESRF à Grenoble avec cette fois-ci une diffraction allant jusqu’à 1,4 Å. Un nouveau jeu de 

données a été enregistré. 

La structure a été résolue à 1,4 Å. Les statistiques de collecte, de remplacement 

moléculaire et d’affinement ont été reportées dans le ,J\ZSJT! ")")(. Cette structure est 

constituée de la chaîne légère et de la chaîne lourde, toutes deux constituées d’un domaine 

constant et d’un domaine variable. Deux ponts disulfure intra-chaîne sont visibles pour 

chacune de chaînes : entre les résidus C23-C89 et C135-C195 pour la chaîne légère et entre 

les résidus C22-C96 et C142-C198 pour la chaîne lourde. Un troisième pont disulfure, inter-

chaîne, est présent entre les résidus C215(L)-C218(H). Deux boucles n’ont cependant pas pu 

être construites dû à leur haut degré de flexibilité : S129(H)-G135(H) et S189(H)-Q194(H). 

D’après la classification des repliements de SCOP, les quatre domaines VH, CH1, VL et VH 

appartiennent à la famille des repliements Immunoglobulin-like !-sandwich. Les domaines 

! ! 

! ! 



"&!

variables portent les CDRs, avec pour particularité un CDR3 long d’une dizaine de résidus 

(<M]TPS!")")#). 

  !
@BCDEF)6*6*+A)(GEDHGDEF)ID)@KR)#%$36*)5J!NXJYKS!ZU]aPS!SRL!PSQPURSKLUS!SK!\ZST!]PMR!SL!ZJ!NXJYKS!ZOTPVS!SK!dSPL)!9TP!
NXJNTK!VSR!VObJMKSR!dJPMJ\ZSR![VObJMKSR!RTQUPMSTPR^! ZSR!1/-R!ROKL!NOZOPUR!SK!OPJK]S![1/-(^_!bJTdS![1/-"^!SL!
PORS![1/-#^)!*ZR!OKL!ULU!VU`MKMR!RSZOK!ZJ!NOKdSKLMOK!SKLPS!ZSR!`STMZZSLR!=!SL!1![1/-(^_!1F!SL!1FF![1/-"^!SL!<!SL!2![1/-#^)!
5SR!LPOMR!QOKLR!VMRTZ`TPSR_!VSTW!MKLPJHNXJYKSR!SL!TK!MKLSPHNXJYKS_!ROKL!NOZOPUR!SK!lJTKS)!4T!NsTP!VS!ZJ!RLPTNLTPS!RS!
LPOTdS!TKS!QJPLMS!VS!ZFULMcTSLLS!&;MR!VS!ZFTK!VSR!RgbULPMcTSR) 
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   MIC12	
  

	
   Laboratoire	
   Synchrotron	
  

Condition	
  de	
  cristallisation	
  

	
  
0,1	
  M	
  Sodium	
  Hepes	
  pH8,2,	
  1,4	
  M	
  Tri-­‐Sodium	
  Citrate	
  dihydrate	
  
	
  

Collecte	
  des	
  données	
   	
   	
  
	
  	
  Cryo-­‐protectant	
   1,5	
  M	
  Tri-­‐Sodium	
  Citrate	
  dihydrate	
  pH8,2	
  +	
  10%	
  glycérol	
  
	
  	
  Synchrotron	
   -­‐	
   ESRF	
  
	
  	
  Ligne	
  de	
  lumière	
   -­‐	
   ID23-­‐2	
  
	
  	
  Groupe	
  d’espace	
   P212121	
   P212121	
  
	
  	
  a,	
  b,	
  c	
  (Å)	
   65,92,	
  73,24	
  119,07	
   66,264,	
  73,603	
  119,583	
  
	
  	
  α,	
  β,	
  γ	
  (°)	
   90,	
  90,	
  90	
   90,	
  90,	
  90	
  
	
  	
  Résolution	
  (Å)a	
   21,05-1,8 (1,9-1,8) 46,41-1.4 (1.4-1.4) 
	
  	
  Longueur	
  d’onde	
  (Å)	
   1,54 0.87260 
	
  	
  Réflections	
  uniquesa	
   53761 (7570) 115633 (16740) 
	
  	
  Multiplicitéa	
   4,7 (4,5) 6,6 (6,5) 
	
  	
  Complétude	
  (%)a	
   99,3 (97,3) 100,0 (100,0) 
	
  	
  I/σa	
   17,3 (3,4) 11,7 (0,7) 
	
  	
  Rmeas	
  (%)a,b	
   0,057 (0,463) 0,079 (2,658) 
	
  	
  Rp.i.m.	
  (%)a,c	
   0,025 (0,209) 0,031 (1,031) 
	
  	
  CC1/2	
  d	
   0,999 (0,895) 0,999 (0,257) 
	
  	
  Mosaicity	
   0,44 0,05 
	
  	
  Contenu	
  en	
  solvant	
  (%)	
   59,15 59,74 
	
   	
   	
  Molecular	
  replacement	
   	
   	
  
	
  	
  Modèle	
  de	
  départ	
   3RVT	
   Structure	
  résolue	
  au	
  laboratoire	
  

	
   	
   	
  Qualité	
  de	
  l’affinement	
  et	
  du	
  modèle	
  
	
  and	
  model	
  quality	
  

	
   	
  
	
  	
  Résolution	
  (Å)	
   21,05-­‐1,8	
  (1,9-­‐1,8)	
   45,54-­‐1.4	
  
	
  	
  Réflections	
   53697	
  (3582)	
   115494	
  (8044)	
  
	
  	
  Rcryst/Rfree	
  (%)e	
   18,28/22,4	
   18.94/21.10	
  

1	
  	
  	
  Nombre	
  d’atomes	
   	
   	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  Protéine	
  (chaîne(s)	
  dans	
  l’UA)	
   3228	
  (2)	
   3352	
  (2)	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  Eau	
   643	
   503	
  
	
  	
  B-­‐factors	
  moyens	
  (Å2)	
   	
   	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  Protéine	
   28,3	
   26.93	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  Eau/ion	
   51,745	
   43,605	
  
	
  	
  	
  	
  Rmsdf	
   	
   	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Liaison	
  (Å)	
   0,01	
   0.005	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Angle	
  (°)	
   1,14	
   0,822	
  
	
  	
  Ramachandran	
  plot	
  (%)	
   	
   	
  
	
  	
  	
  	
  Régions	
  les	
  plus	
  favorables	
  	
   97,09	
   98.31	
  

4.15	
  	
  	
  	
  	
  Régions	
  additionelles	
  autorisées	
  	
   2,18	
   1.69	
  
	
   	
   	
  
Tableau	
  2.2.1:	
  Statistiques	
  de	
  collecte	
  des	
  données	
  et	
  affinement	
  de	
  la	
  structure	
  de	
  MIC12.	
  Les	
  valeurs	
  entre	
  
parenthèses	
  correspondent	
  aux	
  données	
  de	
  la	
  couche	
  de	
  plus	
  haute	
  résolution.	
  	
  

L’affinement de la structure est actuellement terminé, bien que les valeurs de Rwork 

et Rfree soient encore élevés par rapport à la résolution de la structure. En effet, il est 

généralement admit que ces valeurs finales doivent être égales à environ à dix fois la valeur 

de la résolution maximale mais le rapport final de MolProbity est satisfaisant. Les données 

ont été transmises à Innate Pharma et sont en attente du dépôt de brevet avant de pouvoir 

déposer la structure dans la banque de données protéiques RCSB. 
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2.3 Cristallisation	
  des	
  Complexes	
  de	
  MIC12	
  avec	
  les	
  protéines	
  MIC	
  	
  

2.3.1 Protéines	
  MIC	
  exprimées	
  en	
  système	
  bactérien	
  

2.3.1.1 Optimisation	
  du	
  protocole	
  de	
  repliement	
  des	
  protéines	
  dénaturées	
  
	
  

Les protéines MIC ont tout d’abord été produites en système bactérien, comme 

préconisé par Innate Pharma. Pour cela, après obtention des constructions MICA*008 et 

MICB*002 portant une étiquette 6His à leur extrémité C-terminale, j’ai exprimé les trois 

protéines MIC en cellules E. coli Rosetta (DE3) pLysS (Novagen), en corps d’inclusion. Des 

premiers essais d’extraction, de repliement et de purification ont été réalisés suivant le 

protocole fourni par le partenaire économique. Après de nombreuses pertes à chaque étape, 

j’ai obtenu un rendement final de repliement de 1% par rapport à la quantité engagée au 

moment de la dilution. J’ai donc cherché à optimiser le protocole de repliement afin 

d’augmenter ce rendement. 

La première recherche d’optimisation portait sur la méthode même de repliement. 

J’ai voulu comparer au total 4 méthodes : celle proposée par le protocole initial, deux 

méthodes de grande dilution, par criblage haut-débit d’une condition de repliement (15) et 

par l’utilisation d’un tampon Tris pH8 contenant un couple redox Gluthation (16), et une 

méthode de dialyses successives (protocole interne, Bruno Coutard). La méthode haut-débit 

n’ayant pas donné de condition satisfaisante, je me suis focalisée sur les trois autres. J’ai 

mené les trois techniques en parallèle sur une même culture de protéines MICA*001, 

dénaturées au préalable selon le protocole d’origine. Après purification sur chromatographie 

d’affinité Ni2+ (GE Healthcare), le meilleur rendement a été obtenu avec la méthode 

préconisée par Innate Pharma. 

Tout en revenant au protocole initial, j’ai cherché à optimiser les étapes en amont du 

repliement des protéines dénaturées. En m’inspirant du protocole de Bruno Coutard, j’ai 

gardé l’étape de lavage des culots de corps d’inclusion incluant trois cycles de deux lavages 

avec et sans Triton 0,01%. Afin de jouer sur un maximum de paramètres à optimiser, j’ai 

réalisé un criblage basé sur trois paramètres : la méthode de lyse des cellules (sonication ou 

presse de french), le ratio protéine dénaturée/volume de tampon de dilution (10 mg, 20 mg 

et 50 mg/100 mL) et le temps de dilution (24h ou 48h). Pour cela, sur un même lot, j’ai 

réalisé les tests sur des fractions de 10 ml que j’ai menés jusqu’à la purification sur colonne 

de chromatographie d’affinité Ni2+ (GE Healthcare). Les résultats montrent que la sonication 
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est préférable à la lyse par presse de french. La meilleure condition a été définie comme 

étant celle avec une lyse par sonication, un ratio de 20 mg/100 mL lors d’une dilution de 

24h. Cette condition a ensuite été validée par augmentation du volume à une purification à 

partir d’un culot bactérien de 1L. Le rendement final a été augmenté à 2,75%. Un tableau 

récapitulatif des étapes de repliement des protocoles d’origine et optimisés est présenté en 

Tableau	
  2.3.1 

	
  
Tableau	
  2.3.1:	
  Comparatif	
  des	
  protocoles	
  de	
  repliement	
  des	
  protéines	
  MIC	
  "coli". 

La quantification des protéines dénaturées a très vite posé problème. Trois méthodes 

étaient possibles : la quantification par mesure d’absorbance au NanoDrop 2000 (Thermo 

Scientific), sur gel et l’utilisation d’un kit Pierce BCA protein assay (Thermo Fisher 

Scientific). Les deux premières n’étant pas idéales avec le tampon de dénaturation en urée 

8M et la troisième étant assez longue, j’ai opté pour un tampon dénaturant en Guanidinium, 

permettant un dépôt sur SDS-PAGE. La quantification a donc été faite par dépôt sur gel 

avec comparaison à une gamme de BSA, couplée à une estimation par mesure au NanoDrop 

2000 (Thermo Scientific). Avec l’expérience et l’optimisation de la verrerie (béchers de plus 

gros volumes et agitateurs magnétiques dédiés par exemple), le rendement de repliement a 

augmenté de 1% au départ à 8-10% pour les trois protéines MIC. 

2.3.1.2 Vérification	
  du	
  bon	
  repliement	
  des	
  protéines	
  MIC	
  
	
  

 Après repliement et purification des protéines MICA*001, MICA*008 et 

MICB*002, leur bon repliement est vérifié par Dichroïsme circulaire (CD). Les spectres 

dichroïques des mesures d’ellipticité moyenne par résidu en fonction de la longueur d’onde 

entre 207 et 260 nm sont représentés en Figure	
  2.3.1.  

 Protocole initial Protocole optimisé 
Traitement des corps 
d’inclusion 

1 lavage avec un tampon 
dénaturant + Potter 

3 cycles de deux lavages 

Extraction des protéines Tampon de dénaturation urée 
8M 

Tampon de dénaturation 
Guanidinium 6M 

Quantification Nanodrop Nanodrop + SDS-PAGE 
Dilution 20mg/100mL pendant 48h 20mg/100mL pendant 24h 
Dialyses Ratio v/v 1:3 pendant 48h 

chacune 
Ratio v/v 1:5 pendant 36 à 
48h chacune 
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bMKMbTb!dSPR!"('!Kb)

Les profils des trois protéines sont caractéristiques de protéines contenant 

majoritairement des structures secondaires de type feuillet !, avec un seul minimum 

spécifique vers 217 nm. L’analyse par le serveur Dichroweb confirme cette tendance. Ces 

résultats coïncident avec le contenu en structures connu pour ces protéines et ne 

correspondent pas à des profils de protéines dénaturées, ce qui confirme leur repliement. 

Aussi, la différence d’ellipticité moyenne de MICA*001 avec les deux autres protéines 

révèle la mauvaise estimation de la concentration au moment de la mesure. 

Une seconde vérification a été faite par analyse sur Size Exclusion Chromatography-

Multi Angles Light Scattering  (SEC-MALS) pour les protéines MICA*008 et MICB 

(<M]TPS! ")#)"). Les poids moléculaires calculés sont proches des poids moléculaires 

théoriques attendus pour chacune des protéines. Cette estimation étant basée sur la 

détermination du rayon de giration, ces poids moléculaires ne seraient pas si proches si les 

protéines n’étaient même que partiellement repliées. Là encore, les problèmes d’estimation 



#(!

de la concentration de MICA*001 n’ont pas permis l’obtention de résultats correctes au 

moment de l’analyse. 

@BCDEF)6*+*6A).JKU`NF)MKE)("$a#.,()IFN)MELGVBJFN)#%$.b??>)FG)#%$/)^HLUB^*)$LULJJF)(YLIF[)Wca>?6*2*)4!6!
4KJZgRS!VS!>*14DEEA)!5S!QMN!VS!QPOLUMKS!J!ULU!UZTU!e!TK!dOZTbS!VS!(A_%!b5!SL!ZJ!bJRRS!bOZUNTZJMPS!J!ULU!SRLMbUS!e!
#"!m/J)!=!6!4KJZgRS!VS!>*1=)!5J!QPOLUMKS!J!ULU!UZTUS!e!TK!dOZTbS!VS!(A_A!b5!SL!ZJ!bJRRS!bOZUNTZJMPS!J!ULU!SRLMbUS!e!
##!m/J) 

!"#"$"# 94*014*./4.3<(-'41+2'(,-./4.9:;$!=9:;.

Bien que Innate Pharma ait mesuré l’interaction du Fab MIC12 avec différents 

allèles de MICA et MICB, nous voulions vérifier que celui-ci reconnaisse bien les protéines 

MICA*001, MICA*008 et MICB après repliement. Pour cela, j’ai fait appel à la technique 

de BioLayer Interferometry (BLI), en service à la plateforme biophysique du laboratoire. 

Christine Kellenberger, co-responsable de cette plateforme, a réalisé l’expérience. 

Les résultats sont représentés dans le ,J\ZSJT!")#)". Les Kd résultants des mesures 

des constantes d’association et de dissociation sont toutes de l’ordre ou meilleures que du 

nanomolaire. Cela confirme des interactions très fortes de ce Fab avec les protéines repliées 

et concorde avec les résultats obtenus par Innate Pharma.   

mJRR![>^! mVMRR![>^! CV![>^! x"! -"!
>*14DEE(! 7W!(E$! A)AW!(EH%! %!y!7)&!W!(EH(E! ")'! E)7'!
>*14DEEA! 7W!(E%! z(W!(EH'! z!(EH("! #)#! E)AA!
>*1=DEE"! (W!(E%! AW!(EH$! $!y!'!W!(EH7! ()A! E)7E!
'KRUFKD)6*+*6 A)#FNDEFN)MKE)/,%)IF)U7BJGFEKHGBLJ)#%$d#%$36*)mJRR 6!NOKRLJKLS!VS!dMLSRRS!VFJRRONMJLMOK {!mVMRR 6!
NOKRLJKLS!VS!dMLSRRS!VS!VMRRONMJLMOK!{!CV!6!NOKRLJKLS!VS!VMRRONMJLMOK))

!"#"$"> ?01(7(2+'(,-./4*.2,)&34@4*.9:;$!=9:;.A.B".2,3(.C.

Une fois les protéines MIC purifiées, le Fab MIC12 est ajouté pour la mise en 

complexe. Pour les trois complexes, les pics correspondant au complexe et au Fab seul se 

chevauchent en sortie de chromatographie d’exclusion de taille, ce qui peut gêner la 

cristallisation. Les chromatogrammes correspondant à la dernière étape de purification sont 

montrés en <M]TPS! ")#)# pour chaque complexe. Pour le complexe MICA*001/MIC12 

B A 
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(<M]TPS! ")#)#A) il s’agit d’une sortie d’échangeuse d’ions cations, pour les deux autres 

complexes (<M]TPS!")#)#B et C) d’une sortie de chromatographie d’exclusion de taille. Les 

pics de complexes résultants sont homogènes et ne semblent pas être contaminés. Le dépôt 

sur SDS-PAGE (<M]TPS!")#)#D) le confirme avec des bandes uniques de MIC12 (vers 45 

KDa) et de protéines MIC (vers 35 KDa).  

!
@BCDEF)6*+*+A)8DEB\BHKGBLJ)IFN)HLSMUF[FN)^!"#$%&'^*).A!3NXJK]STRS!VqMOK!NJLMOKR!VT!NObQZSWS!>*14DEE(B>*1(")!0K!
QPSbMSP!QMN!SRL!UZTU!e!TK!QOTPNSKLJ]S!VT!LJbQOK!=!VFUZTLMOK!VS!"&_&H"'_&r_!ZS!RSNOKV!SRL!UZTU!e!TK!QOTPNSKLJ]S!VS!
##_&r)!/A!1XPObJLO]PJQXMS!VqSWNZTRMOK!VS!LJMZZS!VT!NObQZSWS!>*14DEEAB>*1(")!5S!QMN!VS!NObQZSWS!SRL!UZTU!JQPaR!
TK!dOZTbS!VS!LJbQOK!VS!'7!bZ)!$A!1XPObJLO]PJQXMS!VqSWNZTRMOK!VS!LJMZZS!VT!NObQZSWS!>*1=DEE"B>*1(")!5S!QMN!VS!
NObQZSWS!SRL!UZTU!JQPaR!TK!dOZTbS!VS!LJbQOK!VS!'A_%!bZ)!-A!9/9H8423!VSR!ULJQSR!`MKJZSR!VS!QTPM`MNJLMOK!VSR!LPOMR!
NObQZSWSR! >*1)! >)L!6! >JPcTSTP! VS! LJMZZS!{! E(B("!6! NObQZSWS! >*14DEE(B>*1("!{! EAB("!6! NObQZSWS!
>*14DEEAB>*1("!{!=!E"B("!6!NObQZSWS!>*1=DEE"B>*1("!{!8MN!1W!6!QMN!VS!NObQZSWS) 

!"#"$"D ;1(*'+33,E1+&F(4./4*.2,)&34@4*.9:;$!=9:;.A.B".2,3(.C.
!
La cristallogenèse des complexes a d’abord été réalisée à une concentration de 5 

mg/mL puis a été ajustée au cas par cas, principalement suite aux résultats d’un screen Stura. 
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Aucune condition de cristallisation satisfaisante n’a été trouvée pour le complexe 

MICB*002/MIC12 mais des cristaux ont été obtenus pour MICA*001/MIC12 et 

MICA*008/MIC12 (<M]TPS!")#)$).  

@BCDEF) 6*+*=A) $EBNGKD[) IFN) HLSMUF[FN) #%$36d#%$) e !"# $%&' f*) . A) 1PMRLJTW VT! NObQZSWS! >*14DEE(B>*1(")! 5J!
NOKVMLMOK!VS!NPMRLJZZMRJLMOK!SRL!NOKRLMLTUS!VS!(_#"!>!VS!ROVMTb!NMLPJLS!SL!(E!b>!VS!ROVMTb!LSLPJH\OPJLS!Q;!7![RNPSSK!
9LTPJ^)) /)A) 1PMRLJTW! VT! NObQZSWS!>*14DEEAB>*1("_! JQQJPTR! VJKR! ZJ! NOKVMLMOK! E_(!>! VFJNULJLS! Q;! $_%_! E_A!>! VS!
+J;"8.$!SL!(_"!>!VS!C;"8.$![RNPSSK!|MfJPV^)!! 

Les cristaux du complexe MICA*008/MIC12 (<M]TPS!")#)$B) sont apparus dans le 

screen général Wizard après 44 jours. La condition de cristallisation est composée de 0,1 M 

d’acétate pH 4,5 et d’un mélange de 0,8 M de NaH2PO4 et 1,2 M de KH2PO4. La diffraction 

de ces cristaux a été testée sur une ligne de lumière synchrotron (ID30B, ESRF) mais 

aucune diffraction n’a pu être observée. Les cristaux restant de la goutte ont alors été utilisés 

pour faire du Matrix Micro-seeding (MMS, (17)) mais au bout de deux cycles 

d’optimisation les cristaux résultats ce sont avérés être du sel. 

Concernant le complexe MICA*001/MIC12, les cristaux sont apparus après 1 jour 

dans le screen général Stura en position B6. La condition, 1,32 M de Sodium citrate et 10 

mM de Sodium Tetra-borate pH 9, a été optimisée et les cristaux obtenus (<M]TPS!")#)$A) 

sont apparus en 3 jours. Après avoir été cryoprotégés avec 10% de glycérol ajoutés à la 

liqueur mère, les cristaux ont été testés sur la ligne synchrotron ID23-2 (ESRF). Le meilleur 

jeu de données collecté a diffracté à une résolution de 7,5 Å. Malgré des essais 

d’optimisation, de MMS et même de criblage d’additifs, je n’ai jamais réussi à avoir des 

cristaux de meilleure diffraction.  

<8L8< >$1(/&'")*C6D*"E=$&#/")*"'*);)(4#"*.-%7310&$7)M%"3373")*,F&')"%(")*
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 Dans la littérature, les protéines recombinantes MIC sont exprimées à partir de deux 

systèmes d’expression : bactérien ou en cellules d’insectes grâce au baculovirus. Afin de 

mettre toutes les chances de notre côté pour la résolution des structures des complexes 

MIC12/MIC, j’ai également tenté ce deuxième type d’expression.  

 

2.3.2.1 Purification	
  des	
  complexes	
  MIC/MIC12	
  «	
  baculo	
  »	
  :	
  
	
  

Les protéines MICA*001, MICA*008 et MICB*002 avec une étiquette Strep ont été 

purifiées à partir des surnageant de culture, puisque sécrétées. Le fort taux de biotine 

contenu dans le milieu de culture utilisé (147 mg/L) ne permet pas de directement charger le 

surnageant sur une colonne Step. En effet, la biotine se fixe de manière irréversible sur le 

ligand Streptactin et sature définitivement la colonne. Bien que la biotine puisse être 

chélatée par ajout d’Avidine, j’ai opté pour une stratégie de mise en complexe directement 

en sortie d’infection par ajout du Fab MIC12 dans le surnageant. MIC12 étant porteur d’une 

étiquette His, la purification a été faite par chromatographie d’affinité Ni2+ (GE Healthcare) 

puis par chromatographie d’exclusion de taille.  

Les profils UV280 des premières productions en sortie de cette dernière étape de 

purification montrent de gros écart de rendement de production (Figure	
  2.3.5). Alors que 

pour les complexes impliquant MICA*001 et MICB*002 un pic vers 77 mL et un autre vers 

83 mL sont visibles, le complexe MICA*008/MIC12 ne comprend que ce dernier pic, 

correspondant à MIC12 libre. Ce résultat laisse à penser que MICA*008 n’a pas été 

exprimée et qu’il y aurait un problème avec son virus, ou bien que la fixation avec MIC12 

ne se soit pas faite. La présence des deux partenaires dans le pic de complexe a été vérifiée 

sur SDS-PAGE avec une bande vers 45 kDa pour MICA*001, une vers 40 kDa pour 

MICB*002 et toujours les deux bandes à 25 et 23 kDa pour MIC12. Cette différence de 

poids moléculaire apparent vis à vis des protéines produites en bactéries est due à la 

glycosylation ayant lieu en production par des cellules d’insectes. Les rendements moyens 

sont de 132 μg/400 mL pour le complexe MICA*001/MIC12 et de 810 μg/1L pour le 

complexe MICB*002/MIC12. Malheureusement, l’efficacité des virus a vite chuté et seules 

quelques infections ont pu être menées avant une perte totale d’expression. 
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!
@BCDEF)6*+*2)A)8DEB\BHKGBLJ)IFN)HLSMUF[FN)^RKHDUL^*).)A)1XPObJLO]PJbbSR!VSR!ROPLMSR!VS!NOZOKKS!9TQSPVSW!"EE!
(&B&E!VSR!LPOMR!NObQZSWSR)!5SR!QMNR!NOPPSRQOKVJKL!JTW!NObQZSWSR!ROKL!UZTUR!JQPaR!SKdMPOK!''!bZ!VS!LJbQOK)!5SR!
QMNR! VFSWNaR! VS!>*1("! ROKL! UZTUR! JQPaR! TK! dOZTbS! JTLOTP! VS! A%!bZ)! 5SR! NOTP\SR! VS! QTPM`MNJLMOK! VSR! NObQZSWSR!
MKNZTJKL!>*14DEE(_!>*14DEEA!SL!>*1=DEE"!ROKL!NOZOPUSR!PSRQSNLMdSbSKL!SK!\ZST_!POT]S!SL!PORS)!@>6!dOZTbS!bOPL!
VS! ZJ! NOZOKKS)!{! @36! dOZTbS! VqUZTLMOK!{! 8MN! 1W! E(B("!6! QMN! VT! NObQZSWS! >*14DEE(B>*1("!{! 8MN! 1W! =B("!6! QMN! VT!
NObQZSWS!>*1=B>*1(")!/)A)4KJZgRS!VSR!`PJNLMOKR!RTP!9/9H8423)!>)L!6!>JPcTSTP!VS!LJMZZS) 

!"#"!"! ;1(*'+33,E1+&F(4./4*.2,)&34@4*.A.8+203,.C.G.
   

Des essais de cristallogenèse ont tout de même pu être réalisés. Pour le complexe 

MICA*001/MIC12, les rendements de purification n’ont permis de ne faire qu’une boîte du 

screen général Stura à 3,78 mg/mL. Aucune condition de cristallisation ne s’en est dégagée.  

Pour le complexe MICB*002/MIC12, les screens généraux Stura et MDL ont été 

testés à une concentration en complexe de 5,4 mg/mL. Des cristaux sont apparus après un 

jour dans les conditions C3 (0,2 M d’imidazole malate pH 7,7, 17,5% de PEG 10K) et D3 

(0,2 M d’imidazole malate pH 7,7, 22,5% de PEG 10K) du screen MDL (<M]TPS!")#)&). Ces 
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cristaux ont été optimisés selon la condition 0,2M d’imidazole malate pH 7,2-8,2, 12,5%-

27,5% de PEG 10K.  

@BCDEF)6*+*;)A)$EBNGKD[)ID)HLSMUF[F)^RKHDUL^)#%$/b??6d#%$36*).A!1OKVMLMOK!1#!VT!RNPSSK!>/5_!]OTLLS!"EEB(EE!
KZ)!/A)1OKVMLMOK!/#!VT!RNPSSK!>/5_!]OTLLS!(EEB(EE!KZ))

Des cristaux sont apparus dans la boîte après seulement quelques heures. Je les ai 

ensuite cryoprotégés en ajoutant 10% de glycérol à la solution du réservoir et en y 

transférant les cristaux avant la congélation sous flux d’azote. Ces cristaux n’ont pas 

diffracté lors de leur test au laboratoire mais ont diffracté jusqu’à 10 Å sur la ligne Proxima 

2 (SOLEIL, Gif-sur-Yvette). Bien que ces résultats soient très encourageants, ils n’ont pu 

être poursuivis dû à la perte d’efficacité du virus. 

 

<8L8L >$1(/&'")*C6D*"E=$&#/")*"'*%"3373")*,"*#-##&N4$")*
 
Les protéines MIC sont, à la base, des allèles des protéines MICA et MICB que l’on 

retrouve chez l’Homme, donc en cellules de mammifères. Suite à la perte des baculovirus et 

en parallèle des expressions en système bactérien, ce nouveau système d’expression a été 

envisagé. Les modifications post-traductionnelles engendrées par l’expression en cellules de 

mammifères, comme par exemple les N- et O- glycosylations ou phosphorylations, peuvent 

agir sur la stabilité des protéines et ainsi aider la cristallogenèse des complexes MIC/MIC12. 

Les glycosylations, par exemple, sont différentes de celles que l’on peut retrouver chez les 

cellules d’insectes et peuvent jouer un rôle dans l’interaction Fab/protéine. 

À la fin de ma thèse, Innate Pharma a réussi à développer des lignées stables de 

cellules CHO exprimant les protéines MICA*001 et MICA*008. Les cultures des cellules se 

sont poursuivies chez eux pour des raisons de confidentialité et les surnageants nous ont été 

!!!!
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remis. Des collègues de l’équipe travaillant également sur des projets en collaboration avec 

Innate Pharma (Béatrice Amigues, Vincent Delauzun et Anaïs Gaubert) ont pris en charge la 

purification de ces protéines, celles des complexes et leur cristallogenèse. Une stratégie de 

déglycosylation a été développée après la formation des complexes. Ceci permet à la fois de 

conserver les glycosylations éventuelles entrant en jeu dans l’interaction mais aussi 

d’éliminer le plus de parties flexibles. Celles-ci peuvent en effet empêcher la formation de 

contacts cristallins. Ces essais sont actuellement en cours et des cristaux sont régulièrement 

testés au synchrotron sur Proxima 2 (SOLEIL).  

<8O * H(7,")*,")*%1#=3"E")*C6DMC6D5<*=-$*JAPJ*

Pour compléter les données biochimiques et biophysiques de l’interaction 

MIC/MIC12 ainsi que les futures données structurales cristallographiques, j’ai mené des 

études de diffusion de rayons X aux petits angles SAXS.  

Les protéines et complexes étudiés sont MICA*001, MICA*008, MIC12, 

MICA*001/MIC12 et MICA*008/MIC12. Les données, collectées sur la ligne BioSAXS 

(BM29, ESRF), ont toutes pu être traitées à l’exception de celles de la protéine MICA*008. 

Je n’ai pu superposer aucune des courbes des différentes concentrations, allant de 0,6 à 7,21 

mg/ml, probablement dû à des dommages aux radiations (<M]TPS! ")$)(A). Les autres 

données quant à elles sont stables indépendamment des concentrations, permettant la 

création de courbes chimères (<M]TPS!")$)(B). 

@BCDEF) 6*=*3A) $LDERFN) IF) IB\\DNBLJ) (.g() IFN) MELGVBJFN) #%$*) .)A! 1OTP\SR! VS! VM``TRMOKR! VS! >*14DEEA_! JTW!
VM``UPSKLSR! NOKNSKLPJLMOKR)! / A 1OTP\SR! NXMbaPSR! VS! VM``TRMOKR! VSR! QPOLUMKSR! >*14DEE( [POT]S^_! >*1("! [dSPL^_!
>*14DEE(B>*1("![\ZST^!SL!>*14DEEAB>*1("![KOMP^) 
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À ce stade, il peut déjà être noté que les courbes chimériques correspondantes aux 

deux complexes MIC sont presque confondues. L’analyse de Guinier de ces courbes (Figure	
  

2.4.2A) a été possible sur chacune, montrant ainsi que les échantillons ne sont pas agrégés. 

Les paramètres d’intensité de diffusion extrapolée à une valeur de vecteur diffusé q=0 (I0) et 

de rayon de giration Rg, estimés à partir de cette analyse, ont été reportés dans le Tableau	
  

2.4.1.  

Une analyse de la flexibilité intrinsèque des protéines a également été possible par 

l’observation des plots de Kratky sans dimensions (Figure	
   2.4.2B). L’allure des courbes 

seules et des complexes sont similaires deux à deux. Les valeurs en y des courbes de 

MICA*001 et MIC12 décrivent un pic suivit d’une remontée, ce qui est typique de protéines 

contenant des éléments de flexibilité. Ces résultats sont cohérents avec les structures 

connues des protéines MICA et de MIC12 : toutes deux contiennent des domaines flexibles 

car reliés par de longues séquences non structurées. Les complexes, quant à eux, sont plus 

stables avec un pic suivit d’un plateau ne descendant pas à zéro. Ce profil est typique de 

protéines structurées contenant des parties flexibles. 

La distribution des distances est ensuite analysée à l’aide de GNOM (18) (Figure	
  

2.4.2 C et D). Les paramètres I0 et Rg estimés à partir de l’analyse de distribution des 

distances par paires (ou Porod) sont reportés dans le Tableau	
  2.4.1 tout comme la distance 

maximale Dmax. Là encore, les complexes MICA*001/MIC12 et MICA*008/MIC12 ont une 

distribution des distances fortement similaire et une Dmax quasi-identique. Le profil suivit par 

la courbe correspondant à MIC12 est typique d’une protéine de forme globulaire, ce qui est 

cohérent avec sa structure résolue par cristallographie. C’est également le cas pour 

MICA*001, bien qu’ayant un profil plus allongé. Les complexes, quant à eux, ont une 

courbe de Porod faisant penser à une forme plus allongée, moins globulaire.   



#7!

@BCDEF) 6*=*6A) 'EKBGFSFJG) IFN) ILJJVFN) (.g() IFN) MELGVBJFN) #%$) h) U7KBIF) IF) UK) NDBGF) 8!%#4(*) .A! 4KJZgRS! VS!
2TMKMSP)!/A!8ZOLR!VS!CPJLmg!RJKR!VMbSKRMOKR)!$)FG)-A!4KJZgRS!VSR!VMRLPM\TLMOKR!VSR!VMRLJKNSR!QJP!QJMPSR)!9TP!NXJNTKS!
VS! NSR! PSQPURSKLJLMOKR_! ZSR! UNXJKLMZZOKR! VS!>*14DEE(_! VS!>*1("_! VT! NObQZSWS!>*14DEE(B>*1("! SL! VT! NObQZSWS!
>*14DEEAB>*1("!ROKL!NOZOPUR!PSRQSNLMdSbSKL!SK!\ZST_!POT]S_!dSPL!SL!KOMP)!
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Tableau	
  2.4.1	
  :	
  Paramètres	
  des	
  données	
  SAXS	
  des	
  protéines	
  MIC.	
  Les	
  valeurs	
  ont	
  été	
  estimées	
  pour	
  chaque	
  
échantillon	
  à	
  partir	
  des	
  courbes	
  chimériques.	
  

Les Dmax évaluées par cette dernière analyse sont en accord avec celles des structures 

résolues par cristallographie aux rayons X (Tableau	
  2.4.1), ce qui est encourageant quant à 

l’utilisation de ces données pour la création et validation de modèles structuraux.  

 

Puisque MICA*001 et MIC12 sont des protéines plutôt flexibles dû à d’assez longs 

linkers inter-domaines, et que MICA*001 est issue d’une production en système eucaryote, 

donc glycosylée, une comparaison de ces données SAXS avec les structures 

cristallographiques n’aurait pas de sens. En revanche, même s’il s’agit de modèles imprécis 

 MICA 01 MICA 08 MIC12 MICA 
01/MIC12 

MICA 
08/MIC12 

Paramètres de 
collecte des 
données 

     

Instrument BM29 
(ESRF) 

BM29 
(ESRF) 

BM29 
(ESRF) 

BM29 
(ESRF) 

BM29 (ESRF) 

Détecteur Pilatus 
(1M) 

Pilatus (1M) Pilatus (1M) Pilatus (1M) Pilatus (1M) 

Géométrie du 
faisceau 

4*4 4*4 4*4 4*4 4*4 

Longueur d’onde 
(nm) 

0.09919 0.09919 0.09919 0.09919 0.09919 

q range (nm-1) 0.041-
4.942 

0.041-4.942 0.041-4.942 0.041-4.942 0.041-4.942 

Temps 
d’exposition (s) 

1 1 1 1 1 

Gamme de 
concentration (g/L) 

0.33-8.9 0.6-7.21 0.68-4.64 0.44-11.17 0.49-14.11 

Température (K) 
 

283 283 283 283 283 

Paramètres 
structuraux 

     

I(0) (cm-1) (P(r)) 59.24 - 37.20 +/- 
0.32 

108.5 +/- 
0.07 

105.3 +/- 0.09 

I(0) (cm-1) (Guinier) 59.47 +/- 
0.04 

- 37.44 +/- 
0.05 

108.83 +/- 
0.08 

106.36 +/- 
0.12 

Rg (Å) (P(r)) 28.0 - 25.36 +/- 
1.66 

40.33 +/- 
0.03 

40.54 +/- 0.03 

Rg (Å) (Guinier) 28.4 +/- 
0.6 

- 25.4 +/- 0.7 40.0 +/- 0.7 40.9 +/- 0.9 

Dmax (Å) (P(r)) 
Dmax (Å) (Structure 
cristallographique) 
 

97 
100 

(1B3J) 

- 
- 

75 
79 

130.6 
- 

128.9 
- 

Masse 
moléculaire (M) 
(kDa) 

     

M théorique 
M SAXS MoW23 
 

32.695 
35.358 

32.749 
- 

47.755 
27.921 

80.450 
124.853 

80.504 
119.862 

Programmes 
utilisés 

     

Réduction des 
données 

PRIMUS PRIMUS PRIMUS PRIMUS PRIMUS 

Analyse des 
données 

GNOM  GNOM GNOM GNOM 

Validation des 
modèles 

CRYSOL  CRYSOL CRYSOL 
DAMMIF 

DAMMIF 



$(!

et hypothétiques, les enveloppes que peut générer le logiciel DAMMIF (19) peuvent donner 

une idée de la forme globale des deux complexes.  

Les meilleures enveloppes obtenues, évaluées sur la base de la valeur du &2 des fits 

des courbes théoriques sur les points expérimentaux, sont représentées en <M]TPS!")$)#.  
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Des précédentes études menées par Innate Pharma ont permis l’identification de 

résidus dans l’interaction MIC/MIC12 (14). En l’attente de données structurales atomiques 

pouvant les confirmer et étendre la zone d’interaction, des prédictions d’interaction peuvent 
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être faites à l’aide de logiciels de docking. Les modèles prédits pourront ensuite être validés, 

ou du moins triées, par combinaison du docking avec les données SAXS.  

Le docking du complexe MICA*001/MIC12 a été réalisé à partir de la structure de 

MICA*001 contenue dans la structure du complexe avec NKG2D (1HYR) ainsi qu’à partir 

de la structure résolue de MIC12. Le serveur ClusPro 2.0 

(https://peptidock.cluspro.org/login.php ) a généré 29 modèles pdb, chacun représentatif 

d’un cluster de modèles. A l’issue d’un tri selon l’implication des résidus définis dans le 

brevet, les modèles 4 et 8 ont été retenus (<M]TPS!")%)(). 

@BCDEF) 6*2*3)A) #LI]UFN) ID) HLSMUF[F) #%$.b??3d#%$36X) CVJVEVN) MKE) $UDN8EL*) .A!>OVaZS! $)!/A!>OVaZS! A)! 5SR!
QPOLUMKSR!>*14DEE(_! >*1("! SL! +C2"/! ROKL! NOZOPUSR! PSRQSNLMdSbSKL! SK! NgJK_! dSPL! SL! \ZST! `OKNU)! 5SR! PURMVTR! VS!
>*14DEE(!MVSKLM`MUR!VJKR!ZFMKLSPJNLMOK!QJP!*KKJLS!8XJPbJ!ROKL!SK!POT]S))

Le Fab MIC12 étant supposé empêcher l’interaction NKG2D/MIC par compétition, 

les modèles sont discriminés selon la présence ou non de clashs stériques avec le récepteur. 

Le modèle 4 a alors été sélectionné comme modèle le plus probable. 

Afin de comparer ce modèle avec les données obtenues par SAXS, celui-ci a été

introduit dans l’enveloppe générée par DAMMIF (<M]TPS! ")%)"A). Malgré le fait que le 

modèle du complexe rentre dans cette enveloppe, des régions restent non comblées. Le 

logiciel CRYSOL, qui génère une couche d’hydratation autour du modèle et le compare aux 

données expérimentales SAXS, donne en sortie une superposition des courbes de diffusion 

théorique et expérimentale avec la valeur du test &2. Celle-ci est ici de 151,40, ce qui est bien 

B A 
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loin des valeurs que devrait prendre ce test pour une superposition parfaite (&2 autour de 1). 

Puisque la protéine MICA*001 ayant servie à l’analyse par SAXS est glycosylée par son 

expression en cellules de mammifères, des glycosylations ont été modélisées à la surface de 

celle-ci à l’aide du logiciel GLYCOSYLATION de la suite ATSAS. Les sites potentiels de 

glycosylation proposés sur MICA*001 sont de 33, comprenant les N-glycosylation et O-

glycosylation (uniquement sur les sérines). Le modèle 4 glycosylé, introduit dans 

l’enveloppe SAXS, est représenté en <M]TPS! ")%)"B. Bien que la valeur du &2  issu de 

l’analyse par CRYSOL soit encore bien loin d’une valeur idéale de 1, les quatre 

glycosylations ajoutées ont largement contribué à l’amélioration de ce paramètre.  

@BCDEF)6*2*6A)0KUBIKGBLJ)MKE)(.g()ID)SLI]UF)ID)HLSMUF[F)#%$.b??3d#%$36)MELMLNV)MKE)ILHiBJC*).A!>OVaZS!
$! MKLU]PU!e! ZqSKdSZOQQS!94?9)!5J!dJZSTP!VT!x" VT!1-G9.5!SRL!VS!(%(_$E)!/A >OVaZS!$!]ZgNORgZU! MKLU]PU!e! ZJ!bpbS!
SKdSZOQQS)!5J!dJZSTP!VT!x"!VT!1-G9.5!SRL!VS!#'_'%) 
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2.6 Discussions	
  et	
  conclusions	
  	
  

	
   L’objectif de ce sujet était de caractériser au niveau atomique l’interaction du Fab 

MIC12 avec ses antigènes MICA*001, MICA*008 et MICB. Pour cela, des études 

structurales ont été menées par cristallographie aux rayons X, par diffusion de la lumière aux 

petits angles et par docking moléculaire protéine/protéine, et cela sur des protéines 

exprimées aussi bien en système procaryote qu’eucaryote. 

 

 La structure cristallographique de MIC12 a été déterminée à une résolution de 1,4 Å. 

Les conformations des CDRs constituant le paratope ont ainsi pu être définies et transmises 

à Innate Pharma, qui peut maintenant s’appuyer sur des données réelles pour leurs nouveaux 

tests et mutagenèses dirigées de l’anticorps.  

    

Les essais de cristallographie ont permis l’obtention de cristaux des trois complexes 

MICA*001/MIC12, MICA*008/MIC12 et MICB/MIC12. Leur diffraction atteint jusqu’à 

présent une résolution maximale de 7 Å, ce qui reste insuffisant pour permettre la résolution 

d’une structure par cristallographie. Différentes stratégies ont été mises en place afin 

d’améliorer la qualité des cristaux.  

Au niveau biochimique, des tampons optimums de stabilité des protéines et 

complexes ont été définis. Les glycosylations apportées par la production en système 

eucaryote ont été digérées afin d’éliminer toutes parties flexibles pouvant empêcher la 

formation de contacts cristallins. Aussi, des étapes de purification supplémentaires ont été 

ajoutées, afin de s’assurer de la pureté des échantillons utilisés pour la cristallogenèse.  

Au niveau de la cristallogenèse, différentes méthodes ont été employées pour 

l’amélioration des conditions de cristallisation définies. Tout d’abord, chacune de ces 

conditions a été optimisée selon une gamme de pH et de concentration en agent précipitant. 

Différentes concentrations en protéines ont été étudiées et différentes températures de 

cristallogenèse ont été testées. Ensuite, des conditions de cristallisation ont été testées 

comme additifs à la condition de cristallisation définie. Un découplage des étapes de 

nucléation et de croissance cristalline a également été tenté par l’utilisation de la technique 

d’ensemencement à partir de nucleis ainsi que du MMS. Malgré l’amélioration visuelle des 

cristaux, la résolution de la diffraction reste aux alentours de 7 Å. 

Différentes options restent encore à tester, comme par exemple le changement de la 

méthode de cristallisation. La diffusion de vapeur est la méthode la plus utilisée mais il en 
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existe d’autres telles que la diffusion contraire en micro-capillaires ou bien la cristallisation 

sous gouttes d’huile. Ces méthodes présentent l’avantage de limiter ou éviter le phénomène 

de convection et permettrait ainsi une cristallisation plus homogène.  

L’expression des protéines MIC en système baculovirus avait donné des résultats 

intéressants, malheureusement avortés par la perte d’efficacité des virus. Cette expression a 

été reprise par des collègues (Béatrice Amigues, Vincent Delauzun et Anaïs Gaubert) dans 

les derniers mois de ma thèse. De nouveaux virus ont été obtenus, plus stables, permettant 

un réel criblage de conditions de cristallisation.    

La principale limitation à l’amélioration des cristaux, dans leur qualité et diffraction, 

est, selon moi, la flexibilité des protéines et complexes. Les études menées par SAXS ont 

clairement montré que des parties flexibles sont présentes chez MICA*001 et MIC12 mais 

également dans les complexes, bien que plus stables. Il existe d’ailleurs des études 

structurales de la flexibilité de MICA*001 entre la « plateforme » (formée par les sous-

unités $1 et $2) et la sous-unité $3 (11). Sous sa forme libre MICA*001 adopte une 

conformation « ouverte » (1B3J) et se « referme » lorsqu’elle est en interaction avec son 

récepteur NKG2D (1HYR). Pour prendre un exemple concret, en superposant les deux 

structures, l’angle formé par les résidus Q83, T181 et Q251 prend pour chacune des 

structures les valeurs de 142,1° pour la forme libre et 106,4° pour celle complexée (<M]TPS!

")&)().  

!
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VObJMKSR!n#)!5FJK]ZS! `OPbU!QJP! ZSR!PURMVTR!IA#_!,(A(!SL!I"%(!J!ULU!bSRTPU!QOTP!NXJNTKS!SL!ROKL!PSQPURSKLUR!SK!
OPJK]S)!

106,4
°

142,1
°



	
  
	
  

46	
  

La conformation « refermée » induite par NKG2D est certes plus contrainte, elle n’en est 

cependant pas pour autant unique et reste certainement flexible. La fixation du Fab MIC12 

ne semble pas non plus contraindre totalement cette flexibilité et ne va d’ailleurs peut-être 

pas induire cette même conformation refermée. Il est donc nécessaire de trouver un moyen 

de limiter cette flexibilité.  

Une idée serait d’utiliser un deuxième anticorps non compétitif avec MIC12, comme 

il a déjà été fait par exemple pour la protéine TLR3(20). Innate Pharma dispose d’autres 

anticorps fixant les protéines MIC permettant de tester cette stratégie et doit prochainement 

nous en faire parvenir.  

Une autre option serait de revoir les constructions MIC en elles même en éliminant la 

sous-unité α3. En effet, seules les sous-unités α1 et α2 semblent participer à l’interaction 

avec MIC12. Cette version tronquée permettrait ainsi d’obtenir un complexe bien plus 

compacte et plus apte à former un réseau cristallin solide. 

 

En parallèle de ces études structurales par cristallographie aux rayons X, des modèles 

structuraux du complexe MICA*001/MIC12 ont été prédits par docking moléculaire. Un 

mode optimisé pour des interactions anticorps/antigène a été utilisé avec également un mode 

SAXS. Le premier mode permet de ne considérer que les CDRs comme épitopes de 

l’interaction en masquant le reste de l’anticorps tandis que le second mode filtre les clusters 

de modèles en les comparant aux données SAXS implémentées. Parmi les modèles 

représentatifs des clusters générés, un modèle semble cohérent avec les résultats 

préliminaires obtenus par Innate Pharma (14). Il respecte à la fois les conditions de résidus 

de MICA*001 impliqués dans l’interaction avec MIC12 et de compétition à la fixation du 

récepteur NKG2D. De plus, ce modèle rentre dans l’enveloppe proposée par le logiciel de 

DAMMIF, bien que des régions ne soient pas comblées. Ceci peut s’expliquer de différentes 

manières : 1) le traitement des données, 2) les glycosylations de MICA*001 et 3) la 

flexibilité du complexe. Concernant la flexibilité du complexe, je suis évidemment 

convaincue de sa contribution à cette enveloppe, bien que d’un impact bien moins important 

que celui des glycosylations. Les positions des sites potentiels de glycosylations semblent 

coïncider avec ces régions vides et les quelques glycosylations que j’ai pu générer avec le 

programme GLYCOSYLATION semblent nettement améliorer la concordance du modèle 

avec l’enveloppe. Des études SAXS sur des protéines exprimées en système eucaryotes puis 

déglycosylées pourraient aider à confirmer cette implication.  
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Cependant, il faut garder à l’esprit qu’il s’agit bien d’une prédiction et non d’une 

structure issue de données expérimentales. Il faut également garder un œil critique sur les 

enveloppes obtenues avec des modélisations ab-initio à partir de données SAXS, qui sont 

dépendantes de la personne traitant les données. L’expérience et la formation entrent 

beaucoup en jeu, principalement lors de l’analyse des distributions de distances (Porod) et 

peu de paramètres permettent d’estimer la qualité du traitement. Le contrôle des résultats par 

des analyses utilisant le programme CRYSOL est donc important, puisque ne dépendant pas 

de l’analyste.  

 

Bien que je n’ai pu résoudre dans le temps qu’il m’était imparti les structures des 

complexes MIC/MIC12, des cristaux qui diffractent ont été obtenus dans plusieurs 

conditions pour chaque complexe. Les recherches se poursuivent dans l’équipe : Béatrice 

Amigues, Vincent Delauzun et Anaïs Gaubert ont pris la suite du projet et les idées 

évoquées plus haut vont être initiées. Le model prédit par le docking du complexe 

MICA*001/MIC12 a permis de cartographier la zone potentielle d’interaction et des études 

s’appuyant sur ces résultats pourraient être menées.        
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3 Utilisation	
  de	
  nanobody	
  pour	
  les	
  études	
  structurales	
  de	
  la	
  
protéine	
  pPorM	
  

 

3.1 Introduction	
  

	
  

Les bactéries évoluent dans des milieux très divers. Que ce soit pour se mouvoir, 

trouver les nutriments nécessaires à leur métabolisme, se défendre ou attaquer, elles doivent 

sans cesse interagir avec leur environnement. L’un des moyens dont elles disposent pour 

cela est l’export de protéine de leur cytoplasme vers un autre compartiment, qu’il soit 

intracellulaire, extracellulaire ou dans une cellule cible. Ce processus de sécrétion de 

protéines est exercé par divers mécanismes, impliquant très souvent les systèmes de 

sécrétion (21).  

3.1.1 Les	
  systèmes	
  de	
  sécrétion	
  bactériens	
  
	
  

Les systèmes de sécrétions sont des machines bactériennes dédiées à la sécrétion de 

protéines. Ils peuvent, selon les types, servir à la sécrétion d’une ou plusieurs protéines 

spécifiques et n’être, selon leurs rôles et importance, présents uniquement chez quelques 

espèces bactériennes ou au contraire communs à un ensemble de procaryotes. Ces systèmes 

existent aussi bien chez les bactéries à Gram positif que négatif. Différentes classes de 

systèmes de sécrétion sont répertoriées selon le nombre de membranes qu’ils permettent aux 

protéines de traverser, allant de une à trois, à savoir les membranes interne et externe et la 

membrane d’un autre organisme.  

J’ai choisi de ne traiter ici que des machines de sécrétion présentes chez les bactéries 

Gram-négatif. 

3.1.1.1 Les	
  machineries	
  SEC	
  et	
  Tat	
  
	
  

Les machineries de sécrétion SEC « General SECretion pathway » et Tat « Twin 

arginine translocation » sont les deux voies majeures de sécrétion de protéines positionnées 

dans la membrane cytoplasmique (22). Ce sont également les deux machines les plus 

utilisées pour réaliser le passage de protéines à travers cette membrane, et cela aussi bien 

chez les bactéries, chez les archae que chez les eucaryotes. 

La machinerie SEC transfert des protéines dans leur état déplié. Ces protéines sont 

d’abord prises en charge par une protéine cargo pour être amenées à une protéine moteur qui 
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va permettre leur passage à travers la membrane cytoplasmique par la translocase SecYEG 

(23). Selon la séquence de leur peptide signal, les protéines peuvent être adressées au 

processus de transfert SecB ou SRP (<M]TPS!#)()(). Lorsqu’elles sont destinées à aller dans 

le périplasme ou à être sécrétées dans le milieu extracellulaire, les protéines sont reconnues 

par la protéine SecB qui, tout en conservant l’état déplié de la protéine, va la transporter 

jusqu’à la membrane. La protéine SecA sert alors d’ATPase et permet le passage de la 

protéine à travers SecYEG. Avant d’y entrer, la protéine voit son peptide signal clivé et se 

replie une fois sortie (<M]TPS! #)()(A). Pour les protéines à destination de la membrane 

cytoplasmique, le ribosome se déplace jusqu’à la translocase où la protéine est prise en 

charge dès la sortie du ribosome par la protéine SRP. Ceci évite le contact des domaines 

hydrophobes avec le milieu cytoplasmique (24). La SRP recrute la protéine FtsY qui amène 

le complexe protéine/ribosome à SecYEG pour y transférer la protéine (23). Au cours de la 

traduction, les domaines transmembranaires sortent par le côté du canal pour s’insérer dans 

la bicouche lipidique (<M]TPS!#)()(B).     

!
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La machinerie Tat, quant à elle, transfert des protéines repliées, ne pouvant l’être 

hors milieu cytoplasmique (Figure	
  3.1.2). Les protéines TatB et TatC (ne formant qu’une 

seule et même protéine, multidomaine, chez les bactéries Gram-positif), reconnaissent un 

motif « twin » arginine à l’extrémité N-terminale de la protéine sortie du ribosome et s’y 

fixent. Elles amènent alors cette protéine à la membrane cytoplasmique où sont recrutées des 

protéines TatA qui viennent former le canal transmembranaire, au travers duquel passe la 

protéine.  

 

	
  
Figure	
   3.1.2:	
   Export	
   de	
   protéines	
   par	
   la	
   machinerie	
   Tat	
   (21).	
   Une	
   fois	
   la	
   protéine	
   traduite	
   et	
   séparée	
   du	
  
ribosome	
  (ici	
  en	
  rose),	
  elle	
  est	
  repliée	
  dans	
  le	
  cytoplasme	
  puis	
  prise	
  en	
  charge	
  par	
  les	
  protéines	
  TatB	
  et	
  TatC	
  (chez	
  
les	
   bactéries	
   gram-­‐négatif).	
   Elles	
   transitent	
   jusqu’à	
   la	
   membrane	
   cytoplasmique	
   où	
   des	
   protéines	
   TatA	
   sont	
  
recrutées	
  et	
  assemblées	
  pour	
  former	
  le	
  translocon.	
  La	
  protéine	
  traverse	
  alors	
  la	
  membrane	
  en	
  passant	
  par	
  ce	
  canal. 

3.1.1.2 	
  Les	
  systèmes	
  de	
  sécrétions	
  chez	
  les	
  bactéries	
  Gram-­‐négatif	
  
	
  
 Les bactéries Gram-négatif possèdent différents types de systèmes de sécrétion 

permettant l’export de protéines de leur cytoplasme aux milieux périplasmique, 

extracellulaire ou directement dans le cytoplasme d’autres cellules. Certains systèmes de 

sécrétion permettent le transport de protéines en une seule étape à travers les membranes 

interne et externe, tels que le système de sécrétion de type 1 (T1SS), le système de sécrétion 

de type 3 (T3SS), le système de sécrétion de type 4 (T4SS) et le système de sécrétion de 

type 6 (T6SS), et sont désignés comme systèmes de sécrétion de protéines Sec ou Tat 

indépendants. D’autres, tels que le système de sécrétion de type 2 (T2SS), sont Sec ou Tat 

dépendants et nécessitent un premier export des protéines via ces machineries jusqu’au 

périplasme avant de pouvoir les exporter vers le milieu externe (Figure	
  3.1.3). 
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Ce premier système de sécrétion est présent chez de nombreuses bactéries, 

notamment chez des bactéries pathogènes de plantes ou d’animaux. Il s’agit d’un système 

permettant la sécrétion de protéines dépliées en une étape du cytoplasme au milieu externe. 

La plupart de ces substrats sont impliqués dans la nutrition ou la virulence de la bactérie 

(25). Parmi eux se trouvent des protéases, des lipases, des adhésines, des protéines se liant à 

l’hème (telle que la protéine HasA), des protéines contenant des motifs répétés RTX (par 

exemple les protéines HlyA ou CyaA) ou bien des protéines de la couche de surface 

cristalline S comme la protéine RsaA (26). Ces substrats peuvent contenir en C-terminal une 

séquence signale reconnue par le T1SS. 

Côté architectural, le T1SS est similaire aux pompes « resistance-nodulation-

division » (RND) (<M]TPS!#)()$). Il est composé de trois parties : une protéine transporteur 

« ATP-Binding Cassette » ABC insérée dans la membrane cytoplasmique, des protéines de 

fusion à la membrane (MFP) reliant les éléments de la membrane cytoplasmique et externe, 

et une partie externe constituée de trois facteurs de membrane externe (OMP), formant le 

canal traversant la membrane externe.  

Le transporteur ABC présente différentes fonctions : il catalyse la phosphorylation 

de l’ATP pour donner l’énergie nécessaire au fonctionnement du système, reconnaît le 

substrat et interagit avec les MFP. Il existe trois classes de transporteurs, selon leur séquence 

N-terminale : ceux possédant un domaine peptidase C39 permettant le clivage de la partie 
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N-terminale des substrats, ceux possédant un domaine « C39 peptidase like » (CLD) qui ne 

peuvent réaliser ce clivage, et les transporteurs ne possédant pas cette région N-terminale.  

Selon la taille et la séquence des protéines à sécréter, celles-ci peuvent être prises en 

charge par l’un de ces trois types de transporteurs ABC. Le canal de la membrane interne 

vient alors se sceller sur le canal de la membrane externe et après catalyse de l’ATP, les 

protéines traversent la membrane interne puis externe en une seule étape (<M]TPS!#)()$). 

@BCDEF)+*3*=A)-FNHEBMGBLJ)NHYVSKGBZDF)IF)U7KNNFSRUKCF)FG)\LJHGBLJJFSFJG)ID)'3(()P6kQ*)5J!QPOLUMKS!e!RUNPULSP!
SRL!PSNOKKTS!QJP!ZS!LPJKRQOPLSTP!4=1!cTM!dJ!JZOPR!PSNPTLSP!ZS!NJKJZ!`OPbU!QJP!ZSR!QPOLUMKSR!.>8)!4QPaR!NJLJZgRS!VFTK!
4,8!SK!4/8_!ZS!NJKJZ!`OPbU!QJP!ZS!LPJKRQOPLSTP!RFOTdPS_!ZJMRRJKL!ZS!QJRRJ]S!e!ZJ!QPOLUMKS!cTM!LPJdSPRS!ZSR!bSb\PJKSR!
MKLSPKS!SL!SWLSPKS!VJKR!TK!ULJL!VUQZMU)!!

"#$#$#%#% &'!()(*+,'!-'!(./0.*123!-'!*)4'!55!67%889!

Le T2SS est un système de sécrétion conservé chez la plupart des bactéries Gram-

négatif, quelles soient pathogènes ou non (25). Il est notamment utilisé par la bactérie dans 

des processus d’adaptation à l’environnement ou de transport de facteurs de virulence. Il 

permet la sécrétion de protéines repliées en deux étapes : le passage des protéines du 

cytoplasme au périplasme est réalisé à l’aide d’une machinerie SEC ou Tat puis le T2SS 

effectue le passage du périplasme au milieu extracellulaire.  

Ce système comprend 12 éléments essentiels à la biogénèse et sécrétion des protéines 

(28) : la sécrétine de la membrane externe (GspD), la plateforme de la membrane interne 

(comprenant les protéines GspC, GspF, GspL et GspM), l’ATPase cytosolique (GspE), le 
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pseudo pilus (GspG, GspH, GspI, GspJ et GspK) et la peptidase prépiline GspO (Figure	
  

3.1.5). 

 

	
  
Figure	
  3.1.5:	
  Représentation	
  schématique	
  du	
  model	
  actuel	
  du	
  T2SS	
  (28).	
  Les	
  protéines	
  sont	
  indiquées	
  par	
  la	
  
dernière	
   lettre	
   de	
   leur	
   nom	
   (ex	
  :	
   GspJ=J)	
   et	
   le	
   code	
   couleur	
   des	
   lettres	
   correspond	
   à	
   celui	
   des	
   protéines.	
   TMHR	
  
désigne	
   un	
   lien	
   flexible	
   et	
  HR	
   une	
   région	
   structurée	
   d’homologie	
   entre	
   plusieurs	
   espèces	
   bactériennes.	
   PDZ/CC	
  :	
  
domaines	
  PDZ	
  ou	
  coiled-­‐coil	
  présents	
  à	
  l’extrémité	
  C-­‐terminale	
  de	
  GspC	
  chez	
  certaines	
  espèces.	
  Les	
  éléments	
  notés	
  
en	
  jaune	
  de	
  i	
  à	
  iv	
  représentent	
  les	
  étapes	
  de	
  sécrétion	
  des	
  protéines.	
  Les	
  protéines,	
  une	
  fois	
  dans	
  le	
  périplasme,	
  vont	
  
être	
  recrutées	
  par	
  GspC	
  et	
  placées	
  dans	
  le	
  vestibule	
  par	
  action	
  combinée	
  de	
  GspC	
  et	
  GspD.	
  Elles	
  sont	
  ensuite	
  placées	
  
à	
   l’extrémité	
   du	
  pilus	
   et	
   l’ATPase	
  GspE	
   est	
   recrutée	
   pour	
   l’hydrolyse	
   d’un	
  ATP.	
   L’énergie	
   produite	
   fait	
   grandir	
   le	
  
pilus	
  et	
  éjecte	
  la	
  protéine	
  hors	
  de	
  la	
  bactérie.	
  	
  

Les protéines sont d’abord exportées du cytoplasme vers le périplasme par les 

machineries Sec ou Tat comme décrit plus haut. Le repliement de la protéine avant la prise 

en charge par le T2SS est nécessaire et doit être réalisé dans le périplasme pour les protéines 

issues du mécanisme SEC. Les protéines sont ensuite reconnues par l’extrémité de la 

protéine GspC via leurs régions hautement flexibles ou dépliées lors de leur transition 

conformationnelle. Un réarrangement est parfois nécessaire pour les substrats les plus 

volumineux afin de permettre leur entrée dans le « vestibule » du T2SS. Les protéines GspC 

et GspD (partie périplasmique) amènent le substrat jusqu’à l’intérieur en l’« asseyant » sur 

le pseudo pilus. L’ATPase GspE, recrutée au moment de l’interaction de GspD avec le 

substrat (21), procure l’énergie au système par hydrolyse d’un ATP et fait grandir le pseudo 

pilus tout en le conservant dans le périplasme. Ceci a pour effet d’amener le substrat au 

milieu externe. 
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3.1.1.2.3 Le	
  système	
  de	
  sécrétion	
  de	
  type	
  III	
  (T3SS)	
  
 

 Le système de sécrétion de type III, aussi retrouvé sous le terme d’injectisome, est 

présent chez de nombreuses espèces bactériennes pathogènes telles que Salmonella, 

Shigella, Yersinia, Pseudomonas et Escherichia coli entéropathogènes (EPEC). Le terme 

générique de protéines effecteur est employé pour désigner les protéines sécrétées par ce 

système, la plupart du temps directement dans le milieu cytoplasmique de cellule 

eucaryotes. Le T3SS traverse donc jusqu’à trois membranes grâce à son organisation sous 

forme de « seringue et aiguille ».  

 Le corps du système est constitué de 9 protéines, dont 8 sont des flagellines, 

présentent également dans l’appareil flagellaire de nombreuses bactéries. Une vingtaine 

d’autres protéines jouent également un rôle important dans le fonctionnement du T3SS. Il 

existe actuellement 7 familles de T3SSs, définies d’après les caractéristiques de leurs 

translocons, pointes ou aiguilles, mais l’organisation générale est identique. Elle peut être 

décrite selon trois éléments principaux : le corps basal, l’aiguille et le translocon. La 

structure du corps basal forme une « chaussette » autour de l’aiguille (21) (Figure	
  3.1.6A). 

Elle est constituée d’éléments cytoplasmiques et de deux anneaux, insérés dans les 

membranes interne et externe. L’anneau externe, formé de 12 à 15 copies de la protéine 

SctC, s’étend largement dans la partie périplasmique en enveloppant un tube interne formé 

des protéines SctI. L’aiguille, constituée de protéines de filaments SctF, est comprise dans le 

tube interne. Sa longueur est modulable et elle s’étend de la partie périplasmique au milieu 

extracellulaire. Elle contient un fin canal permettant tel quel la sécrétion de protéines 

dépliées.  

 Lors de sa formation, l’aiguille est construite peu à peu par la sécrétion des protéines 

SctF et sa longueur est régulée par la protéine SctP. La sécrétion des protéines de la pointe 

permet ensuite la formation de cette dernière. Lorsque le T3SS contacte la membrane d’une 

cellule hôte par l’intermédiaire de cette pointe, le signal est transmit à la base via les 

filaments et la protéine SctW est libérée. Un pore est alors formé dans la membrane de la 

cellule hôte et les effecteurs peuvent être sécrétés et injectés dans le cytoplasme (Figure	
  

3.1.6B).    
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Ce système de sécrétion est particulier : il s’agit du seul système capable de sécréter 

des ADNs, seuls ou en complexe avec des protéines (21). Présent chez de nombreuses 

espèces bactériennes, aussi bien Gram positif que négatif, le T4SS est relié de manière 

ancestrale aux systèmes de conjugaison d’ADN bactérien. Il traverse, tout comme le T3SS, 

les membranes interne et externe bactériennes ainsi que celles de cellules hôtes aussi bien de 

procaryotes que d’eucaryotes. Il existe une grande diversité de T4SSs mais tous partagent 

une organisation similaire. Le système décrit ici sera basé sur celui de Agrobacterium 

tumeficans, qui possède un T4SS de type VirB/D. 

Ce système possède 12 protéines : les protéines VirB (de 1 à 11) et la protéine VirD4 

(<M]TPS! #)()') (25). Il est constitué d’un core-complexe de membrane externe (VirB7, 

VirB9 et VirB10) relié à un core-complexe de membrane interne (VirB3, VirB4, VirB6, 

VirB8 et la partie N-terminale de VirB10) par une tige centrale. VirB4, VirB11 et VirD4 

sont les trois ATPases fournissant le système en énergie, situées dans la membrane interne. 

B A 
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Les protéines VirB2 et VirB5 forment le pilus qui s’étend jusqu’au milieu extracellulaire. La 

protéine VirB1 est une transglycosylase lytique située dans le périplasme, nécessaire à la 

biogenèse du pilus par sa dégradation de la couche de peptidoglycans (30).  

Le mécanisme de sécrétion n’est pas encore tout à fait découvert mais le substrat, 

qu’il soit ADN ou protéique, semble être pris en charge par la protéine VirD4 qui réalise la 

sélection des substrats. Cette protéine, qui fonctionne comme une « porte » moléculaire à la 

base de l’appareil de sécrétion, transfert le substrat à la protéine VirB11 qui l’introduit dans 

le complexe de membrane interne. Le substrat passe ensuite le périplasme pour arriver au 

complexe de membrane externe. Le rôle du pilus dans ce processus de sécrétion n’est pas 

encore défini mais il existe deux hypothèses. Selon la première, le pilus servirait de point 

d’ancrage de la bactérie à la cellule hôte. La seconde voit plutôt le canal central de ce pilus 

comme un conduit permettant le passage du substrat. Les difficultés à trancher sur ces 

hypothèses viennent principalement de l’interconnexion des protéines dans leur 

fonctionnement (30). 

	
  
Figure	
  3.1.7:	
  Représentation	
  schématique	
  du	
  T4SS	
  (25).	
  1	
  :	
  La	
  biogenèse	
  du	
  pilus	
  est	
  provoquée	
  par	
  la	
  fixation	
  
de	
  la	
  protéine	
  VirB11	
  sur	
  VirB4.	
  2	
  :	
  Mécanisme	
  de	
  sécrétion	
  d’un	
  complexe	
  ADN/protéine.	
  Le	
  complexe	
  est	
  reconnu	
  
par	
  VirD4	
  qui	
  le	
  conduit	
  à	
  VirB11	
  	
  qui	
  le	
  transfert	
  lui-­‐même	
  dans	
  le	
  système.	
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3.1.1.2.5 Le	
  système	
  de	
  sécrétion	
  de	
  type	
  VI	
  (T6SS)	
  
 

Le système de sécrétion de type 6 est un système largement répandu chez les 

Proteobacteria avec une représentation chez environ un quart des espèces. Les différentes 

classes de T6SSs ont tout de même des spécificités : le T6SSii n’est présent que chez les 

Francisella alors que le T6SSiii l’est uniquement chez les Bacteriodetes (31). 

Ce système est utilisé dans les processus de compétition bactérienne et de 

pathogénicité contre des cellules procaryotes et eucaryotes. Des effecteurs toxiques sont 

sécrétés par son intermédiaire directement dans le milieu cytoplasmique d’autres cellules. Le 

T6SS a la particularité de se présenter sous une forme et organisation similaire à la queue 

d’un phage T4. Les protéines la constituant sont d’ailleurs reliés au niveau évolution aux 

protéines constituants la queue contractile d’un bactériophage (25). 

Le T6SS comporte deux complexes : le complexe membranaire, comprenant des 

protéines de membrane interne similaires à celles du T4SS, et la queue. La queue comporte 

elle-même trois parties : le complexe de plateforme, la gaine et le tube interne.  

Le complexe membranaire comporte les protéines TssJ, TssL et TssM et est 

communément appelé complexe TssJLM. Celui-ci est inséré dans la membrane interne et 

ancré à la membrane externe par une ancre lipidique portée par TssJ du côté N-terminal. Le 

complexe de plateforme est ensuite recruté. Il est formé d’une plateforme, composée des 

protéines TssE, TssF, TssG et TssK, et d’une pointe, constituée des protéines VgrG et 

PAAR. Ce complexe de plateforme sert de base à la polymérisation du tube interne et de la 

gaine constituants la queue. Au moment de l’élongation, des effecteurs peuvent être chargés 

dans le tube interne ou bien attachés à la pointe VgrG. Lorsque le contact est établi avec une 

cellule cible, le T6SS est activé et l’éjection du tube transperce la membrane de la cellule 

cible, permettant la libération des effecteurs dans le milieu cytoplasmique. Il existe deux 

hypothèses quant au mécanisme d’ouverture du complexe membranaire. Selon la première, 

celle-ci intervient avant la contraction de la gaine, libérant ainsi le passage en créant un 

canal de 79 Å de diamètre (Figure	
   3.1.8). La deuxième propose un changement 

conformationel du complexe TssJLM induit par la force du complexe pointe/tube interne, 

poussé par la contraction de la gaine. Après pénétration de la cellule cible, la pointe et les 

sous-unités Hcp se dissocient, libérant ainsi les effecteurs. Côté cytoplasmique, l’ATPase 

ClpV AAA+ est recrutée sur le système pour recycler les sous-unités constituant la gaine 

(32).  
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Figure	
  3.1.8:	
  Mécanisme	
  d'action	
  du	
  T6SS	
  (33).	
  1	
  :	
  Le	
  complexe	
  membranaire	
  TssJLM.	
  Il	
  est	
  à	
  ce	
  stade	
  dans	
  une	
  
conformation	
   fermée,	
   résolue	
   par	
   microscopie	
   électronique.	
   Il	
   est	
   totalement	
   intégré	
   à	
   la	
   membrane	
   externe	
  
puisqu’il	
  y	
  ancré	
  uniquement	
  par	
  l’ancre	
  lipidique	
  N-­‐terminale	
  de	
  TssJ.	
  2	
  :	
  Suite	
  à	
  l’assemblage	
  de	
  la	
  queue	
  et	
  de	
  la	
  
plateforme,	
  la	
  partie	
  C-­‐terminale	
  de	
  TssM	
  s’insère	
  dans	
  la	
  membrane	
  externe	
  (représenté	
  ici	
  par	
  des	
  étoiles	
  jaunes)	
  
et	
  est	
  accessible	
  au	
  milieu	
  extracellulaire.	
  Le	
  tube	
  interne	
  est	
  compris	
  dans	
   la	
  partie	
  cytoplasmique,	
  entouré	
  de	
   la	
  
gaine.	
  3	
  :	
  Le	
  canal	
  du	
  complexe	
  membranaire	
  s’ouvre	
  pour	
  laisser	
  le	
  passage	
  à	
  la	
  queue	
  (4),	
  éjectée	
  par	
  contraction	
  
de	
  la	
  gaine.	
  5	
  :	
  La	
  plateforme	
  est	
  retirée	
  du	
  complexe	
  membranaire	
  qui	
  est	
  prêt	
  pour	
  un	
  nouveau	
  cycle	
  de	
  sécrétion.	
   

3.1.2 Le	
  système	
  de	
  sécrétion	
  de	
  type	
  9	
  (T9SS)	
  
 

 En 2005, une étude chez la bactérie gram-négatif Porphyromonas gingivalis révèle 

que la délétion du gène porT entraine une accumulation de gingipaïnes et adhésines dans le 

périplasme (34). Il en a ainsi été conclu que cette protéine était non seulement essentielle à 

la sécrétion de ces protéines mais également qu’elle devait faire partie d’un système de 

sécrétion. Devant l’absence, chez P. gingivalis et d’autres bactéries, de protéines 

homologues aux protéines des systèmes de sécrétion déjà connus, l’existence d’un nouveau 
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système de sécrétion a été proposée. D’abord dénommé système de sécrétion Por  (35), ce 

système a depuis été renommé système de sécrétion de type 9 (T9SS) (36). Bien qu’il ait été 

initialement étudié chez les bactéries Flavobacterium johnsoniae et Porphyromonas 

gingivalis (34) (35) (37) (38), une récente étude a depuis détecté le T9SS dans 62% des 

espèces de Bacteroidetes (31).   

Le T9SS est un système de sécrétion Sec-dépendant et se place donc en étape finale 

du mécanisme de sécrétion général (GSP). Il a été mis en évidence que les substrats qu’il 

sécrète contiennent un peptide signal porté en N-terminal, les adressant à la machinerie 

SEC, ainsi qu’un domaine C-terminal (CTD) les dirigeants vers la membrane externe. Après 

sécrétion, ces protéines sont soit libérées dans le milieu extracellulaire, soit attachées à la 

surface de la bactérie par un lipopolysaccharide A (A-LPS) (39). Ce dernier cas de figure est 

une particularité propre à ce système : seulement un à deux substrats fixés à la membrane 

externe ont été répertoriés jusqu’à présent, issus des systèmes T1SS et T2SS. 

Les principales études menées sur le T9SS et les substrats qu’il sécrète ont été faites 

sur la bactérie Flavobacterium johnsoniae, se déplaçant par « gliding » et la bactérie 

pathogène oral Porphyromonas gingivalis.  

3.1.2.1 Le	
  système	
  de	
  sécrétion	
  de	
  type	
  9	
  chez	
  Flavobacterium	
  johnsoniae	
  
	
  

	
   Flavobacterium johnsoniae est une bactérie Gram négatif appartenant au phylum des 

Bacteroidetes. Cette longue bactérie de 5 à 10 μm sur 0,4 μm de large (Figure	
  3.1.9) vit en 

milieu aérobie et est non-pathogène. Elle peut être trouvée dans le sol où elle est capable de 

digérer la chitine. Cette bactérie se déplace, tout comme certains membres de ce phylum, 

sans l’aide de flagelles ou pilus en « glissant » selon le processus de « gliding motility »  à 

une vitesse approximative de 2 μm/s. Elle peut se déplacer, en sécrétant des adhésines 

principalement, le long d’un axe, inverser son mouvement, pivoter ou même se retourner sur 

des surfaces diverses telles que le verre, le polystyrène, le Teflon ou l’agar (40). L’analyse 

de mutants incapables de se mouvoir a permis d’identifier des gènes responsables de cette 

motilité, dont des gènes gld, spr et rem. De récentes études ont suggéré l’implication de ces 

gènes dans la sécrétion d’adhésines au travers d’un nouveau système de sécrétion bactérien. 

Ces mouvements ou glissements seraient donc induits par ceux des adhésines présentes à la 

surface des cellules. Il en existe deux principales : SprB et RemA. 
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 SprB est une protéine de haut degré de répétition, d’un poids moléculaire de 669 

kDa. Cette adhésine forme de longs filaments à la surface de F.johnsoniae (Figure	
  3.1.9) 

(41). Des bactéries mutantes délétées du gène sprB se sont révélées incapables de se 

déplacer sur un support agar. Leurs mouvements, bien que toujours présents, sur les autres 

surfaces se sont également trouvés affectés. SprB serait donc nécessaire au gliding sur 

gelose d’agar et probablement aussi impliquée dans celui d’autres surfaces. Des études par 

marquage fluorescent de SprB ont permis de suivre les déplacements de ces protéines à la 

surface de la bactérie et ont montré que SprB suit une trajectoire sous forme de boucle 

hélicoïdale (41). L’énergie nécessaire à ce mouvement est fournie par une force proton 

motrice (FPM). La vitesse de ce déplacement est similaire à celle du glissement de la 

bactérie, alimentant l’hypothèse d’un modèle selon lequel des moteurs FPM-dépendants 

propulsent SprB le long de sa trajectoire hélicoïdale (40) 

  

	
  
Figure	
  3.1.9	
  :	
  Observation	
  par	
  coloration	
  négative	
  des	
   filaments	
  de	
  SprB	
  à	
   la	
  surface	
  de	
  F.johnsoniae	
   (41).	
  
Les	
  filaments	
  présents	
  à	
  la	
  surface	
  de	
  la	
  souche	
  wild-­‐type	
  (wt)	
  UW101	
  sont	
  indiqués	
  par	
  des	
  flèches	
  jaunes.	
  (Image	
  
du	
   haut).	
   La	
  même	
   expérience	
   réalisée	
   sur	
   une	
   souche	
  mutée	
   n’exprimant	
   pas	
   le	
   gène	
   sprB	
   	
   (CJ1922	
  ΔsprB)	
   ne	
  
montre	
  aucun	
  filament.	
  	
   

 

 Les mouvements de glissement résiduels des bactéries n’exprimant pas SprB 

suggèrent l’existence d’autres adhésines de surface, responsables de cette motilité. La 

protéine RemA a été identifiée comme l’une d’entre elles. Des bactéries doubles mutantes 

ne produisant ni RemA ni SprB ont une perte totale du glissement tandis que des bactéries 

simples mutantes pour l’un de ces gènes conservent une motilité partielle. RemA est une 

lectine se liant aux polysaccharides de surface produits et sécrétés par F. johnsoniae. Un 

modèle du glissement de F. johnsoniae a été proposé en 2015 (40) (Figure	
   3.1.10). Les 
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moteurs, formés de protéines Gld, propulsent les adhésines le long de leur trajectoire 

hélicoïdale. Les protéines RemA étant attachées aux polysaccharides, leurs mouvements 

entraînent ceux de la bactérie qui se met à glisser sur la surface.  

	
  
Figure	
  3.1.10:	
  Modèle	
  du	
  gliding	
  de	
  F.johnsoniae	
   (40).	
  Les	
  moteurs	
  FPM-­‐dépendants,	
  formés	
  par	
  les	
  protéines	
  
Gld	
   et	
   ancrés	
   dans	
   	
   la	
  membrane	
   interne,	
   procurent	
   l’énergie	
   aux	
   adhésines	
   SprB	
   et	
  RemA	
  pour	
   poursuivre	
   leur	
  
trajectoire	
  hélicoïdale	
   le	
   long	
  de	
   la	
  surface	
  de	
   la	
  bactérie.	
  Les	
  adhésines	
   fixées	
  sur	
   les	
  polysaccharides	
  portés	
  à	
   la	
  
surface	
  entraînent	
  alors	
  la	
  bactérie	
  dans	
  leurs	
  mouvements,	
  résultant	
  au	
  mouvement	
  de	
  gliding.	
  	
   

 Pour que ce système soit mis en place, les adhésines ainsi que les polysaccharides 

doivent être produits puis sécrétés à la membrane externe ou à la surface de F. johnsoniae, 

par leur passage au travers d’un nouveau système de sécrétion. 

 Les protéines GldK, GldL, GldM, GldN, SprA et SprE avaient été initialement 

considérées comme des protéines permettant la motilité. L’existence d’orthologues à ces 

protéines chez d’autres espèces du phylum des Bacteroidetes, incapables d’un tel 

mécanisme, a permis de reconsidérer leur fonction. Ces protéines, ainsi que la protéine 

SprT, font partie du système de sécrétion de type 9, le T9SS. Il est maintenant connu que ce 

système est nécessaire à la sécrétion de SprB, RemA, de la chitinase soluble ChiA (38) ainsi 

que d’une douzaine d’autres protéines chez F. johnsoniae. Il semblerait donc que le T9SS et 
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la motilité par glissement soient deux mécanismes étroitement liés. Outre les protéines citées 

ci-dessus, la protéine PorV, intégrée à la membrane externe, est nécessaire à la sécrétion de 

RemA, de ChiA et d’autres protéines mais pas à celle de SprB. En revanche, la protéine 

SprF, également présente dans la membrane externe, n’est elle nécessaire qu’à la sécrétion 

de SprB. 

 Du fait de la présence en N-terminal d’un peptide signal reconnu par la machinerie 

SEC et en C-terminal d’un CTD, les protéines à sécréter doivent dans un premier temps être 

prises en charge par la machinerie SEC sous une forme dépliée, transférées dans le 

périplasme puis reconnues par le T9SS qui les sécrète au travers la membrane externe. Un 

modèle du couplage T9SS/motilité par glissement a été proposé en 2015 par McBride & 

Nakane (Figure	
  3.1.11).         

	
  
Figure	
  3.1.11:	
  Model	
  schématique	
  du	
  T9SS	
  chez	
  Flavobacterium	
  johnsoniae	
  (40). 

 Le mécanisme du moteur dirigeant le mécanisme de glissement n’est à ce jour pas 

encore résolu mais l’implication des protéines Gld dans celui-ci est certain. Seules les 

protéines GldF, GldG, GldL et GldM sont candidates, dû à leur insertion dans la membrane 

cytoplasmique. Les protéines GldF et GldG semblant plutôt impliquées dans un processus 

utilisant de l’ATP, les protéines GldL et GldM restent l’hypothèse la plus probable sur les 

protéines impliquées dans un processus de génération de force proton motrice. 

 

3.1.2.2 Le	
  système	
  de	
  sécrétion	
  de	
  type	
  9	
  chez	
  Porphyromonas	
  gingivalis	
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Le premier modèle d’études historique du T9SS est la bactérie Porphyromonas 

gingivalis. Vivant en milieu anaérobie, cette bactérie a la particularité de présenter une 

pigmentation noire, provenant de la dégradation de l’hémine, nécessaire à sa croissance et à 

sa prolifération (<M]TPS! #)()("). Ce phénotype est plus particulièrement dû à l’activité 

protéolytique et de liaison de l’hémagglutinine/hème de gingipaïnes (ou porphyrines). Les 

protéines constituant ce système ont été initialement nommées Por, non pas en référence à 

Porphyromonas gingivalis mais plutôt en référence à ces porphyrines (exemple : la protéine 

PorT). Les protéines Por sont essentielles à la production et/ou sécrétion de ces porphyrines 

(39).  

@BCDEF) +*3*36A) 8BCSFJGKGBLJ) IF) IB\\VEFJGFN) NLDHYFN) IF) /"0'+0'1-&',) c>+) P=6Q*) $ELBNNKJHF) RKHGVEBFJJF)
KJKVELRBF)NDE)RLmGF)InKCKE)HLJGFJKJG)ID)NKJC*)5SR!ROTNXSR!KOKHbTLUSR![ÇL^!QPURSKLSKL!TKS!QM]bSKLJLMOK!KOMPS!
VTS!e!ZFXabS!JNNTbTZUS!e!ZJ!RTP`JNS!VSR!NSZZTZSR)!5J!ROTNXS!;2&&!KFJgJKL!QJR!VS!4H589_!ZSR!]MK]MQJÑKSR!RUNPULUR!QJP!
ZS!,799!KS!ROKL!QJR!JKNPUSR!e! ZJ!bSb\PJKS!SWLSPKS!SL!KS!QSTdSKL!VOKN!QJR! PSLSKMP! ZFXabS)!5OPRcTS! ZSR!\JNLUPMSR!
KFSWQPMbSKL! QJR! ZSR! QPOLUMKS! C]Q! SL! 8OP,_! ZS! QXUKOLgQS! KOKHQM]bSKLU! SRL! QPURSKL)! 3K! PSdJKNXS_! ZFJ\RSKNS!
VFSWQPSRRMOK!VSR!]MK]MQJÑKSR!-]Q4!SL!-]Q=!KFMK`ZTSKNS!QJR!ZS!QXUKOLgQS!RJTdJ]S))

P.gingivalis est une bactérie pathogène humain que l’on retrouve, avec d’autres 

pathogènes, dans de nombreuses maladies telles que l’athérosclérose, la pneumonie 

d’aspiration, la polyarthrite rhumatoïde ou encore certains cancers (42). Elle joue également 

un rôle clé dans la parodontite en formant, avec Tannerella forsythia et Treponela denticola, 

une triade de bactéries pathogènes appelée le complexe rouge (43).  
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Ce complexe fait partie du microbiote buccal, constitué de plusieurs centaines 

d’espèces de bactéries, virus et champignons. Chez un individu sain, l’existence et le 

développement de ces micro-organismes sont maintenus par des conditions physiologiques 

particulières de température, pH, potentiel redox, conditions atmosphériques, salinité et par 

la salive. Cet équilibre dépend principalement de l’hygiène bucco-dentaire de l’individu et, 

lorsqu’il est rompu ou perturbé suite à une lésion par exemple, certaines espèces telles que 

P.gingivalis peuvent proliférer (44). 

Les bactéries présentes dans la cavité buccale peuvent s’organiser en biofilms. Ceux-

ci peuvent se former au niveau de la crevasse gingivale (interface de rencontre de la gencive 

avec la dent), de la crevasse sub-gingivale, de la langue, des muqueuses et des prothèses 

dentaires. 

Le parodonte est l’ensemble des tissus de soutient des dents. Il comprend les 

gencives, l’os alvéolaire, le ligament alvéolaire-dentaire et le cément. L’os alvéolaire est le 

tissu de soutient des dents. Il entoure la dent et est en continuité avec l’os maxillaire et 

mandibulaire. Il évolue avec la dent : il peut tout aussi bien augmenter (par exemple pendant 

la poussée dentaire) comme se résorber lorsqu’il y a perte de celle-ci (45). 

Parmi les maladies touchant le parodonte se trouve la parodontite. Il s’agit d’une 

inflammation chronique due à l’accumulation d’une plaque bactérienne entre la gencive et la 

dent (46) (Figure	
  3.1.13). Le pourcentage en bactéries Gram-négative de ce biofilm, faible 

pour un tissu sain, est ici considérablement augmenté (47). Les bactéries constituant 

le complexe rouge ont été identifiées comme étant impliquées dans cette maladie. Des 

enzymes protéolytiques sécrétées par ce complexe ont été découvertes comme étant 

impliquées dans l’échappement à la réponse immunitaire. 

Comme dit plus haut, les enzymes protéolytiques sécrétées par P.gingivalis sont 

appelées gingipaïnes. Celles-ci sont les facteurs de virulence responsables de la colonisation, 

nutrition, neutralisation des défenses de l’hôte et altération de la réponse inflammatoire de 

cet hôte, ce qui en font les principales responsables des symptômes des parodontites. Parmi 

ces gingipaïnes se trouvent les protéines Kgp, RgpA et RgpB. Toutes trois sont des 

protéases clivant les liaisons peptidiques portées en C-terminal de lysines (Kgp) ou arginine 

(RgpA/RgpB).  Elles sont portées à la surface bactérienne par une ancre A-LPS ajoutée 

après sécrétion et doivent donc auparavant avoir été sécrétées par le T9SS (42). Ce système 

de sécrétion a également été retrouvé chez Tannerella forsythia.    
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Le T9SS de P.gingivalis comprend 18 protéines impliquées dans le processus de 

sécrétion des gingipaïnes mais seulement 11 constitueraient la machinerie en elle-même. 

Tout comme chez la bactérie F.johnsoniae, ce système fonctionne en coordination avec le 

translocon SecYEG. Bien que les deux types de T9SS présentent des différences, leur 

« cœurs » sont très similaires, constitués de gènes orthologues : gldK/porK, gldL/porL, 

gldM/porM, gldN/porN, sprA/sov, sprE/porW et sprT/porT.  

Dans l’interface cytoplasme-membrane interne se trouvent les protéines 

membranaires PorL et PorM, possédant toutes deux une partie cytoplasmique (environ 236 

résidus pour PorL, résidus 1 à 8 pour PorM), une partie membranaire (résidus 9 à 41 pour 

PorM) et une partie périplasmique (résidus 42 à 516 pour PorM). L’interaction de ces deux 

protéines a été prouvée in vitro chez E. coli (49) et in vivo (35). Tout comme pour leurs 

protéines orthologues chez F.johnsoniae, une implication de PorL et PorM dans les 

processus énergétique du système a été suggérée (49). Ce complexe produirait un 

changement conformationel à l’assemblage du T9SS et participerait au processus de 

sécrétion des substrats grâce à la force proton motrice et aux protéines associées au T9SS 

PorY et PorX. La partie cytoplasmique C-terminale de PorL interagit in vitro avec la 

protéine régulatrice de réponse PorX (50). PorX est un régulateur de réponse qui, avec son 

partenaire senseur de kinase PorY, intervient dans ce processus de régulation des gènes du 

T9SS.  
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La protéine PorM se trouve également dans le périplasme. Son étude in vitro en 

cellules E. coli montre une dimérisation ainsi qu’une interaction avec les protéines PorK et 

PorN (49). Ces deux dernières protéines interagissent également entre elles (49). PorN a un 

rôle crucial dans la stabilisation des interactions PorL/PorM et PorN/PorK (51). Le 

périplasme contient également les protéines PorW et PG1058, toutes deux prédites comme 

étant des lipoprotéines attachées à la membrane externe. 

Les protéines Sov, PorQ, PorP, PorT, PorV, PG0189 et PG0534 sont prédites comme 

étant des protéines de la membrane externe en tonneau béta. Très peu de choses sont 

connues sur ces protéines, excepté pour PorP et PG0189 qui interagissent avec le complexe 

PorKLMN. PG0189 interagit avec PorK et PorN avec sa boucle périplasmique tandis que 

des expériences in vitro montrent une interaction de PorP avec PorK et PorM. Une étude a 

prouvé l’interaction de PorV avec PorU et propose qu’elle lui serve d’ancrage à la 

membrane externe.   Les protéines PorU et PorZ sont quant à elles associées à cette 

membrane par sa surface externe. Alors que PorU est une cystéine peptidase impliquée dans 

le clivage du CTD des substrats, la structure cristallographique de PorZ suggère également 

une implication dans le processus de modification post-translocation (42).   

Le mécanisme de sécrétion des substrats impliquant le T9SS chez P.gingivalis est un 

processus en deux étapes. Le passage du cytoplasme vers le périplasme est réalisé au travers 

du translocon SecYEG de la machinerie SEC. Le substrat, déplié, y est adressé par 

reconnaissance de son peptide signal porté en N-terminal, clivé après sa translocation. Son 

mécanisme de repliement ainsi que son transfert au système restent inconnus. La protéine est 

reconnue du T9SS par son domaine CTD et traverse la membrane externe en passant par le 

translocon de membrane externe (Figure	
  3.1.14). 
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Le cargo CTD est alors clivé par PorU puis le substrat est soit libéré dans le milieu 

extracellulaire, soit attaché à la membrane externe par une A-LPS, après modification post-

translocation. Les gènes du T9SS sont régulés par le système à deux composants 

PorXY(50). L‘architecture de la protéine PorY est similaire à une histidine kinase. Après 

autophosphorylation sur son Histidine 193, le groupement phosphate est transféré à la 

protéine PorX sur son résidu Asparagine 58. PorX phosphorylé va alors stabiliser le facteur 

sigma de fonction extracytoplasmique SigP qui va directement se fixer aux régions 

promotrices des gènes du T9SS. PorX phosphorylé peut également aller se fixer à PorL (50). 

La partie N-terminale de PorX étant similaire aux régulateurs de réponse de la famille CheY, 

une hypothèse serait l’implication de PorX dans la modulation de l’architecture du T9SS. 

Les protéines CheY, après phosphorylation, se fixent à l’anneau C de flagelles, induisant un 

changement de direction du mouvement de ce flagelle (52). PorX pourrait, par un processus 

similaire, agir sur la rotation de l’appareil. La <M]TPS!#)()($ regroupe toutes ces données 

sous la forme d’un modèle schématique.  
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3.1.2.3 Le	
  cœur	
  du	
  T9SS	
  chez	
  P.gingivalis	
  :	
  le	
  complexe	
  PorKLMN	
  
 

Bien que la plupart des gènes du T9SS soient répartis dans le génome de P. 

gingivalis, un opéron de 5 de ces gènes est conservé au sein des Bacteriodetes : porP-porK-

porL-porM-porN. L’analyse sur natif PAGE de lysats cellulaires de P.gingivalis a révélé la 

présence d’un complexe d’environ 1,4 MDa, non dissociable. La présence dans ce complexe 

des protéines PorK, PorL, PorM et PorN a été prouvée par immunoblotting (35). Bien que la 

protéine PorP interagisse avec au moins deux autres protéines issues de l’opéron (49), elle 

ne semble pas faire partie du complexe ni stabiliser ce complexe (35). Des expériences de 

mutagénèse portant sur les protéines du complexe PorKLMN ont montré que ce complexe, 

ainsi que chacune des protéines le composant, est essentiel à la présence de la couche dense 

aux électrons observable à la surface de P.gingivalis (51). Cette couche étant constituée des 

gingipaïnes de surface de la bactérie, son absence est donc significative d’un 

disfonctionnement du T9SS. Le complexe PorKLMN est, par conséquent, essentiel au 

fonctionnement du T9SS. 

Il a récemment été montré que ce complexe est constitué de deux sous-complexes : 

PorKN et PorLM. La structure du complexe PorKN a été étudié in-vivo et in-vitro par cryo-

microscopie électronique (51) : il s’agit, in-vivo, d’un assemblage de deux anneaux dans un 

ratio PorK:PorN de 1:1, de diamètre interne de 35 nm et externe de 50 nm, attaché à la 

membrane externe côté périplasme. In-vitro, un second assemblage de deux anneaux vient 

interagir avec le premier, formant un sandwich (Figure	
   3.1.15). Même s’il n’existe 

actuellement aucune évidence le prouvant, il est vraisemblable que l’anneau de plus grand 

diamètre soit constitué de protéines PorK et le second anneau de PorN. En effet, le plus 

grand anneau est au contact de la membrane in-vivo, ce qui serait rendu possible par 

l’attachement lipidique de PorK à la surface périplasmique de la membrane externe. Un 

autre argument pour étayer cette hypothèse est la taille de PorK, plus importante que celle de 

PorN, qui permettrait la formation d’un anneau de diamètre plus important pour un même 

nombre de sous-unités. Cette structure porte une symétrie soit de 32 unités au total, soit de 

36. La structure du complexe in-vitro aurait donc un poids moléculaire de 5,9 MDa ou 6,6 

MDa, concordant avec la taille observée lors de la migration sur SDS-PAGE, et celle in-vivo 

un poids moléculaire autour de 3 MDa.  

Peu de données structurales sont disponibles actuellement pour comprendre le 

fonctionnement et l’assemblage du complexe PorLM. Comme dit précédemment, les deux 

protéines sont ancrées dans la membrane interne par leurs hélices transmembranaires. Des 
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études d’accessibilité des cystéines sur des mutants de PorL et PorM ont permis de 

déterminer la topologie de ces protéines dans la membrane(49). PorL comporte deux hélices 

transmembranaires et ses extrémités N et C-terminales se trouvent toutes les deux dans le 

cytoplasme. La longue région cytoplasmique C-terminale de PorL interagit avec la protéine 

PorX phosphorylée. La même étude a révélé l’état trimérique de la protéine.  
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La partie périplasmique de la protéine PorM est, elle, dimérique en sortie de colonne 

d’exclusion de taille, laissant supposer que PorM soit dimérique (49). Elle traverse la 

membrane interne, avec son extrémité N-terminale dans le cytoplasme, une hélice 

transmembranaire (résidus 9 à 35) et s’étend jusque dans le périplasme. Des études 

structurales de sa partie périplasmique (pPorM) ont été menées par l’équipe (53). Malgré 

l’obtention d’un jeu de données structurales par cristallographie aux rayons X, les difficultés 

de résolution du problème de phases puis de reconstruction n’ont pas permis la résolution 

complète de la structure. Des expériences menées chez F. johnsoniae ont démontré 

l’existence d’un moteur rotatif du T9SS (54). Ce moteur serait un transducteur d’énergie, 

générant une force proton motrice utilisée pour l’assemblage et la sécrétion des protéines. Il 

a été présumé associé aux protéines GldL et GldM, orthologues du complexe PorLM chez 

P.gingivalis. Cette hypothèse a été posée sur la base de leur localisation transmembranaire et 

de la présence de résidus glutamate chargés négativement dans les hélices 

transmembranaires. Vincent et al. ont proposé l’extension de cette hypothèse au complexe 

PorLM.  

Compte tenu des différents états oligomériques de ses quatre protéines, le complexe 

PorKLMN minimal serait un complexe PorK2L3M2N2 ayant un poids moléculaire d’environ 

400 KDa. Pour expliquer cette différence avec le poids moléculaire apparent du complexe 

de 1,4 MDa, deux hypothèses ont été émises : la première propose que d’autres protéines 

interviennent dans ce complexe tandis que la seconde propose une multimérisation du 

complexe minimal (49). Plusieurs éléments viennent alimenter ces deux hypothèses puisque 

de nouveaux partenaires ont été découverts par spectrométrie de masse après étude du 

complexe PorKN par cryo-microscopie électronique(51), le T6SS comporte lui même une 

multimérisation du complexe minimal TssJLM. Par ailleurs, il faut garder à l’esprit que 

l’estimation du poids moléculaire de PorKLMN à 1,4 MDa a été faite sur la base d’un 

immunotransfert d’un gel dont le marqueur de taille avait pour protéine de plus haut poids 

moléculaire 1 MDa. Cette estimation est donc imprécise et potentiellement erronée.   

La protéine PorM interagit avec les protéines PorL, PorP, PorN et PorK (Figure	
  

3.1.16) (35) (49). Elle tient donc une place centrale dans le complexe PorKLMN. La 

poursuite de son étude structurale, couplée à une étude fonctionnelle par nos collaborateurs 

(équipe E. Cascales, LISM), est donc essentielle à l’élucidation de l’assemblage du 

complexe PorKLMN et du fonctionnement du T9SS.    
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3.1.2.4 Résultats	
  préliminaires	
  sur	
  la	
  protéine	
  PorM	
  
	
  

À mon arrivée dans l’équipe, les études structurales sur la partie périplasmique 

pPorM (résidus 44 à 516) avaient donné lieu à une publication (53). La rapide dégradation 

de pPorM y a été expliquée ainsi que la nécessité d’étudier la protéine sous une forme 

digérée à la trypsine (pPorM-T). Cette stratégie a permis de réduire au mieux les parties 

flexibles et d’obtenir des cristaux après quelques jours au lieu de 6 mois suivant une 

dégradation naturelle. La structure cristallographique a alors pu être résolue à une résolution 

de 2,85 Å en calculant des phases à l’aide de Selenomethionines. Cependant, la flexibilité de 

certaines boucles et la résolution maximale n’ont pas permis une reconstruction totale.  

Afin de compléter cette structure et de poursuivre la détermination de la structure 

totale de pPorM, une immunisation de Lama contre pPorM a été effectuée. En parallèle, le 

fragment majoritaire pPorM-T a été analysé par Spectrométrie de Masse et séquençage 

d’Edman. Les bornes déterminées correspondent à la partie C-terminale de pPorM, 

comprenant les résidus 225 à 516. Deux sous-constructions de pPorM ont été imaginées : 

pPorM-Nt pour la partie N-terminale (résidus 44 à 217 de PorM) et pPorM-Ct pour la partie 

C-terminale (résidus 225 à 516 de PorM).     
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3.2 Génération	
  et	
  structures	
  des	
  nanobody	
  anti-­‐PorM	
  

3.2.1 Introduction	
  
	
  

 

Comme dit précédemment (voir 1.1.2), les nanobody sont des fragments d’anticorps 

issus d’anticorps de camélidés, découverts au début des années 1990. Autre nom des 

domaines VHH, portant à eux seuls la partie reconnaissant et fixant l’antigène, ils présentent 

l’avantage d’être stables dans des conditions diverses et d’être de petite taille (environ 15 

kDa), ce qui leur confère la propriété de chaperonnes de cristallisation de protéines.  

Des nanobody peuvent être générés dans ce but (Figure	
  3.2.1). Pour cela, la protéine 

servant d’antigène doit être purifiée dans un tampon adapté à l’animal utilisé pour 

l’immunisation. En effet, la préparation doit être injectée à un camélidé, généralement 

chameau ou lama, et un tampon non adapté peut provoquer un choc osmotique pouvant 

entrainer la mort de l’animal. Après 45 jours, une prise de sang est faite et les lymphocytes 

sont isolés. Les ARNm sont alors extraits et les ADN complémentaires (ADNc) sont 

synthétisés. Les séquences de ces ADNc correspondant aux domaines VHH sont amplifiées 

par PCR et une librairie de nanobody est ainsi constituée. 

Afin de sélectionner les nanobody reconnaissant l’antigène et s’y fixant, un cycle de 

3 à 4 tests ELISA est réalisé en fixant l’antigène sur un support. Après plusieurs lavages, 

seuls les anticorps se fixant à cette protéine sont gardés, puis élués pour être de nouveau 

amplifiés et recommencer le test. Les nanobody positifs sont alors séquencés puis exprimés 

dans la partie périplasmique de cellules E. coli.  

De la même manière, une librairie de nanobody « naïve » peut être constituée. Celle 

ci est issue d’un animal auquel l’antigène n’a pas été injecté et qui est donc dit « naïf ». La 

librairie est constituée des nanobody déjà présents dans le sérum de l’animal et peut être 

testée par ELISA contre l’antigène afin de vérifier s’il existe déjà un anticorps le 

reconnaissant. 

La totalité du protocole prend entre 2 à 3 mois, de l’immunisation à l’obtention de 

nanobody positifs à l’antigène. 
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Figure	
  3.2.1	
  :	
  Protocole	
  d’immunisation	
  de	
  camélidés	
  et	
  sélection	
  des	
  nanobody	
  contre	
  un	
  antigène	
  (55).	
  Du	
  
sang	
  de	
   camélidés	
   est	
  prélevé,	
  préalablement	
   immunisés	
  ou	
  non	
  avec	
   l’antigène.	
   Les	
   lymphocytes	
   sont	
   isolés,	
   les	
  
ARNm	
  extraits,	
  puis	
  les	
  ADNc	
  synthétisés.	
  Là,	
  la	
  séquence	
  des	
  domaines	
  VHH	
  est	
  amplifiée	
  pour	
  pouvoir	
  constituer	
  
une	
   librairie	
   de	
   nanobody	
   issue	
   d’immunisation	
   ou	
   bien	
   naïve.	
   Après	
   introduction	
   dans	
   des	
   phages,	
   chaque	
  
nanobody	
   est	
   testé	
   par	
   test	
   ELISA	
   contre	
   l’antigène	
   et	
   les	
   nanobody	
   positifs	
   sont	
   sélectionnés	
   pour	
   l’expression	
  
périplasmique	
  en	
  E.	
  coli	
  .	
  Le	
  processus	
  prend	
  2	
  à	
  3	
  mois.	
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3.2.2 Article	
  1	
  	
  

	
  
Afin de poursuivre les études structurales de la protéine PorM, des nanobody dirigés 

contre la partie périplasmique pPorM ont été générés.  

La protéine pPorM a été exprimée et purifiée par Philippe Léone. Après 4 injections 

de 0,5 mg à une semaine d’intervalle, des échantillons de sang ont été prélevés au lama 

immunisé. Les lymphocytes ont été isolés puis les nanobody ont été sélectionnés par Aline 

Desmyter selon la méthode précédemment décrite (55) (Figure	
   3.2.1). Deux librairies de 

nanobody ont été constituées, l’une issue de cette immunisation, l’autre naïve.  

Après vérification par test ELISA, 5 nanobody, portant des séquences de CDR 

différentes, ont été retenus : nb01, nb02, nb06, nb19 et nb130. Alors que les 4 premiers 

nanobody sont issus de la librairie de lama immunisé, le nanobody nb130 est lui issu de la 

librairie naïve.  

Les sous-constructions de la protéine pPorM ont été imaginées par Philippe Léone 

puis clonées par moi-même. Les protéines pPorM-Nt (résidus 44 à 217) et pPorM-Ct 

(résidus 225 à 516) ont ainsi pu être exprimées en système bactérien puis purifiées. 

Des tests d’interaction, menés par Christine Kellenberger, ont été réalisés sur chaque 

nanobody contre les différentes constructions de pPorM. Les résultats ont permis de 

déterminer pour chacun la région d’interaction sur la protéine pPorM : les nanobody nb01 et 

nb02 se fixent sur la partie N-terminale (pPorM-Nt) alors que les nanobody nb130 et nb19 

se fixent sur la partie C-terminale (pPorM-T et pPorM-Ct).  

Les quatre nanobody ont été exprimés, purifiés et cristallisés. J’ai participé à la 

collecte des jeux de données de nb01, nb02 et nb130 et j’ai résolu la structure du nanobody 

nb02.  

J’ai également réalisé des essais de cristallisation du complexe pPorM-Nt/nb01 qui 

se sont avérés concluants. Un jeu de données a été collecté dont les paramètres sont 

présentés dans l’article suivant, publié, pour lequel je suis co-premier auteur(5).     
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PorM is a membrane protein that is involved in the assembly of the type IX

secretion system (T9SS) in Porphyromonas gingivalis, a major bacterial

pathogen that is responsible for periodontal disease in humans. In the context

of structural studies of PorM to better understand T9SS assembly, four camelid

nanobodies were selected, produced and purified, and their specific interaction

with the N-terminal or C-terminal part of the periplasmic domain of PorM was

investigated. Diffracting crystals were also obtained, and the structures of the

four nanobodies were solved by molecular replacement. Furthermore, two

nanobodies were used as crystallization chaperones and turned out to be

valuable tools in the structure-determination process of the periplasmic domain

of PorM.

1. Introduction

Periodontal disease is one of the most frequently occurring

infectious diseases in humans (Armitage, 1996). The main

microorganism responsible for periodontitis and gingivitis is

the oral pathogenic bacterium Porphyromonas gingivalis.

Infection by this Gram-negative bacterium causes severe

lesions in periodontal tissues, leading to destruction of the

alveolar bone and the tooth-supporting structure in the most

severe cases. This damage is induced by a cocktail of specia-

lized toxin proteins secreted by Porphyromonas, called

gingipains. Gingipains act as adhesins and/or proteases that

help the bacterium to adhere to periodontal tissues and to

promote the invasion of gingival tissues by the degradation of

matrix proteins, fibrinogen and collagen. The active release

of gingipains at the bacterial cell surface is catalyzed by a

recently identified protein complex called the type IX secre-

tion system (T9SS; Sato et al., 2010). The T9SS is composed of

10–14 subunits, encoded by the por genes, that are thought to

assemble a transenvelope channel that specifically recruits the

gingipains and transports them to the cell surface, where they

are processed to become active (by cleavage of a C-terminal

sequence and glycosylation). Interestingly, four of these

proteins, PorK, PorL, PorM and PorN, are sufficient to

assemble a stable complex of �1.2 MDa that resists native

PAGE analyses (Sato et al., 2010). In a recent study (Vincent et

al., 2017), we have shown that PorK is a lipoprotein anchored
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in the outer membrane that interacts strongly with the peri-

plasmic protein PorN, and that PorL and PorM are inner

membrane proteins which interact with each other via their

transmembrane segments. In addition to its transmembrane

segment, PorM possesses a long periplasmic domain of nearly

500 residues which is thought to link the inner and outer

membrane subcomplexes.

A crystallization strategy for PorM is to use camelid

nanobodies as crystallization chaperones. In addition to

conventional antibodies, members of the Camelidae family

possess a set of unusual antibodies that consist only of heavy

chains; the constant domain is missing, and they are therefore

named heavy-chain-only antibodies or nanobodies (Hamers-

Casterman et al., 1993). These antibodies offer a very inter-

esting new tool in scientific research, as they contain variable

domains (VHHs) that are fully responsible for and are fully

capable of recognizing and binding to antigens. The variable

domains are also more hydrophilic than their IgG counter-

parts, as they are not required to bind to a complementary

domain of a light chain (Spinelli et al., 1996). Moreover, they

are very stable, and owing to their rather small size (14 kDa)

they are able to bind to epitopes within clefts (Desmyter et al.,

1996) that are more difficult to reach for larger antibodies.

Both their single-domain nature and their lack of glycosyl-

ation allow them to be produced at high levels using bacterial

expression systems.

Using the nanobody platform of our laboratory, we were

able to raise four nanobodies against the periplasmic domain

of PorM (residues 36–516). Here, we present an investigation

of their binding specificities and their crystal structures.

Moreover, diffracting crystals of the N- and C-terminal parts

of PorM in complex with their respective nanobodies were

obtained. These crystals were essential in the structure-

determination process of the targets, validating the strategy of

using nanobodies as crystallization chaperones.

2. Materials and methods

2.1. Generation of nanobodies against pPorM

Four injections of 0.5 mg purified periplasmic domain of

PorM (pPorM) in 10 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl were

performed subcutaneously at one-week intervals followed by

a fifth injection two weeks later in one llama (Llama glama

from Ardèche Lamas, France). Lymphocytes were isolated

from blood samples obtained 5 d after the last immunization.

The cDNA was synthesized from purified total RNA by

reverse transcription and was used as a template for PCR

amplification to amplify the sequences corresponding to the

variable domains of the heavy-chain antibodies. PCR frag-

ments were then cloned into the phagemid vector pHEN4

(Arbabi Ghahroudi et al., 1997) to create a nanobody phage-

display library. The selection and screening of nanobodies

were performed as described previously (Desmyter et al.,

2013). Three rounds of panning resulted in the isolation of

pPorM-specific binders. After sequence analysis, four different

positive clones, nb01, nb02, nb06 and nb19, were chosen to be

subcloned into pHEN6 expression vector downstream of the

pelB signal peptide and fused to a C-terminal 6�His tag

(Conrath et al., 2009).

A nanobody phage-display naı̈ve library was generated by

the same procedure as described above, starting from the

blood of several non-immunized animals: three camels

(Camelus dromedarius from C. Gutierrez at Universidad de

Las Palmas de Gran Canaria, Spain) and four llamas (L. glama

from Capralogics Inc., USA). Three rounds of panning

resulted in the isolation of pPorM-specific binders. After

sequence analysis, three different positive clones, nb103,

nb130 and nb105, were found corresponding to nb02, nb06

and nb19, respectively, from the immunized library. Clone

nb130 was subcloned into pHEN6 expression vector.

2.2. Production and purification of nanobodies

The expression and purification of the nanobodies was

performed as described previously (Conrath et al., 2009). The

periplasmic fraction was extracted by osmotic shock and the

recombinant nanobodies were purified on a 5 ml Ni–NTA

column (GE Healthcare) in 50 mM sodium/potassium phos-

phate pH 8.0, 300 mM NaCl, 10% glycerol. The fractions

eluted in 250 mM imidazole were concentrated by centrifu-

gation using an Amicon Ultra 10 kDa cutoff concentrator

prior to being loaded onto a HiLoad 10/30 Superdex 75 pg gel-

filtration column (GE Healthcare) equilibrated in phosphate-

buffered saline (PBS). The purified nanobodies were

concentrated by centrifugation; their concentration was

determined by measuring the absorbance at 280 nm with a

NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

2.3. Cloning, production and purification of PorM constructs

pPorM and its trypsinized fragment (pPorM-T) were

produced as described previously (Stathopulos et al., 2015).

The sequence of pPorM-T was deduced by N-terminal

Edmann sequencing and peptide mass fingerprinting (results

not shown), and corresponds to the C-terminal part of pPorM

(residues 225–516). This sequence (hereafter denoted pPorM-

Cter) and the sequence corresponding to the remaining

N-terminal part of pPorM (residues 44–217; hereafter denoted

pPorM-Nter) were cloned into the pET-28a+ derivative vector

pLIC03. The pPorM-Cter and pPorM-Nter proteins were

produced and purified using the same protocol as for pPorM.

2.4. Purification of nanobodies in complex with PorM
constructs

The nanobodies and the PorM constructs pPorM-Nter and

pPorM-Cter were first purified independently by nickel-

affinity chromatography as described previously. The proteins

were then mixed in a molar ratio of 1:1.2 (PorM constructs:

nanobodies) and left for 15 min at room temperature to form

the following complexes: pPorM-Nter in complex with nb01 or

nb02, and pPorM-Cter in complex with nb19 or nb130. The

complexes were purified on a HiLoad 16/60 Superdex 75 pg

gel-filtration column (GE Healthcare) equilibrated in 10 mM

HEPES pH 7.5, 150 mM NaCl. The purified complexes were
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Table 1
Data-collection and refinement statistics.

Values in parentheses are for the highest resolution shell.

nb01 nb02 nb19 nb130

Crystallization condition 0.1 M trisodium citrate pH 5.5,
20%(w/v) PEG 3000

0.1 M trisodium citrate
pH 5.5, 20% PEG 3000

0.1 M HEPES pH 4.5–5.5,
0.4–1.2 M NaH2PO4,
0.4–1.2 M KH2PO4

0.2 M diammonium citrate
pH 5.0, 20%(w/v) PEG
3350

Protein concentration (mg ml�1) 14.0 13.0 10.1 16.0
Data collection

Cryoprotectant 20%(v/v) polypropylene glycol 10% glycerol 30%(v/v) glycerol 20%(v/v) glycerol
Diffraction source ID-23, ESRF ID-23, ESRF ID-29, ESRF PROXIMA-2, SOLEIL
Space group C2 P43212 P41212 P6122
a, b, c (Å) 78.33, 65.83, 48.31 65.68, 65.68, 88.80 113.26, 113.26, 153.45 54.54, 54.54, 126.72
�, �, � (�) 90, 95.89, 90 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 120
Resolution (Å) 28.8–1.60 (1.69–1.60) 46.44–1.50 (1.58–1.50) 48.1–2.10 (2.21–2.10) 47.23–1.70 (1.79–1.70)
Wavelength (Å) 0.87260 0.8729 1.07224 0.9801
Unique reflections 31426 (4389) 31805 (4532) 58799 (8431) 13038 (1821)
Multiplicity 5.3 (5.5) 6.8 (6.5) 8.7 (8.2) 21.0 (21.1)
Completeness (%) 97.7 (94.1) 99.9 (99.4) 99.9 (99.9) 99.9 (99.6)
hI/�(I)i 10.5 (1.7) 22.0 (1.7) 15.0 (1.7) 24.6 (2.4)
Rmeas† (%) 11.8 (111.1) 5.1 (124.5) 7.9 (144.0) 8.5 (139.6)
Rp.i.m.‡ (%) 5.1 (46.6) 1.9 (48.2) 2.6 (47.9) 1.9 (30.2)
CC1/2§ 0.997 (0.693) 1.000 (0.627) 0.998 (0.652) 0.999 (0.850)
Mosaicity (�) 0.21 0.23 0.05 0.15
Solvent content (%) 40.6 63.3 70.8 37.2

Molecular replacement
PDB code of starting model 4tvs 4qgy 4hem 4fhb

Refinement and model quality
Resolution (Å) 27.2–1.6 19.58–1.5 46.6–2.1 44.2–1.7
No. of reflections 31426 31733 58723 12963
Rcryst/Rfree} (%) 20.5/23.2 1 18.8/19.6 18.8/21.0 18.6/22.2
No. of atoms

Protein [chain(s) in asymmetric unit] 1902 [2] 957 [1] 3833 [4] 1000 [1]
Water/ion/ligand 251/—/— 213/—/6 404/55/— 108/—/—

Average B factors (Å2)
Protein 21.4 27.5 68.5 33.4
Water/ion/ligand 32.9/—/— 46.4/—/29.9 73.0/81.4/— 46.1/—/—

R.m.s.d.††
Bonds (Å) 0.01 0.01 0.01 0.01
Angles (�) 0.97 0.98 1.11 1.05

Ramachandran plot (%)
Most favoured regions 96.3 94.0 97.9 97.5
Additionally allowed regions 3.7 5.2 1.7 2.5

PDB code 5lz0 5lmw 5lmj 5fwo

nb01–pPorM-Nter nb130–pPorM-Cter

Crystallization condition 0.1 M bis-tris pH 7.0,
25%(w/v) PEG 3350

0.1 M HEPES pH 7.5,
0.2 M NaCl,
25%(w/v) PEG 3350

0.2 M ammonium citrate tribasic pH 7.0,
20%(w/v) PEG 3350

Protein concentration (mg ml�1) 10.0 10.1 10.1 10.1
Data collection

Cryoprotectant 10%(v/v) glycerol 20%(v/v) glycerol 10%(v/v) PEG 400 10%(v/v) PEG 400, 30%(w/v) PEG 3350
Diffraction source PROXIMA-1, SOLEIL PROXIMA-1, SOLEIL PROXIMA-1, SOLEIL PROXIMA-1, SOLEIL
Space group P21 P2 P21 P1
a, b, c (Å) 80.35, 100.12, 80.41 64.05, 78.11, 76.09 64.87, 157.40, 77.37 55.24, 77.18, 156.30
�, �, � (�) 90, 93.82, 90 90, 104.69, 90 90, 105.51, 90 90.24, 91.75, 97.16
Resolution (Å) 42.47–2.40 (2.53–2.40) 40–2.50 (2.63–2.50) 40–2.15 (2.27–2.15) 40–2.10 (2.21–2.10)
Wavelength (Å) 0.97857 0.97857 0.97857 0.97857
Unique reflections 49059 (7020) 25205 (3620) 80438 (11626) 145898 (21179)
Multiplicity 6.9 (6.8) 3.8 (3.7) 4.2 (4.3) 2.9 (2.9)
Completeness (%) 98.3 (96.7) 99.4 (97.7) 99.3 (98.7) 97.6 (96.8)
hI/�(I)i 11.6 (1.0) 8.6 (2.0) 12.5 (1.8) 12.5 (2.0)
Rmeas† (%) 7.8 (203.3) 12.1 (70.6) 8.1 (92.1) 6.5 (76.4)
Rp.i.m.‡ (%) 3.0 (77.4) 6.2 (36.2) 3.9 (44.0) 3.7 (43.3)
CC1/2§ 0.999 (0.755) 0.995 (0.766) 0.999 (0.660) 0.998 (0.647)
Mosaicity (�) 0.05 0.15 0.15 0.19
Solvent content (%) 43.4 48.9 50.6 43.1

† Rmeas =
P

hklfNðhklÞ=½NðhklÞ � 1�g1=2 P
i jIiðhklÞ � hIðhklÞij=Phkl

P
i IiðhklÞ, where Ii(hkl) is the observed intensity and hI(hkl)i is the average intensity from N(hkl) observations

(symmetry-related and duplicate measurements of a unique reflection). ‡ Rp.i.m. =
P

hklf1=½NðhklÞ � 1�g1=2 P
i jIiðhklÞ � hIðhklÞij=Phkl

P
i IiðhklÞ. § CC1/2 values are the half-set

correlation coefficients (Karplus & Diederichs, 2012). } Rcryst =
P

hkl

�
�jFobsj � jFcalcj

�
�=
P

hkl jFobsj; Rfree is calculated for a randomly selected 5% of reflections that were excluded from
refinement. †† Root-mean-square deviation from ideal values.
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concentrated by centrifugation; their concentration was

determined by measuring the absorbance at 280 nm with a

NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

2.5. Biolayer interferometry (BLI)

The proteins were biotinylated using the EZ-Link NHS-

PEG4-Biotin kit (Perbio Science, France). The reaction was

quenched by removing the excess biotin using a Zeba Spin

Desalting column (Perbio Science, France) which was equili-

brated with PBS buffer. BLI studies were performed in black

96-well plates (Greiner) at 25�C using an Octet RED96

(ForteBio, USA; PBS, 0.01% BSA, 0.002% Tween 20, 0.005%

sodium azide). Streptavidin biosensor tips (ForteBio, USA)

were first hydrated with 0.2 ml kinetic buffer (KB; ForteBio,

USA; PBS, 0.01% BSA, 0.002% Tween20 and 0.005% sodium

azide) for 20 min and then loaded with biotinylated pPorM-

Nter, pPorM-Cter or pPorM (10 mg ml�1 in KB). The surface

was then blocked using biocytin. The association of PorM with

various concentrations of nanobodies (a zero concentration

and concentrations varying from 0.5 to 250 nM, depending on

the experiment) was monitored for 300 s, and the dissociation

was followed for 600 or 900 s. in KB. These experiments were

run two times independently. Control experiments were run to

check that there was no nonspecific interaction between the

analytes (nanobodies) and control biosensors (loaded with no

protein and blocked with biocytin). Fitting of the binding data

and the measurement of constants were performed with the

Octet RED system software (v.7.1) using a 1:1 model. The

error values are calculated from two independent experi-

ments; averaged statistical parameters (�2 and R2) generated

during the fittings are reported.

2.6. Crystallization, data collection and processing

Initial crystallization trials of the nanobodies and of their

complexes with PorM constructs were performed by the

sitting-drop vapour-diffusion method at 293 K in 96-well

Greiner plates using a Mosquito Crystal robot (TTP Labtech)

with the following screens: Wizard I and II (Rigaku Reagents),

JCSG+ (Qiagen), Index (Hampton Research), Crystal Screen

and Crystal Screen 2 (Hampton Research). Drops were

prepared by mixing different volumes (100, 200 and 300 nl) of

protein solution and 100 nl precipitant solution and were

equilibrated against a 150 ml reservoir volume. Initial crystal-

lization conditions were obtained in several conditions. For

nb19 only, optimization was then carried out by varying the

pH and the concentration of the precipitant (Lartigue et al.,

2003). The final crystallization conditions are given in Table 1.

Crystals were mounted in cryoloops (Hampton CrystalCap

Magnetic) and were briefly soaked in crystallization solution

supplemented with the appropriate cryoprotectant before

being flash-cooled in a nitrogen-gas stream at 100 K using a

home cryocooling device (Oxford Cryosystems). For the

nb130–pPorM-Cter complex, a 5 min air-dehydration step was

performed in the crystallization solution with a 10% increase

in the precipitant concentration and supplemented with the

cryoprotectant.

Diffraction data were collected on beamlines ID23 and

ID29 at the European Synchrotron Research Facility (ESRF),

Grenoble, France and on PROXIMA-1 and PROXIMA-2 at

SOLEIL, Paris, France. The data sets were integrated with

XDS (Kabsch, 2010) and were scaled with SCALA (Evans,

2006) from the CCP4 suite (Winn et al., 2011). Data-collection

statistics are reported in Table 1. The Matthews coefficient and

solvent content were calculated with MATTHEWS_COEF

(Kantardjieff & Rupp, 2003) from the CCP4 suite.

2.7. Molecular replacement and refinement

Molecular replacement was performed with MOLREP

(Vagin & Teplyakov, 2010) from the CCP4 suite. A different

starting model was used for each nanobody, according to the

result of sequence alignment against the wwwPDB. For nb01,

nb02 and nb130 molecular replacement was straightforward.

For nb19, MOLREP returned a well contrasted solution for

three VHHs. After refinement with autoBUSTER (Blanc et
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Figure 1
Sequence alignment of the four nanobodies nb01, nb02, nb19 and nb130 raised against the periplasmic domain of PorM. Secondary-structure elements
from the nb01 structure (molecule A) are displayed above the alignment. The CDR1, CDR2 and CDR3 sequences are boxed; the cysteine residues are
denoted by asterisks. Kabat numbering is used (Kabat et al., 1991). The sequence alignment was generated by DeepAlign (Wang et al., 2013) on the basis
of the superposition of the four nanobody structures (molecule A for nb01 and nb19) and processed by ESPript (Robert & Gouet, 2014).
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al., 2004), electron density for a fourth VHH could be iden-

tified. However, even using the refined model of the three

VHHs, MOLREP could not localize this fourth VHH. The

amino-acid chain was therefore traced manually with TURBO

(Roussel & Cambillau, 1991) until there was sufficient struc-

tural information to allow the positioning of a complete VHH

by rotation/translation.

Refinement of the four-nanobody model was performed

with autoBUSTER and PHENIX (Adams et al., 2010), and the

structures were corrected with Coot (Emsley et al., 2010).

Model validations were performed with MolProbity (Chen et

al., 2010). Refinement statistics are reported in Table 1.

3. Results

3.1. Nanobody generation and binding characterization

Nanobodies were raised by immunization of llamas with the

purified periplasmic domain of the PorM protein (residues

36–516; pPorM). Several strong pPorM binders were identified

from the immune library by three rounds of panning using

phage display coupled to ELISA. Four nanobodies, called

nb01, nb02, nb09 and nb130, were selected for further study

based on their high affinity for pPorM and on their amino-acid

differences in the variable regions [also called the comple-

mentarity-determining regions (CDRs); Fig. 1]. Interestingly,

nb02, nb19 and nb130 were also present in a naı̈ve library

generated in the laboratory (article in preparation). The four

nanobodies possess the two cysteines Cys22 and Cys92 that

form the conserved disulfide bond that is present in all VHH

domains. The CDR1 and CDR2 of the four nanobodies have

the same length (nine and eight residues, respectively), but

there is a great variation in the length of the CDR3: 17, 12, 14

and 21 residues for nb01, nb02, nb19 and nb130, respectively.

The nanobodies were produced in the periplasm of

Escherichia coli and purified to homogeneity. They all

behaved as monomers in size-exclusion chromatography. In a

previous study (Stathopulos et al., 2015), we have shown that a

fragment of the purified pPorM could be obtained by limited

proteolysis (hereafter denoted pPorM-T). Using N-terminal

Edmann sequencing and peptide mass fingerprinting (results

not shown), we deduced that this fragment corresponds to

the C-terminal part of pPorM (residues 225–516; hereafter

denoted pPorM-Cter). We then produced this domain as well

as the remaining N-terminal part of pPorM (residues 44–217;

hereafter denoted pPorM-Nter), and their interaction with the

four nanobodies was assessed by biolayer interferometry

(BLI). The four nanobodies bind to pPorM in the nanomolar

range. Interestingly, they present a specificity in their

interaction with pPorM: nb01 and nb02 bind specifically to
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Table 2
Kinetic and thermodynamic parameters of the interactions between the
nanobodies nb01, nb02, nb19 and nb130 with different constructs of the
PorM periplasmic domain.

Kd (nM) Kass (M�1 s�1) Kdiss (s�1)
Full �2 �
full R2

pPorM–nb01 1.8 � 0.7 8.1 � 2.4 � 105 1.4 � 0.2 � 10�3 1.38–0.98
pPorM–nb02 2.5 � 1.5 3.1 � 1.0 � 105 7.7 � 1.5 � 10�4 1.88–0.98
pPorM–nb19 3.8 � 1.4 1.7 � 0.4 � 105 6.7 � 0.6 � 10�4 0.35–0.98
pPorM–nb130 4.5 � 1.0 1.4 � 0.3 � 105 6.3 � 0.3 � 10�4 1.29–0.99
pPorM-Nter–nb01 4.0 � 1.1 2.0 � 0.7 � 105 8.0 � 0.8 � 10�4 3.49–0.99
pPorM-Nter–nb02 5.5 � 1.2 1.6 � 0.5 � 105 9.0 � 0.6 � 10�4 3.98–0.99
pPorM-Cter–nb19 8.6 � 1.4 6.7 � 1.5 � 104 5.8 � 0.2 � 10�4 5.44–0.99
pPorM-Cter–nb130 8.0 � 1.5 6.8 � 1.2 � 104 5.6 � 0.2 � 10�4 4.97–0.99

Figure 2
Crystals of nb01 (a), nb02 (b), nb19 (c) and nb130 (d), of pPorM-Cter in complex with nb130 in space group P21 (e) and space group P2 ( f ), and of
pPorM-Nter in complex with nb01 (g).
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pPorM-Nter, whereas nb19 and nb130 bind specifically to

pPorM-Cter. The results are summarized in Table 2.

3.2. Nanobody structures

We decided to solve the structures of the four nanobodies

alone for the following two reasons. On one hand, high-

resolution structures of the nanobodies could be used either to

solve the structure of the complex with the protein of interest

by molecular replacement or to help in building in the case

of ab initio phasing. On the other hand, as there are only a

limited number of unbound nanobody structures in the PDB,

new structures will provide more data for potential use in

theoretical studies of single-chain antibody binding. Thus, the

four nanobodies were crystallized (Fig. 2) and their structures

were solved by molecular replacement. As expected, the four

nanobodies adopt the classical immunoglobulin fold (Fig. 3)

with two �-sheets composed of four antiparallel �-strands:

�1–�3–�7–�8 and �4–�5–�6–�9. The former �-sheet is

flanked by CDR3 and is further prolonged by two parallel �-

strands (�2 and �11). One �-helix is present in the �8–�9 loop.

The structures of the four nanobodies display a high level of

homology, with an r.m.s.d. ranging from 0.69 to 0.99 Å on C�

atoms without the CDRs. The main differences arise from

the CDRs, which are located at the N-terminal edge of the

�-sandwich. Indeed, CDR3, which generally mediates inter-

action with the epitope, is the most divergent. Its folding is

different in the four structures: one �-helix and one �-helix in

nb01, random coil only in nb02, random coil only or prolonged

�-strands in nb19 and one �-helix in nb130 (Fig. 3). Para-

doxically, the long CDR3s of nb01 and nb130 (17 and 21

residues, respectively) adopt a unique conformation in the

crystal, suggesting a certain conformational stability. On the

contrary, despite its shorter sequence (14 residues), the CDR3

of nb19 is more flexible, as it can adopt multiple distinct

conformations. The CDR3 conformational heterogeneity
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Figure 3
Crystal structures of the four nanobodies nb01, nb02, nb19 and nb130 raised against the periplasmic domain of PorM. CDR1, CDR2 and CDR3 of each
nanobody according to Kabat numbering (Kabat et al., 1991) are represented in green, blue and red, respectively. The N- and C-terminal extremities are
labelled N and C, respectively. The different molecules present in the asymmetric unit are superposed (molecules A and B of nb01 and molecules A, B
and D of nb19; molecule C of nb19, which is identical to molecule B, is not represented for the purposes of clarity). This figure was generated by PyMOL
(Schrödinger).
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observed only in nb19 could be related to the substitution of

the Phe47 present in nb01, nb02 and nb130 by an arginine

residue in nb19 (Fig. 1). Indeed, the CDR3 of nb01, nb02 and

nb130 folds over and packs against the hydrophobic side chain

of the framework Phe47, while the CDR3 of nb19 is somewhat

repulsed by the side chain of Arg47.

3.3. Use of nanobodies as crystallization chaperones

We have previously obtained diffracting crystals of pPorM-T

and of its selenomethionine derivative; native and MAD data

sets were collected and an experimental map was calculated

(Stathopulos et al., 2015). However, building of the C-terminal

domain of pPorM-T was challenging, probably owing to the

higher thermal motion of this domain. We decided to use

nanobodies as crystallization chaperones, with the assumption

that complex formation may minimize the conformational

flexibility of the target. Therefore, crystallization trials of

pPorM-Cter in complex with its specific nanobodies nb19 and

nb130 were performed. Crystals of pPorM-Cter in complex

with nb130 were obtained in space groups P2 and P21 that

diffracted to 2.5 and 2.15 Å resolution, respectively (Fig. 2). In

an attempt to improve the resolution, the P21 crystals were

dehydrated, resulting in crystals in a new space group, P1, that

diffracted to 2.1 Å resolution. Structure determination of the

complex is in progress using the nb130 structure and the

partial model of pPorM-T as a model for molecular replace-

ment.

The same strategy of co-crystallization with nanobodies was

applied in order to overcome our inability to obtain exploi-

table pPorM-Nter crystals. Indeed, all of the native or seleno-

methionine-derivative crystals that we obtained for this

construct were twinned and therefore were not usable to solve

the structure ab initio. Crystallization trials of complexes with

nb01 or nb02 were then performed and crystals of pPorM-Nter

in complex with nb01 were obtained that diffracted to 2.4 Å

resolution (Fig. 2).

4. Concluding remarks

In recent years, nanobodies have been intensively used as

crystallization chaperones in structural studies. Indeed, they

preferentially bind concave and hinge regions of proteins and

thus can help in the crystallization process of recalcitrant

targets such as multi-domain proteins, large complexes and

membrane proteins (Desmyter et al., 2015). In our case,

nanobodies also turned out to be valuable tools in the

structure-determination process. For pPorM-Cter, co-crystal-

lization with the nanobody nb130 permitted the resolution of

the structure to be increased, presumably by stabilizing a

flexible domain of the protein. For pPorM-Nter, co-crystal-

lization with the nanobody nb01 permitted us to obtain

untwinned crystals, in contrast to the protein alone. Molecular

replacement was performed with the structure of the nano-

body as a starting model, providing the initial phases used to

calculate electron-density maps. Recently, we solved the

structure of a truncated construct of TssM using the same

strategy. TssM is a central component of the membrane

complex of the type VI secretion system. The construct

TssM32Ct (residues 836–1129 of the TssM periplasmic domain)

was co-crystallized with a specific nanobody (Nguyen et al.,

2015) and its structure was built into the electron-density maps

obtained after molecular replacement using the structure of

the nanobody as a starting model (Durand et al., 2015). As

pPorM-Nter is smaller than TssM32Ct (211 and 293 residues,

respectively) and as the crystals of the two proteins in complex

with their respective nanobodies diffracted to similar resolu-

tions (2.4 Å for pPorM-Nter and 1.92 Å for TssM32Ct), we are

confident that we will succeed in building the structure of

pPorM-Nter.
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3.2.3 Cristallisation	
  du	
  nanobody	
  nb02	
  en	
  ChipX	
  et	
  résolution	
  de	
  la	
  structure	
  
	
  

Dans le cadre d’une collaboration avec le laboratoire IBMC (Claude Sauter, équipe 

Biologie des ARNt et pathogénicité), j’ai eu l’occasion d’étudier la structure du nanobody 

nb02 à température ambiante. En tant que bêta-testeur de puces micro-fluidiques de 

cristallisation, les ChipX-3, il me fallait tester la cristallisation et la collecte de jeux de 

données sur des cristaux non congelés. Pour cela, j’ai choisi de cristalliser à nouveau ce 

nanobody.  

 

3.2.3.1 Purification	
  et	
  cristallisation	
  en	
  ChipX-­‐3	
  du	
  nanobody	
  nb02	
  
	
  

Un lot de nb02 purifié quelques mois auparavant et conservé jusque là à 4°C a été 

utilisé. Il a été purifié une nouvelle fois, afin d’éliminer les agrégats et vérifier la qualité de 

la protéine, à l’aide d’une colonne d’exclusion de taille Superdex 75 16/60 (GE Healthcare) 

(Figure	
  3.2.2). Le pic élué en sortie de colonne était symétrique et son analyse sur gel ne 

présentait pas de contaminant. Une puce ChipX a été utilisée pour réaliser l’optimisation de 

la condition de cristallisation, initialement trouvée par la technique de cristallisation en 

diffusion vapeur, dans les mêmes conditions de concentration protéique (13,78 mg/ml). Des 

cristaux sont apparus après 4h puis ont continué de croitre et apparaître pendant près d’un 

mois (Figure	
  3.2.3).  
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3.2.3.2 Collecte	
  in-­‐situ	
  des	
  cristaux	
  de	
  nb02	
  	
  
	
  

Les cristaux du nanobody nb02 obtenus en ChipX-3 ont été collectés lors d’une 

mission sur la ligne de lumière PROXIMA 2A à SOLEIL (Gif-sur-Yvette). Deux jeux de 

données ont été enregistrés sur un cristal situé proche de l’entrée de la protéine, au niveau 

des capillaires C et D (EmbCD, Figure	
  3.2.4). Ils ont servi, après combinaison des données, 

à l’obtention d’un jeu de données complet à une résolution allant jusqu’à 1,9 Å. La structure 

a été déterminée par remplacement moléculaire à l’aide de la structure de nb02 obtenue à 

100°K. Les statistiques de la collecte des données et de l’affinement sont présentées dans le 

Tableau	
  3.3.1. Après affinement, les deux structures cristallographiques ont été comparées 

par alignement à l’aide du logiciel PyMOL (Figure	
  3.2.5).  

 

	
  
Figure	
  3.2.4:	
  Cristal	
  de	
  nb02	
  en	
  ChipX-­‐3,	
  collecté	
  in-­‐situ.	
  Le	
  cristal	
  se	
  trouve	
  au	
  niveau	
  de	
  l’entrée	
  de	
  la	
  protéine,	
  
au	
  milieu	
  des	
  capillaires	
  C	
  et	
  D. 
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illustrées sous les structures correspondantes, avec des rmsd respectivement de 2,5 et 1,0.  
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D’un point de vue global, les deux structures n’ont que de légères différences (Figure	
  

3.2.5A). La structure de nb02 collectée à température ambiante comporte de nombreuses 

conformations alternatives. Malgré tout, il ne manque aucune densité électronique dans la 

carte et le nanobody a pu être construit entièrement, boucles comprises. La structure issue du 

cristal congelé, quant à elle, avait donné plus de difficultés pendant la construction et 

l’affinement, principalement au niveau de la boucle comprenant les résidus 59 à 67, où la 

densité était faible (Figure	
  3.2.6). C’est précisément au niveau de cette boucle que se trouve 

la seule différence notable entre ces deux structures (Figure	
   3.2.5C). Le réseau des 

interactions des résidus de cette boucle a été cartographié (Figure	
  3.2.6A et B). Il présente 

des différences dues à des rotamères pour les résidus Thr60 et Ser62. Pour la structure à 

température ambiante, la boucle semble moins compacte, plus distante du feuillet béta qui 

précède, résultant à une meilleure définition en hélice alpha.   

	
  

3.3 Etudes	
  structurales	
  de	
  pPorM	
  

3.3.1 Structure	
  de	
  pPorM-­‐Nt	
  
 

La protéine pPorM-Nt correspond à la partie périplasmique N-terminale de PorM 

(résidus 44 à 217). Nous avons choisi dans l’équipe d’étudier cette protéine chez E. coli, en 

expression recombinante. Pour cela, j’ai réalisé le clonage dans le vecteur d’expression 

pLIC03 (fourni par BioXtal, optimisé pour la technologie « Ligation-Independent Cloning » 

LIC(56)) en utilisant la technique de RF cloning. Ce vecteur est dérivé du vecteur pET28 a+ 

(Novagen), il contient en amont de la séquence d’intérêt une étiquette de six histidines et un 

site de coupure à la protéase TEV, laissant la possibilité d’ôter l’étiquette. Après purification 

du produit de PCR et transformation en cellules DH5a, la séquence de l’ADN purifié a été 

vérifiée et validée. D’après une analyse in silico à l’aide de l’outil ProtParam d’ExPaSy 

(http://web.expasy.org/protparam/), il s’agit d’une construction de poids moléculaire 21,947 

kDa.  

3.3.1.1 Protéine	
  pPorM-­‐Nt	
  native	
  :	
  expression,	
  purification	
  et	
  analyses	
  	
  
	
  

La protéine pPorM-Nt a été exprimée en bactéries Rosetta (DE3) pLysS (Novagen). 

Après lyse des bactéries, la protéine est extraite du lysat clarifié par purification sur colonne 

de chromatographie d’affinité au Ni2+ (GE Healthcare). Elle est éluée à l’aide d’un tampon 



AE!

contenant 250 mM d’Imidazole puis injectée sur une colonne d’exclusion de taille Superdex 

75 16/60 (GE Healthcare) pour une dernière étape de purification. Le pic correspondant à 

pPorM-Nt est élué à un volume d’élution de 70 mL (<M]TPS!#)#)(). D’après la calibration de 

cette colonne, ce volume d’élution correspondrait à une protéine globulaire de 19 kDa, 

semblant indiquer que pPorM-Nt est monomérique. La fraction du pic déposée sur SDS-

PAGE montre une migration allant jusqu’à environ 23 kDa, ce qui correspond à notre poids 

moléculaire théorique (<M]TPS!#)#)().  

@BCDEF)+*+*3A)8DEB\BHKGBLJ)IF)UK)MELGVBJF)M8LE#a&G)NDE)HLULJJF)(DMFEIF[)k2)3;d;?*)5J!QPOLUMKS!SRL!UZTUS!JdSN!
TK! dOZTbS!VFUZTLMOK!VS!'E!b5!VS! LJbQOK!;SQSR!(E!b>!Q;!'_#_!+J1Z! (%E!b>)! 5J!bM]PJLMOK! RTP! 9/9H8423!(%r!
VFTKS!`PJNLMOK!VT!QMN!PUdaZS!TKS!\JKVS!TKMcTS!bM]PJKL!SK!VSRROTR!VS!ZJ!\JKVS!"%!m/J!VT!bJPcTSTP!VS!LJMZZS![>)L^_!NS!
cTM!NOPPSRQOKV!e!ZJ!LJMZZS!JLLSKVTS!QOTP!TK!bOKObaPS!VS!Q8OP>H+L![SKdMPOK!""!m/J^)!

Des tests de stabilité à 4°C ont montrés que la protéine ne subit pas de dégradation 

jusqu’à 10 jours et est donc stable. Elle supporte également très bien la concentration 

puisqu’elle peut être concentrée jusqu’à 12 mg/mL sans aucune précipitation.  
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L’analyse du contenu en structures secondaires de pPorM-Nt par dichroïsme 

circulaire semble indiquer un repliement « tout alpha » (<M]TPS!#)#)"). En effet, la courbe 

d’ellipticité moyenne par résidu en fonction de la longueur d’onde est proche de la courbe 

théorique correspondant à une protéine entièrement constituée d’hélices alpha : elle possède 

deux minima, autour de 207 nm et 222 nm. L’analyse par le serveur en ligne Dichroweb 

confirme cette tendance avec un pourcentage de 80% en hélices alpha. 

!
@BCDEF)+*+*6A)$LDERF)IF)IBHYEL_NSF)HBEHDUKBEF)IF)M8LE#a&G)KD[)40)ULBJGKBJN*)5J!bSRTPS!J!ULU!PUJZMRUS!SKLPS!(7E!
SL!"&E!Kb!bJMR!RSTZSR!ZSR!VOKKUSR!NObQPMRSR!SKLPS!"E#!SL!"&E!Kb!ROKL!SWQZOMLJ\ZSR)!/STW!bMKMbJ!ROKL!dMRM\ZSR!e!
"E7!Kb!SL!"""!Kb) 
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La protéine a également été analysée par SEC-MALS (Figure	
   3.3.3). Le poids 

moléculaire calculé, de 22 kDa, est très proche du poids moléculaire théorique, confirmant 

ainsi un état monomérique de la protéine.  

 

Afin de déterminer la structure de la protéine pPorM-Nt, des études par 

cristallographie aux rayons X ont été initiées. Pour obtenir l’information de phase nécessaire 

à la résolution de la structure, deux méthodes peuvent être appliquées : l’utilisation des 

phases d’un modèle d’homologie de séquence supérieure à 30% (remplacement moléculaire) 

ou le calcul des phases de la structure à partir de métaux lourds (détermination de structure 

ab-initio). Aucune des structures actuellement disponibles dans la RCSB PDB ne peut servir 

de modèle à la protéine pPorM-Nt pour un remplacement moléculaire protéine. Deux 

stratégies ont alors été appliquées en parallèle : l’utilisation d’atomes de Sélénium 

incorporés aux Méthionines (SeMet) et la mise en complexe de pPorM-Nt avec un 

nanobody.  

3.3.1.2 Protéine	
  pPorM-­‐Nt	
  produite	
  avec	
  des	
  Selenométhionines	
  :	
  expression	
  et	
  
purification	
  

	
  
L’incorporation d’atomes de Sélénium à la protéine pPorM-Nt a été réalisée au 

moment de l’expression bactérienne. La protéine surexprimée, nommée pPorM-Nt SeMet, a 

été purifiée du lysat bactérien selon le même protocole qu’utilisé pour la protéine native. 

Après injection du lysat clarifié bactérien sur une colonne de chromatographie d’affinité Ni2+ 

(GE Healthcare), pPorM-Nt SeMet est éluée avec un tampon contenant 250 mM 

d’Imidazole. Le pic récupéré est alors injecté sur une colonne de chromatographie 

d’exclusion de taille (Figure	
  3.3.4). Sur une colonne Superdex 75 26/60 (GE Healthcare), la 

protéine est éluée à un volume de tampon de 168 mL, ce qui correspond, d’après la 

calibration, au volume d’élution attendu pour une protéine globulaire de 33 kDa. Le dépôt 

sur SDS-PAGE d’une fraction du pic élué montre une bande unique migrant à environ 23 

kDa. Le rendement moyen de purification pour cette protéine est de 66,3 mg pour 2L de 

culture. 
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Les nanobody nb01 et nb02 se fixant tout deux sur la protéine pPorM-Nt, les deux 

anticorps sont utilisés comme chaperonne de cristallisation. Pour les deux complexes, la 

mise en complexe est faite après l’étape de purification du nanobody sur colonne de 

chromatographie d’affinité Ni2+ (GE Healthcare). L’excès de nanobody est séparé du pic de 

complexe par purification sur chromatographie d’exclusion de taille (<M]TPS!#)#)%).  
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Pour chaque purification, les pics de complexe et d’excès de nanobody sont bien séparés. 

Les volumes d’élution sont similaires : ils sont, pour une purification sur colonne Superdex 

75 16/60 (GE Healthcare), autour de 60 mL pour le pic de complexe et 83 mL pour le 

nanobody. Selon la calibration de cette colonne, un volume d’élution de 60 mL correspond à 

une protéine globulaire de 34 kDa ce qui est en accord avec le poids moléculaire théorique 

des complexes de 35 kDa environ. Le dépôt sur SDS-PAGE confirme la présence 

majoritaire du complexe dans le pic élué. 

#"#"$"> .B'0/4*.21(*'+33,E1+&F([04*./4.3+.&1,'5(-4.&?,19OV'.
 

Les cristallogenèses de la protéine pPorM-Nt native et SeMet ont été menées en 

utilisant la diffusion de vapeur en gouttes assises.  

Pour la protéine native, les screens généraux STURA (Molecular Dimension), MDL 

(Molecular Dimension), PEG I et PEG II (Qiagen) ont d’abord été testés. Des premiers 

cristaux de pPorM-Nt sont apparus après 8 jours dans différentes conditions : 200 mM 

calcium chloride avec 20% de PEG 3350, 200 mM calcium acétate avec 20% de PEG 3350 

et 100 mM de Tris pH 8,5 200 mM calcium chloride avec 20% de PEG 4000. Ces 

conditions étant similaires, des optimisations ont été lancées en combinant les composés 
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redondants. Des cristaux sont apparus après une semaine en 200 mM calcium chloride avec 

20% de PEG 4000, à pH 7,5 (<M]TPS!#)#)&A). 

La protéine pPorM-Nt SeMet a été cristallisée suite à l’obtention des cristaux de la 

protéine native. Les screens PEG I et PEG II ont donc été privilégiés, étant ceux ayant donné 

les cristaux. De petits cristaux se sont développés en 100 mM de Tris pH 8,5 200 mM 

calcium chloride avec 25% de PEG 4000 en une semaine (<M]TPS! #)#)&B). Bien qu’une 

optimisation ait été faite en gouttes assises ainsi qu’en gouttes suspendues en boîtes 

LIMBRO, la taille des cristaux n’a pas augmentée.   

@BCDEF)+*+*;A)$EBNGKD[)IF)UK)MELGVBJF)M8LE#a&G*).A)Q8OP>H+L!KJLMdS))/A)Q8OP>H+L!9S>SL) 

Après avoir été pêchés et cryo-protégés, ces cristaux ont été congelés sous flux 

d’azote afin de tester leur diffraction à une source de rayonnement synchrotron.  

Les cristaux de pPorM-Nt ont été envoyés à une mission synchrotron sur la ligne de 

lumière ID23-2 à l’ESRF, Grenoble. L’un des cristaux a diffracté jusqu’à une résolution de 

1,9 Å et un jeu d’images a été collecté. Cependant, à l’issue du traitement des données, 

l’analyse menée par le programme SCALA (ccp4) a révélé une fraction de twin de 0,47, 

valeur se rapprochant de la fraction 0,5 d’un twinning parfait mérohédral. Le groupe 

d’espace trouvé, P6422, n’est normalement pas sujet au twinning des données, sauf dans le 

cas de twin parfait du groupe de Laue où il peut s’agir en réalité d’un groupe d’espace P312, 

P321 ou P6. Le retraitement des données dans ces différents groupes d’espaces n’a pas 

permis de débloquer la situation. Les programmes spécialisés dans le contournement du 

twin, utilisant les lois de twin, tels que Detwin de la suite CCP4, phenix.refine avec l’option 

twin et CNS n’ont pas non plus aidé à finir l’affinement de la structure. 

Les cristaux de pPorM-Nt SeMet ont été envoyés sur Proxima 1 à SOLEIL, Gif-sur-

Yvette. La présence d’atomes de Sélénium a été confirmée à l’aide d’un scan d’énergie. Un 

des cristaux a diffracté jusqu’à une résolution maximale de 3,5 Å et trois jeux d’images ont 

A B 
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été collectés : un jeu à la longueur d’onde correspondant au pic d’absorption du Sélénium, 

un second à celle du point d’inflexion du pic, calculé à partir du spectre d’énergie, et un 

troisième à une longueur d’onde après le pic. Nous n’avons malheureusement pas réussi à 

trouver une solution distincte, au moment de la recherche des atomes de Sélénium, 

permettant le calcul de cartes de Patterson et donc à calculer des phases. La structure n’a 

donc pu être résolue. 

 

Afin de contourner ces problèmes de twin, plusieurs stratégies ont été 

envisagées comme le changement de température au moment de la cristallogenèse, le micro-

seeding ou la cristallisation en micro-capillaires (ChipX, Claude Sauter IBMC Strasbourg). 

Mais l’une des idées principales a été de se concentrer sur l’utilisation des nanobody comme 

chaperonnes de cristallisation.  

 

3.3.1.5 Etudes	
  cristallographiques	
  des	
  complexes	
  pPorM-­‐Nt/nb01	
  et	
  pPorM-­‐Nt/nb02	
  
	
  

 Les complexes pPorM-Nt/nanobody ont été cristallisés en utilisant la méthode de 

diffusion de vapeur en gouttes assises.  

 Deux conditions de cristallisation ont été définies pour le complexe pPorM-Nt/nb02. 

La première est constituée de 100 mM de MES pH 6,5 25% PEG 4000 et des aiguilles y 

sont apparues après 65 jours (Figure	
  3.3.7A, image de gauche). La seconde est composée de 

100 mM d’imidazole malate à pH 6 avec 20% de PEG 4000 et des objets cristallins s’y sont 

formés après 45 jours (Figure	
  3.3.7A, image de droite). Les cristaux de ces deux conditions 

n’ont pu être reproduits. 
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De nombreuses conditions de cristallisation ont été trouvées pour le complexe 

pPorM-Nt/nb01. Parmi elles se trouvent la condition 100 mM CHES à pH 9,5, 30% PEG 

3000. Les cristaux, apparus après un jour, ont été testés sur la ligne ID23-2 de l’ESRF 

(<M]TPS!#)#)'B, image de gauche). Leur diffraction aux rayons X n’est cependant pas allée 

au delà de 6 Å. Il en a été de même pour les cristaux obtenus dans la condition 200 mM de 

NaCl, 100 mM de Tris pH 8,5 et 25% PEG 3350, qui ont diffracté à une résolution 

maximale de 5 Å (<M]TPS!#)#)'B, image de droite). Toutes ces conditions ont été trouvées à 

une concentration en complexe de 12 mg/mL mais une autre condition de cristallisation a pu 

être définie à 16 mg/mL. Après deux jours, des cristaux superposés sont apparus en 100 mM 

Bis-Tris pH 7 25% PEG 3350 (<M]TPS!#)#)'C). Au moment de les pêcher, cet amas s’est 

séparé en trois parties qui ont toutes les trois été congelées et envoyées sur la ligne de 
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lumière Proxima 2. La partie centrale de cet amas a diffracté à une résolution maximale de 

2,3 Å. Un jeu de données a été enregistré puis traité au laboratoire.  

 Le nanobody nb01 dont la structure avait été résolue au préalable (numéro 

d’accession PDB : 5LZ0)  a été positionné par remplacement moléculaire. Ce phasage initial 

a permis d’obtenir les premières cartes de densité électronique. Plusieurs cycles de 

construction et affinement du modèle dans les cartes résiduelles ont permis d’obtenir la 

structure d’une grande partie de pPorM-Nt, allant du résidu 70 à 216 (Figure	
  3.3.8C). La 

structure finale du complexe est présentée dans la Figure	
   3.3.8A. Les statistiques de la 

collecte des données et de l’affinement sont présentées dans le Tableau	
  3.3.1. Les structures 

de nb01 libre ou complexé à pPorM-Nt sont quasiment identiques (Figure	
   3.3.8B). Seuls 

quelques changements minimes sont visibles au niveau des boucles des CDR. Le repliement 

général de pPorM-Nt peut être décrit comme un ensemble de quatre hélices antiparallèles 

avec une topologie haut-bas haut-bas avec un pas à droite. La comparaison de cette structure 

avec la base de données PDB en utilisant le serveur DALI a révélé que le domaine pPorM-

Nt montre une forte similarité structurale avec une kinase d’adhésion focale (PDB 3B71, 

(57)) avec un Z-score de 10,3 et un rmsd de 2,7 Å (Figure	
  3.3.9A).  

Les 25 premiers résidus n’ont pas été construits, dû au manque de densité 

électronique dans la carte. Le domaine pPorM-Nt doit pouvoir relier la partie 

transmembranaire de PorM au domaine pPorM-Ct. Puisque les résidus 70 et 217 se trouvent 

du même côté, il est vraisemblable que les résidus manquants pointent du côté opposé. Ce 

changement de direction peut être induit par la proline PRO71, introduisant ainsi un coude. 

Cet assemblage d’hélices présente une « cassure » de la troisième hélice, des résidus 

125 à 136. Il s’agit là d’une particularité qui n’est pas présente sur la kinase d’adhésion 

focale (Figure	
   3.3.9A). La coloration selon les B-facteurs montre d’ailleurs qu’il s’agit 

d’une boucle plus mobile.   

Le nanobody nb01 interagit avec pPorM-Nt par l’intermédiaire de son CDR3 

(résidus 97 à 100B, Figure	
   3.3.9B). Ces résidus forment des liaisons avec les résidus 

THR93, PHE94, ASP97, ALA101, ARG104, LYS136 et GLU143 de PorM.    
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 Nb02 température ambiante pPorM-Nt/nb01 

Condition de cristallisation 

 
0.1 M trisodium citrate 

pH 5.5, 20% PEG 3000 

 
0.1 M bis-tris pH 7.0, 
25%(w/v) PEG 3350 

Collecte des données   
  Cryo-protectant - 10% glycérol 
  Synchrotron SOLEIL SOLEIL 
  Ligne de lumière PROXIMA-2A PROXIMA-1 
  Groupe d’espace P43212 P21 
  a, b, c (Å) 66,68 66,68 91,82  80,35 100,12  80,41 
  α, b, γ (°) 90 90 90 90 93,82 90 
  Résolution (Å)a 31,34  - 1,9 (1,968  - 1.9) 42,47  - 2,4 (2,53  - 2,4) 
  Longueur d’onde (Å) 0,826561 0,9786 
  Réflexions uniquesa 16502 (1622) 49059 (7020) 
  Multiplicitéa 3,7 (3.9) 6,9 (6,8) 
  Complétude (%)a 92,41 (80,87) 98,30 (96,7) 
  I/sa 8,61 (0,42) 11,60 (1,0) 
  Rmeas (%)a,b 8,57 (247,9) 7,8 (203,3) 
  Rp.i.m. (%)a,c 4,255 (123,4) 3,0 (77,4) 
  CC1/2 d 0,997 (0,27) 0,999 (0,755) 
  Mosaïcité 0,106/0,029 0,05 
  Contenu en solvant (%) 67,2 43,4 
   Molecular replacement   
  Modèle de départ 5LMW 5LZ0 
   Qualité de l’affinement et du modèle 
 and model quality 

  
  Résolution (Å) 31,338-1,9 19,91-2,5 
  Réflexions 15648 (1340) 42814 (4179) 
  Rcryst/Rfree (%)e 19,83/23,07 21,89/26,19 

1   Nombre d’atomes   
      Protéine (chaîne(s) dans l’UA) 1002 (1) 8373 (8) 
      Eau 62 88 
  B-facteurs moyens (Å2)   
      Protéine 30,37 121,26 
      Eau/ion 41,32 97,47 
    Rmsdf   
        Liaison (Å) 0,008 0,013 
        Angle (°) 0,90 1,71 
  Ramachandran plot (%)   
    Régions les plus favorables  95,80 94,91 
    Régions additionnelles autorisées  4,20 4,51 
   
Tableau	
   3.3.1	
   :	
   Statistiques	
   de	
   collecte	
   et	
   d'affinement	
   des	
   structures	
   du	
   nanobody	
   nb02	
   à	
   température	
  
ambiante	
  et	
  du	
  complexe	
  pPorM-­‐Nt/nb01.	
  Les	
  valeurs	
  entre	
  parenthèses	
  sont	
  celles	
  de	
  la	
  coquille	
  de	
  plus	
  haute	
  
résolution.	
   Pour	
   nb02	
   à	
   température	
   ambiante,	
   les	
   deux	
   valeurs	
   de	
   mosaïcité	
   correspondent	
   aux	
   deux	
   jeux	
   de	
  
données	
  initiaux.	
  

3.3.2 Etudes	
  SAXS	
  de	
  pPorM	
  
	
  
 La structure cristallographique de pPorM-Ct a été résolue dans l’équipe par Philippe 

Léone, également à l’aide de nanobody. Seulement, cette structure est incomplète : pPorM-

Ct est composée de trois domaines D1, D2 et D3, respectivement du côté N- au C-terminal, 

et la structure résolue ne comporte que les domaines D2 et D3. La structure de la protéine 

pPorM-T, équivalente à pPorM-Ct, a également été résolue et comporte les trois domaines. 



7"!

Ces données, associées à la structure de pPorM-Nt, permettent d’avoir une idée de 

l’organisation structurale de pPorM mais restent incomplètes.  
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Afin de combler ces lacunes sur l’étude structurale cristallographique de pPorM, des 

analyses en solution ont été réalisées par SAXS. Des données ont été collectées sur la ligne 

BioSAXS BM29 du synchrotron ESRF sur les protéines pPorM, pPorM-T, pPorM-Nt et 

pPorM-Ct.  

Pour toutes ces protéines, des données de bonne qualité ont pu être collectées lors de 

ces expériences SAXS. Les protéines n’ont pas subit de dommages aux radiations, comme le 

montrent les courbes de diffusion (<M]TPS!#)#)(EA). 

A 

C 

B 

D 
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 Une droite a pu être superposée sur la région de Guinier (les 100 premiers points 

enregistrés environ) de ces courbes de diffusion (Figure	
  3.3.10B), ce qui indique l’absence 

d’agrégation des échantillons. Les Rg et I(0) estimés sont reportés dans le Tableau	
  3.3.2. 

Les poids moléculaires ont été estimés en utilisant le serveur en ligne SAXS MoW2 

(Tableau	
  3.3.2).  

	
  
Tableau	
  3.3.2:	
  Collecte	
  des	
  données	
  SAXS	
  et	
  paramètres	
  structuraux	
  dérivés. 

Selon ces estimations, la protéine pPorM-Nt semble être monomérique alors que les 

protéines pPorM-T et pPorM-Ct semblent plutôt être dimériques. Ces résultats sont en 

accord avec les structures obtenues par cristallographie. Concernant la protéine pPorM, un 

état oligomérique de dimère étendu est possible. 

 Les plots de Kratky sans dimensions (Figure	
  3.3.10C) renseignent sur la flexibilité 

et la forme globulaire d’une molécule. Les courbes des protéines pPorM, pPorM-T et 

pPorM-Ct sont similaires à la courbe de Kratky correspondant à une protéine partiellement 

flexible, avec un pic d’une valeur maximale à qRg=3,5 suivit d’un plateau à une valeur de 

I*(qRg)2/I(0) autour de 0,5 . Pour la protéine pPorM-Nt, la diminution lente du pic sans 

décrire de plateau par la suite peut être le signe d’un degré de flexibilité plus important que 

pour les autres protéines. 

 pPorM pPorM-T pPorM-Ct pPorM-Nt 
Data collection parameters     
Instrument BM29 (ESRF) BM29 (ESRF) BM29 (ESRF) BM29 

(ESRF) 
Detector Pilatus (1M) Pilatus (1M) Pilatus (1M) Pilatus (1M) 
Beam geometry 4*4 4*4 4*4 4*4 
Wavelength (nm) 0.09919 0.09919 0.09919 0.09919 
q range (nm-1) 0.036-4.912 0.036-4.912 0.036-4.912 0.036-4.912 
Exposure time (s) 1 1 1 1 
Concentration range (g/L) 0.73-10 0.43-4.40  0.52-16.11 
Temperature (K) 
 

283 283 283 283 

Structural parameters     
I(0) (cm-1) (from P(r)) 63.97 39.68  37.74 15.03 
I(0) (cm-1) (from Guinier) 64.04 +/- 0.33 38.10 +/- 0.12 37.30 +/- 0.05 14.69 +/- 

0.03 
Rg (Å) (from P(r)) 56.6 38.4  38.8 30.2 
Rg (Å) (from Guinier) 55.3 +/- 0.05 37.9 +/- 2.4 37.7 +/- 2.8 29.5 +/- 2.3 
Dmax (Å) (from P(r)) 
Dmax (Å) (from crystal 
structure) 
 

190 
 

126 
119 

126 
88 

119 
59 

Molecular mass (M) (kDa)     
M theoretical 
M from SAXS MoW23 
 

55.357 
147.201 

34.328 
72.259 

34.328 
72.760 

21.946 
20.779 

Software employed     
Primary data reduction PRIMUS PRIMUS PRIMUS PRIMUS 
Data processing GNOM GNOM GNOM GNOM 
Validation of structural 
models 

 CRYSOL 
SREFLEX 

CRYSOL CRYSOL 
DAMMIF 

     
!
!
!
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 Les fonctions de distribution des distances (Figure	
   3.3.10D) ont été obtenues en 

utilisant le programme GNOM de la suite ATSAS. Les estimations des Rg et I(0) sont 

similaires à celles obtenues par analyses de Guinier (Tableau	
   3.3.2). La distance Dmax 

calculée à partir de la P(r) pour la protéine pPorM-T est en accord avec celle mesurable sur 

la structure cristallographique (valeur approximative ne tenant pas compte de la couche 

d’hydratation, Tableau	
  3.3.2). Ce n’est pas le cas en revanche pour les protéines pPorM-Ct 

et pPorM-Nt. Dans le cas de pPorM-Ct, la différence entre la valeur obtenue en solution 

avec un échantillon fraichement préparé et celle mesurée avec la structure cristallographique 

peut s’expliquer par l’absence du domaine D1, probablement clivé avant la formation du 

cristal. Dans le cas de pPorM-Nt, les 25 premiers résidus non construits sont probablement 

très flexibles, ce qui pourrait expliquer la valeur importante de la Dmax observée en solution. 

L’allure générale de ces courbes donne l’information de forme de ces protéines. Alors que 

celles de pPorM-T et pPorM-Ct sont similaires et semblent correspondre à la courbe d’une 

protéine modulaire, la courbe de pPorM-Nt a une longue extension sur la fin responsable de 

la Dmax élevée. Cette allure peut être due à une partie étendue, probablement désordonnée. 

La courbe correspondant à la protéine pPorM ressemble à celle d’une protéine allongée.  

 La comparaison de ces données avec la courbe théorique de diffusion de la structure 

cristallographique de pPorM-T, à partir de CRYSOL, révèle un accord important avec une 

valeur du test de χ2 de 0,97 (Figure	
  3.3.11A). Ce résultat signifie que la structure obtenue 

par cristallographie aux rayons X est en accord avec les conformères trouvés en solution et 

analysés par SAXS. J’ai ensuite cherché à savoir si la structure cristallographique de pPorM-

T est le conformère correspondant le mieux à la protéine pPorM-T en solution.  Une 

simulation utilisant une analyse par modes normaux (SREFLEX) a généré 10 structures 

affinées mais aucune n’ayant une meilleure valeur du test de χ2, même si elles restent très 

bonnes (Figure	
  3.3.11B et C). Les principales différences consistent en de faibles degrés de 

flexibilité au niveau de chaque domaine et il n’y a pas de grande variation de l’angle entre 

les domaines D1 et D2. 

 Comme dit précédemment, le domaine D1 est manquant dans la structure 

cristallographique de pPorM-Ct, ce qui peut facilement expliquer le désaccord entre ces 

données et les données SAXS (Figure	
  3.3.12A). Cependant, la structure cristallographique 

de pPorM-T a un meilleur accord avec ces données SAXS, bien que la valeur du test de χ2 

reste mauvaise (Figure	
  3.3.12A). 
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Pendant l’affinement de pPorM-Nt, de faibles densités étaient visibles pour la partie 

N-terminale manquante de la protéine, ne permettant cependant pas de compléter la 

structure. La structure cristallographique est alors incomplète et une analyse selon CRYSOL 

n’aurait aucun sens. Pour avoir tout de même une idée de la forme globale de pPorM-Nt, le 

logiciel DAMMIF a été utilisé depuis le Webservice ATSAS et le meilleur modèle a été 

C!

A!

B!
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représenté en <M]TPS!#)#)("B. La très bonne valeur du test de &2 permet de considérer cette 

forme comme forme potentielle du conformère en solution.      

!
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Il n’est pas réellement possible de comparer les données expérimentales SAXS de 

pPorM avec les structures cristallographiques obtenues pour pPorM-T, pPorM-Ct ou 

pPorM-Nt. L’organisation entre ces différents domaines n’est pas connue et bien que l’état 

dimérique de pPorM soit très probable, les domaines entremêlés de la partie C-terminale 

(pPorM-T) ne permettent pas d’appliquer une symétrie P2 lors des analyses. La seule 

analyse qui puisse aider à la compréhension de cette organisation est la génération d’une 

enveloppe SAXS par modélisation ab-initio à l’aide de DAMMIF. Les valeurs du test de χ2 

des 20 modèles générés ont été comparées et le modèle ayant une valeur χ2=1,000 est illustré 

en Figure	
  3.3.13. L’enveloppe de ce modèle a une forme allongée présentant deux angles 

aux extrémités. Bien que les détails diffèrent selon les modèles, cette allure générale est 

conservée.  

	
  

3.3.3 Article	
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  en	
  préparation)	
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Introduction 
 
Bacteria have evolved specialized macromolecular machines named secretion systems that 
secrete a large range of substrates, including small molecules, DNA and proteins. In diderm 
bacteria, secretion may be either a single-step process in which substrates are translocated 
directly from the cytoplasm to the external milieu or a two-step process in which the 
substrates first cross the inner membrane (IM) into the periplasm using the Sec, Tat or holins 
pathway, then cross the outer membrane (OM) through a specialized translocon (1). After 
secretion the substrates may stay attached to the surface of the OM, be released into the 
extracellular milieu or be injected into a target cell (1). The recently discovered type 9 
secretion system (T9SS) belongs to the two-step process systems group. The T9SS, which 
is exclusively present in the Bacteroidetes phylum (2-4), has been studied mainly in 
Flavobacterium johnsoniae and Porphyromonas gingivalis. In F. johnsoniae it contributes to 
the gliding motility by secreting SprB, a cell surface adhesin that is required for movement on 
agar (5). SprB localizes to the cell surface, where it forms long slender filaments (6). Unlike 
F. johnsoniae, P. gingivalis is a non-motile bacterium. It is a human oral pathogen that is a 
major causative agent of periodontitis (7). In P. gingivalis the T9SS contributes to the 
production of potent proteolytic enzymes called gingipains (8-10) that are essential virulence 
factors responsible for corrupting host innate defense mechanisms (7,11). Gingipains are 
secreted in large amounts and are mainly attached to the surface of the OM, but are also 
partially released in a soluble form into the extracellular milieu (8,12).  
Presently, 18 genes have been proven essential for proper T9SS function in P. gingivalis by 
deletion mutagenesis studies (13). Among them a group of five genes, PorP-PorK-PorL-
PorM-PorN, form an operon structure and are co-transcribed (14). In addition it has been 
shown that PorK, PorL, PorM and PorN, assemble a > 1.4 MDa complex (2). PorK is a 
lipoprotein anchored in the outer membrane and interacts strongly with the periplasmic 
protein PorN. PorK and PorN form large disks of around 50 nm in diameter in the OM (15). 
PorL and PorM are inner membrane proteins which interact with each other via their 
transmembrane segments. In addition to its transmembrane segment, PorM possesses a 



 

long periplasmic domain of nearly 500 residues which interacts with all other operon 
partners, and which is thought to link the inner and outer membrane subcomplexes (14). 
Therefore, we can speculate that PorM is a central scaffolding component of the T9SS core 
complex. 
Now, to the best of our knowledge, there is no atomic structure of any component of the 
PorKLMN complex. In the present study, we report the three-dimensional structure of PorM 
based on the X-ray crystallographic structures of two fragments of PorM representing the 
periplasmic part of the protein. The structure analysis revealed that PorM folds into four 
domains: one monomeric four-helix bundle domain in the N-terminal part, while the C-
terminal part is composed of three domains, whose two are domain-swapped 
immunoglobulin-like domains. The crystal structures of the PorM constructs allowed 
modelling of the full-length periplasmic domain, highlighting an extended and bended 
conformation that is confirmed by SAXS analysis.      
 
Results 
 
Structure determination of the periplasmic domain of PorM 
The polypeptide chain of PorM contains a short intracellular segment (residues 1–12), a 
predicted transmembrane domain (residues 13–35) and a larger periplasmic part (residues 
36–516; pPorM). In a previous study, limited proteolysis made it possible to identify and 
produce a C-terminal domain of PorM (residues 225–516; pPorM-T (16). Native crystals of 
pPorM-T diffracted up to 2.85Å, and phases were obtained with a MAD data set from Seleno-
Methionine derivative crystals (16). The pPorM-T domain is composed of three subdomains 
encompassing residues 225-314 (D1), 318-398 (D2) and 400-516 (D3), respectively. 
However, complete tracing of the domain backbone was not possible as the electron density 
was very poor for the D3 subdomain. In order to improve the resolution, we cloned and 
produced a construct corresponding to the region of D1+D2+D3 (residues 225-516; pPorM-
Cter). Since this new construct did not yield crystals, we generated llama antibodies against 
pPorM aiming at co-crystallization with pPorM-Cter. Four nanobodies (nb01, nb02, nb19 and 
nb130) were selected and produced and their structures were solved by molecular 
replacement (17). Two of them, namely nb19 and nb130, were shown to bind to pPorM-Cter 
and were used as co-crystallization chaperones. Diffracting crystals were obtained for nb130 
in complex with pPorM-Cter and the structure of this complex was solved by molecular 
replacement using the nanobody structure and the partial models of D2 and D3. The 
complete chain of D2 and D3 could be traced and the structure was refined up to 2.1 Å 
resolution. The structure of the complex revealed that nb130 binds to the D3 subdomain and 
stabilizes it, in particular through the protruding CDR3 and a deep interaction of Tyr99. 
Contemporaneously, we produced a construct corresponding to the N-terminal part of the 
PorM periplasmic domain (residue 44-217, pPorM-Nter). Diffracting crystals of pPorM-Nter 
were obtained and several data sets (native and Seleno-Methionine derivative) were 
collected up to 1.9 Å resolution. Unfortunately, these datasets were twinned and therefore 
not useable for further crystallographic work. This led us to use again a nanobody as a way 
to obtain different crystals, hopefully non-twinned. This strategy revealed to be a success as 
diffracting crystals of pPorM-Nter with nanobody nb01 were obtained. The structure of the 
complex was solved by molecular replacement using only the structure of nb01 as starting 
model and the structure of pPorM-Nter could be built in the residual electron density map. 
The structures of pPorM-T, pPorM-Cter/nb130 and pPorM-Nter/nb01 are described in more 
details in the following sections. 



 

 
Crystal structure of pPorM-T  
pPorM-T crystallized in space group P43212 with two molecules in the asymmetric unit 
forming a tight dimer with 4875Å2 buried surface area (corresponding to ~25% of the total 
surface of each monomer). This dimerization is indeed consistent with the molecular weight 
of the protein in solution, as measured by SEC-MALLS (16). The structure of pPorM-T is 
composed of three domains named D1 (residues 225-314), D2 (residues 318-398) and 
Dom3 (residues 400-516). A very prominent feature of the structure is the presence of 
domain swapped stretches within both D1 and D2 that lock the dimer. To confirm that this 
two-domain-swapping is not an artefact due to over-expression of a truncated construct, 
rational design of disulfide bonds was carried out using the Disulfide Design algorithm (18). 
The following residues were selected by visual analysis of the structure for cysteine mutation 
in full-length PorM: A230 with R305, A318 with A391, and M325. Then the two double PorM 
mutants A320C-R305C and A318C-A91C, and the single PorM mutant M325C were 
produced in E. coli, fused to a 6xHis tag. Crude extract samples in presence or not of DTT 
were analysed by SDS-PAGE and western-blot. Contrary to wild-type PorM, the three 
mutants showed one band at molecular weight corresponding to a dimer in absence of DTT, 
confirming that the introduced cysteines formed disulphide bridges and that domain-
swapping is present in wild-type PorM. 
Domain D1 displays the first domain swapping in which the N-terminal region from residue 
225 to 253 is exchanged between the two chains of the dimer. An artificially deswapped 
domain (dsD1) encompassing residues 225 to 253 from chain B and residues 255 to 314 
from chain A is presented in Figure 1. It assembles a β-sandwich of two antiparallel β-sheets 
with three β-strands each (strands ABE and GFC, respectively) packed face to face. This 
topology is similar to the C2-set of the immunoglobulin superfamily (19,20) in which the short 
C’ strand is replaced by a short helical turn. A Dali search (21) with dsD1 revealed the 
highest similarity with the polycystic kidney disease (PKD) domain of the modular Clostridium 
thermocellum enzyme CtCel9D-Cel44A (PDB code 2C26, (22)) with a Z-value of 9.0 and a 
rmsd of 2.4 Å. The PKD domain is an 80–90-amino acids module originally found in the 
human PKD1 gene encoding the cell surface glycoprotein polycystin-1 (23). The extracellular 
segments of human polycystin-1 are made up of 15 PKD domains. The PKD domains are 
usually found in the extracellular parts of proteins involved in protein–protein or protein–
carbohydrate interactions (24). 
D2 displays the second domain swapping. In this case only the first strand (residues 318 to 
322) is exchanged between the two chains of the dimer. A deswapped artificial domain 
(dsD2) assembles residues 318 to 322 from chain B and residues 328 to 398 from chain A 
(Figure 1). dsD2 exhibits an immunoglobulin-like fold made up of seven β-strands in two β-
sheets containing the ABED strands and the GFC strands, a hallmark of the C1-set topology. 
The closest structural homologue found using the DALI server (21) is a human filamin C 
domain (PDB 3V8O) with a Z-score of 8.0 and a rmsd of 1.7 Å. Human filamins are flexible 
molecules composed of 24 similar Ig domains. The filamin Ig domain can be regarded as 
protein interaction modules. They often interact with other proteins by a β-sheet 
augmentation mechanism (25). 
As indicated below, we were not able to build the structure of D3 in this crystal structure as 
the electron density for this region was too weak, especially in the loop regions. This problem 
was solved by using a stabilizing nanobody as described in the following part. 
 
Crystal structure of pPorM-Cter in complex with nanobody nb130  



 

 
Crystals of pPorM-Cter in complex with nanobody nb130 were obtained in several conditions. 
Data sets were collected for three crystal forms in three different space groups: P21 at 2.15 Å 
resolution with 4 complexes in the asymmetric unit forming 2 hetero tetramers; P2 at 2.5 Å 
resolution with 2 complexes in the asymmetric unit that are not forming a tetramer, although 
the hetero tetramer could be reconstituted by applying the crystallographic two-fold axis; P1 
at 2.1 Å resolution with 8 complexes in the asymmetric unit forming 4 hetero tetramers. The 
structures were solved by molecular replacement using the structure of D2 of pPorM-T, and 
the structure of nb130 that was previously solved (17).  
Taking into account the three crystal forms and the numerous complexes present in the 
different asymmetric units, a total of 7 independent hetero tetramers are structurally 
available. Two important features are present in all these crystal forms. The first feature is a 
clear electron density map for D3 that allowed us to trace its amino-acid chain accurately. 
Indeed, nanobody nb130 binds to D3 and makes several contacts in the crystal packing 
resulting in a stabilization of the C-terminal extremity of pPorM-Cter. In contrast, the second 
feature is the absence of electron density for D1 (residues 225-314) although pPorM-Cter 
includes residues 225 to 516, hence the three domains are present in the structure of pPorM-
T. Notably, the produced pPorM-Cter protein shows a single band in SDS-PAGE analysis 
corresponding to a molecular weight of around 35 kDa. The elution time for pPorM-Cter on 
gel filtration column is comparable to those obtained for pPorM-T and corresponds to a dimer 
of around 70 KkDa. However, SDS-PAGE analysis of the crystals shows a shorter form for 
pPorM-Cter around 20 kDa (Figure S2). This size corresponds to the 202 residues that are 
present in the electron density map.  
The hetero tetramer composed by two PorM-Cter and two nb130 displays a T shape with the 
PorM-Cter dimer forming the vertical bar and the two nanobodies the lateral ones (Figure 2). 
The D2 dimer of this complex is fully superimposable to that of PorM-T and displays the 
same domain swapping. The crystal structure of nb130 revealed a typical immunoglobulin 
domain with a scaffold consisting of two β -sheets connected by the highly conserved 
Cys23–Cys97 disulfide bond and presenting three antigen-binding CDR loops (Figure 2). 
Nb130 inserts the CDR3 in a deep crevice located at the interface between the two D3 
domains (Figure 2, top view).  The D3 monomer structure is composed of a large four-strand 
antiparallel β-sheet covered in one end by a short three-strand antiparallel β-sheet and in the 
other end by two α-helices. Two β-hairpin loops extend outward on each side and contribute 
to give an overall flattened shape to the domain. The D3 dimer resembles somehow to a 
flower bouquet with the four β-hairpin loops and the four α-helices pointing outward (Figure 
1). A Dali search (21) with D3 revealed the highest similarity with the domain A of the L,D-
transpeptidase 2 of M. tuberculosis (PDB code 5DZJ, (26)) with a Z-value of 6.1 and a rmsd 
of 2.9Å. This Ig-like domain belongs to the C-type Ig fold (27) but its function is not yet 
identified.  
 
Crystal structure of pPorM-Nter in complex with nanobody nb01  
 
The structure of pPorM-Nter in complex with nanobody nb01 was solved to 1.7 Å resolution. 
The structures of the nanobody nb01 free and in complex with pPorM-Nter are almost 
identical. Only very slight changes occur in the CDR loops. Several cycles of model building 
in the residual map and refinement permit to obtain the structure of a large part of pPorM-
Nter, from residue 44 to 217. The overall fold of the pPorM-Nter can be described as an 
antiparallel four-helix bundle with an up–down, up–down, right-handed topology (Figure 3). 



 

Comparison of the pPorM-Nter structure to the PDB database using the DALI search engine 
(21) revealed that the pPorM-Nter domain shows strong structural similarity to the focal 
adhesion kinase (PDB 3B71, (28)) with a Z-score of 10.3 and a rmsd of 2.7 Å. 
The 25 first residues of pPorM-Nt have not been built 
 
SAXS analysis of pPorM 
 
Synchrotron SAXS data were collected for the proteins pPorM, pPorM-T, pPorM-Ct and 
pPorM-Nt, in order to complete X-ray crystallography structural data with analyses in 
solution. For all the proteins, SAXS experiments gave good quality data. There are no 
radiation damages of the protein, as we can observe on the scattering curves (Figure 4A). 
On these scattering curves, the Guinier region (almost the first 100 points) of each sample 
can be fitted by a straight line (Figure 4B), that indicates the absence of aggregates for all 
the studied samples. The estimated Rg and I(0) are reported table 2. The molecular weights 
have been estimated using SAXS MoW2 online package (Table 2). pPorM-Nt appears to be 
a monomer while pPorM-T and pPorM-Ct seem more to be in a dimer state, as expected 
regarding the crystal structures. Concerning pPorM, an extended dimer is possible. 
The dimensionless Kratky plots (Figure 4C) give informations on globularity and flexibility of 
the molecule. The proteins pPorM, pPorM-T and pPorM-Ct curves are similar to the 
theoretical Kratky curve from partially flexible protein, showing a peak with a maximum 
around q=0.8 nm-1, decreasing and followed by plateau around I*q2=1. For the protein 
pPorM-Nt, the late decreasing of the peak without following plateau may be due to a higher 
level of flexibility than in the other proteins. 
 Distance distribution functions (P(r)) (Figure 4D) were obtained using the program 
Gnom. The estimations of Rg and I(0) from P(r), reported in Table 2, are quite similar to 
those obtained by Guinier analyses. The Dmax computed from P(r) for pPorM-T is in 
agreement with the crystal structure (approximative value, without hydratation layer) (Table 
2). This is not the case for pPorM-Ct and pPorM-Nt. In the case of pPorM-Ct the discrepancy 
between the value obtained in solution with a freshly prepared sample and the value 
measured in the crystal structure could be explain by the absence of the D1 domain in the 
crystal which is probably cleaved before crystal formation. In the case of pPorM-Nt the 25 
first residues that cannot be built due to the lack of electron density map are probably highly 
flexible and could explain the larger Dmax observed in solution. The general look of these 
curves gives shape information about proteins. While pPorM-T and pPorM-Ct are almost the 
same and looks like a modular protein, pPorM-Nt has a long tail responsible of this big Dmax. 
This shape can be due to an extended part, maybe disordered. The curve corresponding to 
the protein pPorM looks like an extended protein.  
 The comparison of these data with the theoretical scattering of pPorM-T crystal 
structure using CRYSOL revealed a really good agreement of these data with a value of χ2 of 
0.95 (Figure 5A). This result means that the structure obtained by X-ray crystallography is in 
an agreement with conformers find in solution and analyzed by SAXS. We then wanted to 
see if the crystallographic structure of pPorM-T is the conformer with the best fit with pPorM-
T in solution. The simulation using normal mode analysis (SREFLEX) gave ten refined 
structures but none had a best χ2 value even if there still are very good (Figure 5C). The 
differences are mainly of week degree of flexibility for the three domains and no big 
difference of angle is visible between D1 and D2.  
As it was previously said, D1 is missing in the crystal structure of pPorM-Ct that can easily 
explain the bad agreement with SAXS data (Figure S3A). However, the crystal structure of 



 

pPorM-T fits better with SAXS data from pPorM-Ct, even if the χ2 value still not good (Figure 
S3A). 
During the refinement step of pPorM-Nt, few densities were visible for the N-terminal part of 
the protein. It was not enough to let us complete the structure. The crystal structure is so 
uncompleted and a CRYSOL analysis has no sense. To get an idea of the total shape of 
pPorM-Nt, DAMMIF was performed using ATSAS online and the best model, with its fit on 
SAXS data, has been reported on Figure S3B. The very good value of χ2 allows us to 
consider this shape as the shape of a possible conformer in solution. 
 
 
PorM homologs 
Until now, T9SS genes have been identified only in the genome of bacteria from the 
Bacteroidetes phylum (Abby et al., 2016). To further compare the protein sequences from 
PorM homologs, we used the BLAST program. As expected, closest homologs among the 
100 first aligned sequences are from the Porphyromonas genus (with sequence identity from 
99% to 47%, with more than 99% of sequence covering), and other Bacteroidetes (with 
sequence identity from 61% to 46%, with more than 96% of sequence covering). 
Interestingly, when Blast is run with exclusion of Bacteroidetes sequences, the closest 
homolog is a sequence obtained by a shotgun sequencing of the human pathogen 
Chlamydia trachomatis. However, no PorM homologs are present in other Chlamydia 
trachomatis serova. 
 
Concluding remarks 
In this study we have solved the crystal structure of the N-terminal and C-terminal domains of 
the periplasmic part of the protein PorM. The crystal structures combined with the results of 
the SAXS analysis suggest a rigid extended conformation for pPorM. One of the main feature 
of the crystal structure of pPorM-T is the presence of domain swapping. Indeed two swapped 
domains were identified in pPorM-T structure and were experimentally confirmed. These 
swapped domains are not located at the N- or C-terminus but rather involve internal 
sequences. Indeed, the swap domain present at the N-terminus of D1 can be considered as 
internal, as the protein was crystallized after trypsinization. Inspection of 3DSwap, an 
integrated knowledgebase of proteins involved in domain swapping, revealed that less than 
15% of the 293 present in the database possess internal swapped-domains. Furthermore, 
only very few structures possess two swapped domains. Actually, only one structure in the 
database possess two internal swapped domains, the hexameric NC1 domains of type IV 
collagen. We propose that this almost unique feature of PorM stabilises the dimer in a highly 
rigid conformation. Further studies will be necessary to assess the role of this specular 
feature of PorM. 
 
Materials and Methods 
 
Protein expression and purification  
Expression and purification of the different PorM constructs (pPorM, pPorM-T, pPorM-Nter 
and pPorM-Cter) and of the nanobodies (nb01 and nb130) were performed as previously 
described (16,17). The PorM constructs were produced from Rosetta (DE3) pLysS E. coli 
cells cultured over night (ON) in ZYP-5052 auto-induction medium (29). The recombinant 
proteins were purified by nickel-affinity chromatography on a 5mL Ni-NTA column (GE 
Healthcare) in 50mM Tris pH8.0, 300mM NaCl, 250mM imidazole, followed by size-exclusion 



 

chromatography on a HiLoad 16/60 Superdex200 PG column (GE Healthcare) equilibrated in 
10mM Hepes pH7.5, 150mM NaCl. pPorM-T was obtained by ON trypsinolysis (1:1000 w:w) 
of pPorM at RT, followed by size-exclusion chromatography. Selenomethionine-substituted 
pPorM-T (SeMet pPorM-T) was produced from Rosetta (DE3) pLysS E. coli cells cultured 
ON in PSAM-5052 auto-induction medium (29), and purified identically to the native pPorM-
T. 
The nanobodies nb01 and nb02 were produced from WK6 E. coli cells cultured ON in Terrific 
Broth medium. The periplasmic fraction was extracted by osmotic shock and the recombinant 
proteins were purified by nickel-affinity chromatography on a 5mL Ni-NTA column (GE 
Healthacre) in 50mM Na/K phosphate, 300mM NaCl, 10% glycerol, 250mM imidazole, 
followed by size-exclusion chromatography on a HiLoad 10/30 Superdex75 PG gel-filtration 
column (GE Healthcare) equilibrated in PBS. 
The complexes pPorM-Nter/nb01 and pPorM-Cter/nb130 were obtained by mixing the two 
partners purified independently by nickel-affinity chromatography, with a molar ratio 1:1.2 
(PorM constructs:nanobodies); the complexes were then purified by size-exclusion 
chromatography on a HiLoad 16/60 Superdex200 PG column (GE Healthcare) equilibrated in 
10mM Hepes pH7.5, 150mM NaCl.  
The purified proteins and complexes were concentrated by centrifugation and their 
concentration was determined by measuring the absorbance at 280nm with a NanoDrop 2000 
(Thermo Scientific). 
 
SEC/MALS/UV/RI analysis 
For the size exclusion chromatography (SEC) with on-line multiangle laser light scattering 
(MALS), Absorbance (UV), and refractive index (RI) analysis, pure T9-19-tryp was 
concentrated to XX mg.mL-1 and stored at 4°C. Protein was centrifuged (10000g for 5 min) 
just before the experiment. Size exclusion chromatography was carried out on an Alliance 
2695 HPLC system (Waters) using a Silica Gel KW804 column (Shodex) equilibrated in 10 
mM Tris pH 7.5 and 150 mM NaCl at a flow of 0.5 ml/min. Detection was performed using a 
triple-angle light scattering detector (Mini-DAWN TREOS, Wyatt Technology), a quasi-elastic 
light scattering instrument (Dynapro, Wyatt Technology), and a differential refractometer 
(OptilabrEX, Wyatt Technology).  
 
Crystallization, data collection and processing 
Crystallization and data collection of pPorM-T, SeMet pPorM-T, and of the complexes 
pPorM-Nter/nb02 and pPorM-Cter/nb01 were performed as described previously (16,17). 
Initial crystallization trials were performed by the sitting-drop vapour-diffusion method at 
293K in 96-well Swissci plates (Hampton Research), with the Wizard I and II (Emerald 
BioSystems), JCSG+ (Quiagen), Index (Hampton research) and Crystal Screens 1 and 2 
(Hampton Research) screens, using a Mosquito Crystal robot (TTP Labtech). For pPorM-T 
and SeMet pPorM-T, optimization was then carried out by varying the pH and the 
concentration of precipitant (30). Crystals were mounted in cryo-loops (Hampton CrystalCap 
Magnetic) and were briefly soaked in crystallization solution supplemented with the 
appropriate cryo-protectant before being flash-frozen in a nitrogen gas stream at 100K using 
a home cryo-cooling device (Oxford Cryosystems). For the complex pPorM-Cter/nb130, a 
5min air dehydration step was performed in the crystallization solution with a 10% increase in 
precipitant concentration, and supplemented with the cryo-protectant, leading to new space 
group crystals (17). 
Diffraction data were collected on beamlines ID23 at the European Synchrotron Research 



 

Facilities (ESRF, Grenoble, France), and Proxima1 at the French synchrotron SOLEIL (Paris, 
France). For SeMet pPorM-T, a fluorescence scan was performed to determine the peak and 
inflection wavelengths (0.979109Å and 0.979336Å, respectively) and MAD data were 
collected with a remote wavelength at 0.976256Å. 
The different data sets were integrated with XDS (31) and were scaled with SCALA (32) from 
CCP4 Suite (33). Data collection statistics are reported in Table 1. The Matthews coefficient 
and solvent content were calculated with the programs MATTHEWS_COEF (34) from CCP4 
Suite.  
 
Structure solution and refinement 
The structure of pPorM-T was solved by the multiple-wavelength anomalous diffraction 
(MAD) method using the SeMet pPorM-T data set at 3.1 Å resolution. Heavy-atom 
substructure determination, positional refinement, phase calculations and solvent flattening 
were performed using autoSHARP (35), SHARP (36) and SOLOMON (37), as previously 
described (16). The partial model of SeMet pPorM-T was built using Turbo-Frodo (38), and 
was subsequently used as model for molecular replacement with MOLREP (39) from CCP4 
Suite to solve the structure of native pPorM-T at 2.85Å. The structures of pPorM-Cter in 
complex with nanobody nb130 was solved by molecular replacement with MOLREP using 
the partial model of domains D2 and D3 of pPorM-T, and the structure of nb130 (17) as 
models. The building of domain D3 of pPorM-T and pPorM-Cter was then completed 
manually with COOT. The structure of pPorM-Nter in complex with nb02 was solved by 
molecular replacement with MOLREP using the structure of nb02 (17) as starting model. 
Refinement was performed with autoBUSTER using auto-ncs parameter, and the structures 
were corrected with COOT. Model validations were done with Molprobity. Refinement 
statistics are reported in Table 1. 
 
SAXS studies 
  
Data acquisition and data reduction. pPorM, pPorM-T, pPorM-Ct and pPorM-Nt samples 
analysed using SAXS came from size exclusion column. Proteins were eluted in 10 mM 
Hepes pH 7.4 150 mM NaCl buffer and the different concentrations were taken as the 
concentration using centricon increase. All small-angle X-ray scattering (SAXS) data for 
pPorM, pPorM-T, pPorM-Ct and pPorM-Nt proteins in 10 mM Hepes pH 7.4 150 mM NaCl 
buffer were collected at the BioSAXS beamline (BM29) of the ESRF (Grenoble, France). 
Data were collected using a PILATUS 1M 2D detector (Dectris) at a sample-detector 
distance of 2.869 m. The wavelength (λ) used was 0.09919 nm, leading to scattering vectors 
q ranging from 0.036 to 4.912 nm-1. The scattering vector is defined as q= 4πsinθ/λ, where 
2θ is the scattering angle. SAXS data were collected at 10°C using purified protein samples 
(30 µl each) and concentration flowthrought as buffer samples. To avoid radiation damages, 
5 mM DTT was added to some samples. Protein concentrations were as follow: 0.73 to 10 
mg/mL for pPorM, 0.43 to 4.40 mg/mL for pPorM-T, 0.94 to 8.86 mg/mL for pPorM-Ct and 
0.52 to 16.11 mg/mL for pPorM-Nt. 
Samples were loaded in a fully automated sample changer. To control radiation damages, 10 
successive exposures of 1 s each were made for each protein concentration. Concerning the 
buffer, 10 first curves were taken before and after protein scattering acquisition.  
The forward scattering I(0), the gyration radius Rg, pair distribution of particules distribution 
p(r) and maximum dimension Dmax were computed first following the automated SAXS data 
analysis pipeline and then compared with manually computed values obtained using the 



 

program PRIMUS from the ATSAS package. Data were normalized with transmitted beam 
intensity to give the average scattering curve for each measurement. Each curve affected by 
radiation damages was manually excluded at this step. Signal corresponding to buffer 
scattering was subtracted and all scattering curves were scaled. By use of the Guinier 
analysis, each curve showing aggregated signal was also excluded, according to their 
estimated Rg and I(0). After a first analysis of each concentration, a low and a high 
concentration were merged on at least 100 common points and a chimera curve was also 
obtained. The level of flexibility was analysed by use of dimensionless Kratky plot and the 
I(0), Rg and Dmax were then computed following the program GNOM. The shape of the pair 
distribution of distances curve also informs about the global shape of the protein. 
MWSAXS is computed using the server SAXS MoW 2 (http://saxs.ifsc.usp.br/). This estimation 
gives also an estimation of the oligomerization state. We used CRYSOL to compare the 
chimera scattering curves obtained by SAXS with theoretical scattering curves computed 
from X-ray crystallography structure pdb file. The discrepancy χ2 is measured with a value of 
1 for a perfect fit. The program SREFLEX was used to generate 10 models following the 
flexibility of the high-resolution crystal model of pPorM-T. We determined an ab-initio shape 
of the pPorM-Nt protein using the program DAMMIF, based on data analysed by GNOM.     
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Figure legends 
 
Figure 1: X-ray structure of pPorM-T.  
Ribbon diagram of the pPorM-T dimer viewed in two orientations rotated by 90° along the 
vertical axis. One monomer is colored in grey and the other is colored in a rainbow spectrum 
with blue for the N-terminus and red for the C-terminus. Close-up view of the D1, D2 and D3 
domains are shown.  
 
Figure 2. X-ray structure of pPorM-Ct in complex with nanobody nb130 
Ribbon diagram of the pPorM-Ct dimer in complex with two nanobodies nb130 viewed in two 
orientations rotated by 90° along the horizontal axis (side view and top view). One monomer 
and one nanobody are colored in grey and the other mononer and nanobody are colored in a 
rainbow spectrum with blue for the N-terminus and red for the C-terminus. 
 
Figure 3. X-ray structure of pPorM-Nt in complex with nanobody nb01 
Ribbon diagram of pPorM-Nt in complex with nanobody nb01. The two molecules are colored 
in a rainbow spectrum with blue for the N-terminus and red for the C-terminus. 
 
Figure 4. SAXS analyses of pPorM, pPorM-T, pPorM-Ct and pPorM-Nt using PRIMUS 
software. (A) Scaled scattering curves (B) Guinier fits on scattering curves (C) Dimensionless 
Kratky plots (D) Normalized distance distribution function of particle curves. Data for pPorM 
protein are in blue, for pPorM-T in red, for pPorM-Ct in green and for pPorM-Nt in black. 
 
Figure 5 SAXS analyses of pPorM-T using CRYSOL and SREFLEX software. (A) CRYSOL 
of pPorM-T (B) CRYSOL of the 10 models generated by SREFLEX (C) PDB files of the 10 
models. 
 
Figure 6. Model of PorM full length 
The structures of pPorM-Nt and pPorM-Ct have been combined according to the SAXS data 
in an extended confirmation. The transmembrane helix as well as the first helical part of 
pPorM-Nt have been modelized. PorM is anchored to the inner membrane and binds to the 
outer membrane thanks to the interaction with PorK/PorN complex. 
 
Supplementary figure legends 
 
Figure S1: Structural alignment of the three domains of pPorM-T with homolog structures 
given by Dali  
Figure S2: SDS-PAGE analysis of pPorM-Ct-nanobody nb130 crystals  
 
Figure S3: (A) SAXS analyses of pPorM-Ct using CRYSOL. (B) SAXS ab-initio shape 
modeling of pPorM-Nt using DAMMIF   
 
Table 1 : data collection and refinement statistics 
 
Table 2 : SAXS data collection and scattering-derived structural parameters.  
 
 



 pPorM pPorM-T pPorM-Ct pPorM-Nt 
Data collection parameters     
Instrument BM29 (ESRF) BM29 (ESRF) BM29 (ESRF) BM29 

(ESRF) 
Detector Pilatus (1M) Pilatus (1M) Pilatus (1M) Pilatus (1M) 
Beam geometry 4*4 4*4 4*4 4*4 
Wavelength (nm) 0.09919 0.09919 0.09919 0.09919 
q range (nm-1) 0.036-4.912 0.036-4.912 0.036-4.912 0.036-4.912 
Exposure time (s) 1 1 1 1 
Concentration range (g/L) 0.73-10 0.43-4.40  0.52-16.11 
Temperature (K) 
 

283 283 283 283 

Structural parameters     
I(0) (cm-1) (from P(r)) 63.97 39.68  37.74 15.03 
I(0) (cm-1) (from Guinier) 64.04 +/- 0.33 38.10 +/- 0.12 37.30 +/- 0.05 14.69 +/- 

0.03 
Rg (Å) (from P(r)) 56.6 38.4  38.8 30.2 
Rg (Å) (from Guinier) 55.3 +/- 0.05 37.9 +/- 2.4 37.7 +/- 2.8 29.5 +/- 2.3 
Dmax (Å) (from P(r)) 
Dmax (Å) (from crystal 
structure) 
 

190 
 

126 
119 

126 
88 

119 
59 

Molecular mass (M) (kDa)     
M theoretical 
M from SAXS MoW23 
 

55.357 
147.201 

34.328 
72.259 

34.328 
72.760 

21.946 
20.779 

Software employed     
Primary data reduction PRIMUS PRIMUS PRIMUS PRIMUS 
Data processing GNOM GNOM GNOM GNOM 
Validation of structural 
models 

 CRYSOL 
SREFLEX 

CRYSOL CRYSOL 
DAMMIF 

     
!
!
!

Table 2. SAXS data collection and scattering-derived structural parameters.  
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3.4 Discussions	
  et	
  conclusions	
  

	
  
 L’objectif de ce volet de ma thèse était l’étude structurale de la protéine pPorM. 

Suite aux premiers résultats obtenus sur ce projet avant mon arrivée, l’étude de cette 

protéine a été divisée en l’étude de deux sous-constructions : le domaine périplasmique N-

terminal pPorM-Nt et les domaines suivants C-terminaux pPorM-Ct. Cette dernière 

construction correspond à la partie de pPorM résultante de la digestion à la Trypsine pPorM-

T. Bien qu’ayant contribué à son étude, j’étais en charge de l’étude de la construction 

pPorM-Nt. 

 

 Des nanobody reconnaissant pPorM ont été obtenus après immunisation d’un Lama. 

Parmi eux, quatre ont été retenus : nb01 et nb02, reconnaissant spécifiquement la région N-

terminale de pPorM (pPorM-Nt), et nb130 et nb19, reconnaissant la partie C-terminale 

(pPorM-Ct et pPorM-T). Les structures de ces quatre nanobody ont été résolues (5), j’ai 

moi-même résolu celle de nb02 à une résolution de 1,5 Å. 

 Dans le cadre d’une collaboration avec une équipe de l’IBMC à Strasbourg, j’ai de 

nouveau cristallisé ce nanobody en puce micro-fluidique ChipX-3. Ce type de puces de 

cristallisation utilisant la micro-fluidique permet d’éviter tout phénomène de convection et 

obtenir un cristal plus homogène. L’enregistrement in-situ à température ambiante des 

données a permis de comparer les deux structures de nb02. Curieusement, la seule 

différence notable entre ces deux structures réside dans une boucle éloignée des CDRs. 

Alors que cette même boucle avait été compliquée à construire pour la structure du cristal 

congelé, aucune difficulté n’a été rencontrée dans le cas de la structure à température 

ambiante, alors que l’on s’attendrait justement à un degré de flexibilité plus important.      

 

 L’étude structurale de la protéine pPorM-Nt a d’abord été réalisée par 

cristallographie aux rayons X, après une caractérisation biophysique et biochimique. Des 

cristaux ont été rapidement obtenus. Leur diffraction à une résolution de 1,9 Å a permis 

l’enregistrement d’un jeu de données. Cependant, un twin parfait a été mis en évidence lors 

du traitement et le jeu n’a alors pu être exploité. Ce domaine de pPorM n’ayant pas de 

structure connue avec une homologie de séquence suffisante, deux stratégies se 

présentaient : le calcul de phases à partir de métaux lourds et l’utilisation des phases d’un 

partenaire en complexe, de structure connue. Les deux méthodes ont été menées en 

parallèle. 
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 L’obtention de l’information de phases à partir de d’atomes de Sélénium incorporés à 

des Méthionines n’a pu aboutir, et ce malgré l’obtention d’un jeu de données MAD à 3,5 Å. 

Ceci est dû à un problème au moment de la recherche du nombre d’atomes de Sélénium 

pendant le traitement des données, bien que le signal anomal ait été confirmé. Des tests 

d’optimisation des cristaux ont été réalisés mais ceux-ci restent petits et aucune autre 

condition de cristallisation n’a été trouvée. 

 La structure de pPorM-Nt a été résolue grâce à l’utilisation des nanobody comme 

chaperonne de cristallisation et modèle pour l’information de phases. L’un des cristaux 

obtenus du complexe pPorM-Nt/nb01 a diffracté au synchrotron à une résolution de 2,3 Å et 

la structure a pu être résolue à une résolution maximale de 2,5 Å. Les 25 premiers résidus de 

la protéine n’ont cependant pas pu être construits, dû au manque de densité dans la carte. 

Les données SAXS obtenues pour cette protéine en solution laissent envisager que cette 

région manquante est flexible et peux prendre une forme étendue. Cette flexibilité 

expliquerait en effet bien l’absence de densité électronique dans la carte. Un modèle ab-

initio a pu être déterminé à l’aide du programme DAMMIF. La valeur du test de χ2 est 

autour de 0,96, montrant une cohérence entre la courbe théorique de diffusion du modèle 

généré avec les données expérimentales en solution. Ce modèle présente une longue 

extension mais n’est probablement que l’une des représentations de la protéine en solution. 

 

 J’ai également mené des expériences SAXS sur les protéines pPorM, pPorM-T et 

pPorM-Ct. Les résultats obtenus viennent compléter les études structurales 

cristallographiques déjà réalisées ou, dans le cas de pPorM, apportent des hypothèses sur 

l’organisation structurale de la protéine.  

Concernant la protéine pPorM-T, la question de la validité de l’angle entre les 

domaines D1 et D2 s’était posée suite à la résolution de la structure par cristallographie. En 

effet, nous nous demandions s’il ne s’agissait pas là d’un artefact induit par le réseau 

cristallin. Les données SAXS enregistrées en solution valident la structure 

cristallographique, avec une valeur du test de χ2 de 0,97, proche de la valeur correspondant à 

un accord parfait des données théoriques et expérimentales de diffusion, d’une valeur de 1. 

Le programme SREFLEX a permit de générer à partir de la structure de pPorM-T des 

modèles structuraux selon la flexibilité de la protéine et les a comparés aux données SAXS 

expérimentales. Aucun de ces modèles ne correspond mieux à ces données que la structure 

d’origine, ce qui a fini de valider la structure cristallographique comme conformère 

majoritaire en solution de pPorM-T. 
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La protéine pPorM-Ct correspond aux bornes de pPorM-T déterminées par 

Spectrométrie de masse et séquençage d’Edman. Elle serait donc potentiellement 

structuralement proches, ce qui est effectivement le cas pour les domaines D2 et D3. En 

revanche, la structure cristallographique de pPorM-Ct ne comporte pas le domaine D1, 

probablement clivé avant la formation du cristal. Les expériences SAXS sur la protéine en 

solution fraichement purifiée contiennent, elle, toujours l’information structurale du 

domaine D1. Ces résultats sont en tout points similaires à ceux de la protéine pPorM-T en 

solution, autant au niveau du degré de flexibilité que de la forme ou des paramètres dérivés 

de ces expériences.  

Enfin, les expériences SAXS sur la protéine pPorM en solution permettent d’obtenir 

des informations structurales malgré l’absence de structure cristallographique. Il s’agit d’une 

protéine allongée, très certainement dimérique et comportant quelques parties flexibles. Le 

consensus ressortant de la modélisation ab-initio confirme une forme allongée de pPorM en 

forme de Z avec un angle à chaque extrémité. Il est impossible en l’état de discerner une 

polarité à cette enveloppe et le placement « à la main » des structures de pPorM-T et pPorM-

Nt n’est pas concluante. 

 

Les études structurales de la protéine pPorM sont maintenant presque abouties. La 

résolution des structures cristallographiques des deux sous-constructions pPorM-Ct et 

pPorM-Nt ainsi que les études complémentaires SAXS donnent une idée de l’agencement 

globale de cette protéine centrale du T9SS. Cependant, l’assemblage des domaines entre eux 

reste irrésolu. La modélisation ab-initio d’une enveloppe de pPorM à partir des données 

SAXS était une bonne idée mais la forme obtenue ne permet pas d’attribuer les extrémités 

N- et C-terminales de la protéine. L’une des solutions pourrait être d’utiliser encore une fois 

les nanobody afin de « casser » cette symétrie. L’analyse SAXS de complexes pPorM/nb130 

ou pPorM/nb01 par exemple devrait permettre d’orienter les enveloppes modélisées et ainsi 

donner une idée de la forme globale de pPorM. 

 

L’utilisation des nanobody a eu une contribution essentielle à l’étude structurale de la 

partie périplasmique de la protéine PorM du T9SS. Outre leur fonction de chaperonne de 

cristallisation, ces anticorps ont servi de modèle pour l’obtention de l’information de phase 

lors du remplacement moléculaire pendant la résolution des complexes pPorM-Ct/nb130 et 

pPorM-Nt/nb01. Ils ont ainsi permis soit de stabiliser et aider à la cristallisation de protéines, 

soit de changer les paramètres du réseau cristallin en établissant de nouvelles conditions de 
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cristallisation. Par ailleurs, leur fixation sur les régions des protéines qu’ils reconnaissent 

induit un changement de forme du complexe, ce qui peut aider à la localisation de celles-ci. 

Dans le cas du SAXS par exemple, la fixation spécifique d’un nanobody sur une région 

d’une protéine longiligne permet d’apporter une orientation à une enveloppe symétrique. 

Les nanobody restent des anticorps pouvant être utilisés pour une application 

médicale. Cependant, leur utilisation biotechnologique en fait des outils de choix dans 

l’étude structurale de protéines.      
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Toutes les constructions réalisées au cours de ma thèse ont été clonées suivant la 

méthode Restriction Free cloning (RF cloning, <M]TPS! $)()(). Comme son nom l’indique, 

cette méthode n’utilise pas d’enzymes de restriction. Cette méthode nécessite deux PCR 

successives : la première PCR permet d’amplifier la séquence souhaitée, avec l’ajout aux 

extrémités 3’ et 5’ d’amorces s’hybridant par la suite sur le plasmide lors de la seconde 

PCR. Alors que pour la première réaction des amorces doivent être synthétisées, la seconde 

utilise le produit de la première PCR en ce sens, comme une « méga-amorce ». Lors de cette 

dernière réaction, la « méga-amorce » s’hybride sur le plasmide d’intérêt. La seconde PCR 

consiste alors à synthétiser le plasmide avec cette « méga-amorce ». La séquence des 

amorces correspond donc à une partie s’hybridant à l’ADN à amplifier et une autre partie 

s’hybridant au plasmide de destination. L’élaboration de chacune doit tenir compte des 

températures de fusions optimales à une bonne hybridation, comprises entre 60 et 65°C (58). 

!
@BCDEF)=*3*3)A)8EBJHBMF)ID)!@)HULJBJC)P2>Q*!5F4/+!e!NZOKSP![\ZST^!SRL!JbQZM`MU!ZOPR!VFTKS!QPSbMaPS!81-!JT!NOTPR!VS!
ZJcTSZZS!ROKL!JlOTLUSR!ZSR!SWLPUbMLUR!RFXg\PMVJKL!JT!QZJRbMVS!VS!VSRLMKJLMOK![POT]S^)!*Z!RSPL!SKRTMLS!VFJbOPNS)ZOPR!VS!
ZJ!RSNOKVS!81-)!5SR!QZJRbMVSR!QJPSKLJTW!ROKL!SKRTMLS!VM]UPUR!QJP!LPJMLSbSKL!e!ZJ!/QK*!SL!ZSR!NZOKSR!PSNOb\MKJKLR!
ROKL!MKLPOVTMLR!VJKR!VSR!\JNLUPMSR!QJP!LPJKR`OPbJLMOK))
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Le mélange nécessaire à la première réaction comprend l’ADN à amplifier, du 

tampon de réaction, les dNTP, les amorces sens et anti-sens et l’ADN polymérase. 

L’amplification est obtenue par plusieurs cycles de dénaturation de l’ADN double brin, 

d’hybridation des amorces et d’élongation. L’ADN produit est alors vérifié sur gel agarose 

puis purifié. 

Le second mix contient le plasmide de destination, du tampon de réaction, les 

dNTPs, le produit de la première PCR et l’enzyme.  

 

4.1.2 Dichroïsme	
  Circulaire	
  (CD)	
  
	
  

Le CD est une technique permettant l’analyse des structures secondaires (études aux 

UV lointains) ou tertiaires (UV proches) de biomolécules. Cette spectrométrie d’absorption 

mesure la différence d’absorbance de la lumière polarisée circulaire gauche et droite par les 

structures placées en milieu asymétrique ou par des chromophores chiraux. Les mesures 

prises à des longueurs d’onde comprises entre 180 nm et 260 nm permettent l’étude des 

structures secondaires. L’analyse des spectres renseigne sur le contenu en hélices α, feuillets 

β, tours et structures désordonnées de l’échantillon (Figure	
  4.1.2).  

	
  
Figure	
  4.1.2:	
  Courbes	
  de	
  Dichroïsme	
  Circulaire	
  théoriques	
  aux	
  UV	
  lointains(59).	
  La	
  courbe	
  noire	
  représente	
  la	
  
courbe	
  théorique	
  d’une	
  molécule	
  constituée	
  d’hélices	
  α, possédant un minimum d’ellipticité à 208 nm et un second à 
222 nm. La courbe bleue est représentative d’une molécule composée de feuillets β, avec un minimum d’ellipticité à 214 



(E$!

nm. La troisième courbe (en vert) représente une molécule dépliée. Elle est caractérisée par un maximum d’ellipticité 
autour de 214 nm.  

Le CD peut donc être utilisé pour mesurer des valeurs d’ellipticité moyenne par 

résidu selon une gamme de longueur d’onde ou selon une gamme de température, à une 

longueur d’onde spécifique. Dans ce cas, la dénaturation thermique de la protéine permet le 

calcul d’un Tm en se plaçant à la longueur d’onde spécifique de la structure considérée : 

pour des hélices $ à 222 nm, pour des feuillets ! à 214 nm. 

O858L C")7$")*,F&'("$-%(&1')*=$1(/&'"M=$1(/&'"*=-$*_&1\+-;"$*6'("$N"$1#"($;*Y_+6Z*

Les interactions entre protéines peuvent être testées et étudiées à l’aide de différentes 

méthodes comme par exemple la thermophorèse à micro-échelle MST, la titration 

calorimétrique isotherme  ITC ou bien la Bio-Layer Interferometry (BLI). Chacune de ces 

techniques permet de calculer et mesurer des paramètres cinétiques différents tels que les 

constantes d’affinité et d’association/dissociation, l’entropie, l’enthalpie ou la 

stœchiométrie. 

@BCDEF)=*3*+A)8EBJHBMF)IF)UK)/BLa,K`FE)%JGFE\FELSFGE`)P;?Q*)5FTK!VSR!QJPLSKJMPSR!VS!ZFMKLSPJNLMOK!e!LSRLSP!SRL!`MWU!
RTP! ZJ! QOMKLS! VFTK! \MOHRSKRSTP! SL! TK! PJgOK! VS! ZTbMaPS! \ZJKNXS! SRL! UbMR)! 5SR! MKLSKRMLUR! VSR! PJgOKR! PU`ZUNXMR_!
LPJdSPRJKL! TKS! NOTNXS! VS! QPOLUMKSR! `MWUSR! SL! TKS! MKLSPKS_! ROKL! bSRTPUSR! [.^)! 5OPRcTS! ZS! QJPLSKJMPS! SRL! ZMU! JTW!
QPOLUMKSR! `MWUSR! [/^! TK! VUNJZJ]S! VSR! OKVSR! UbMRSR! SRL! NPUU! [$^)! 1S! RM]KJZ! SRL! SKRTMLS! LPJMLU! QOTP! SWLPJMPS! ZSR!
QJPJbaLPSR!NMKULMcTSR) 

La BLI est une technologie optique analytique permettant de mesurer l’interférence 

de la lumière blanche avec deux surfaces : une couche de protéines immobilisées sur la 

!

!!

!!



	
  
	
  

105	
  

pointe d’un bio-senseur et une couche de référence interne(60). L’interaction de molécules 

avec les protéines fixées sur le bio-senseur créé un décalage de longueur d’onde par 

l’augmentation de l’épaisseur de cette couche, mesuré en temps réel (Figure	
  4.1.3). Ainsi, 

des interactions biomoléculaires peuvent être testées et mesurées par calcul des constantes 

d’affinités, d’association et dissociation. L’un des deux partenaires est fixé sur des bio-

senseurs tandis que le second est en solution.  

 

4.1.4 Cristallographie	
  aux	
  rayons	
  X	
  des	
  protéines	
  
	
  
 La cristallographie aux rayons X est une technique de biochimie structurale 

consistant à la détermination d’une structure à partir des données de diffraction aux rayons 

X d’un cristal. Cette technique peut être utilisée dans de nombreux domaines comme la 

Chimie ou même la Géologie mais seule son application en Biologie Structurale des 

macromolécules est traitée ici.  

Le cristal sert d’amplificateur du signal des macromolécules dont il est constitué. 

Celles-ci sont organisées en réseau d’un motif identique répété appelé maille. Cette maille 

est elle-même composée de plusieurs unités asymétriques qui correspondent au plus petit 

motif permettant la reconstitution complète d’une macromolécule. 

 Une fois les cristaux obtenus, ceux-ci sont exposés à une source de rayons X pour en 

enregistrer les données structurales. Ces données peuvent être collectées en utilisant une 

source de rayons X « maison » de type anode tournante ou de type synchrotron. Bien que le 

premier type permette tout à fait la détermination d’une structure cristallographique, le 

développement des sources de lumière synchrotron a eu un impact majeur dans le domaine. 

L’accélération des électrons dans le vide à une vitesse proche de la vitesse de la lumière 

permet l’exploitation d’une source de lumière d’intensité et de brillance bien plus 

importantes que les sources présentent en laboratoire. Les électrons provenant d’un canon à 

électrons sont accélérés dans un premier anneau dit « booster » jusqu’à atteindre l’énergie de 

fonctionnement. Le faisceau est ensuite transmis à un deuxième anneau, l’anneau de 

stockage, permettant par l’utilisation d’aimants de courbure et d’éléments d’insertion de 

dévier ce faisceau. L’énergie perdue, le rayonnement synchrotron, est alors redirigée et 

utilisée sur les lignes de lumière expérimentales. Deux sources synchrotron de troisième 

génération sont disponibles en France : l’European Synchrotron Radiation Facility (ESRF) à 

Grenoble et la Source Optimisée de Lumière d’Energie Intermédiaire de Lure (SOLEIL) à 
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Gif-sur-Yvette. Leur développement et renouvellement constant de leur équipement 

permettent de repousser les limites de résolution à échelle atomique.  

 Bien que la cristallographie à rayons X des macromolécules comprenne l’étude de 

composés chimiques, de molécules d’ADN ou même d’ARN, je ne traiterai pour la suite que 

du cas de l’étude structurale de protéines. 

4.1.4.1 Cristallogenèses	
  
  La première étape de la cristallographie est l’obtention de cristaux, ou 

cristallogenèse. La protéine soluble va être mise en contact avec une condition de 

cristallisation. Par des échanges avec celle-ci et à l’aide d’agents de précipitation, elle va 

entrer dans un état métastable et former des contacts avec les molécules voisines, créant 

ainsi plusieurs phases. La formation d’un réseau stable et ordonné donne naissance à un 

réseau cristallin. Des objets cristallins sont alors formés, appelés nucléis. Cette première 

étape, l’étape de nucléation, est suivie d’une étape d’association de ces nucléis et de 

croissance cristalline. jusqu’à l’obtention d’un cristal unique (Figure	
  4.1.4). 

 

	
  
Figure	
   4.1.4:	
   Les	
   régions	
   fondamentales	
   d’un	
   diagramme	
  de	
   phases	
   de	
   cristallisation	
   de	
   protéines(61).	
   Il	
  
existe	
   principalement	
   trois	
   zones	
  :	
   la	
   zone	
   soluble	
   (bleu),	
   la	
   zone	
   métastable	
   (jaune	
   et	
   vert)	
   puis	
   la	
   zone	
   de	
  
précipitation	
  (rose).	
  Pour	
  cristalliser,	
  un	
  échantillon	
  protéique	
  doit	
  passer	
  de	
  la	
  zone	
  soluble	
  à	
   la	
  zone	
  métastable	
  
(région	
  verte)	
  sans	
  atteindre	
  la	
  zone	
  de	
  précipitation.	
  Les	
  nucléis	
  formés	
  s’assemblent	
  et	
  croissent	
  ensuite	
  jusqu’à	
  
retomber	
  dans	
  la	
  région	
  jaune	
  de	
  la	
  zone	
  métastable,	
  jusqu’à	
  l’obtention	
  du	
  cristal	
  unique. 
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Les méthodes employées pour la cristallisation des protéines sont multiples : 

diffusion de vapeur, diffusion contraire, microbatch sous gouttes d’huile, dialyse ou bien 

cristallisation en phase cubique. Au cours de cette thèse, j’ai utilisé les deux premières 

méthodes. 

 La diffusion vapeur est une méthode basée sur les échanges vapeurs en milieu 

hermétique entre une goutte contenant la protéine et un réservoir contenant la condition de 

cristallisation testée. Les différences de concentration des différents composés de 

l’échantillon protéique et du réservoir vont induire des échanges vapeur afin de tendre vers 

un équilibre de ces concentrations. Cela conduit à la favorisation des contacts 

macromoléculaires au sein de l’échantillon. Il existe deux types de diffusion vapeur : en 

gouttes assises et en gouttes suspendues. Bien que la première technique soit la plus utilisée, 

la seconde permet, lors de l’étape d’optimisation des cristaux, l’obtention de cristaux 

généralement plus gros. Ceci est dû aux volumes plus importants mis en jeu. 

 La contre-diffusion est une méthode basée sur la diffusion contraire en micro-

capillaires de la protéine et de la condition de cristallisation. L’absence de convection ainsi 

que la mise en place de ces gradients sont les grands avantages de cette méthode : le 

phénomène de nucléation est plus homogène et une plus large étendue de ratios 

protéine/condition sont testés. J’ai eu l’occasion de tester des puces microfluidiques de 

contre-diffusion, fournies par Claude Sauter (laboratoire IBMC, Strasbourg). Ces puces 

permettent de tester 8 conditions à la fois contre une protéine donnée. Les cristaux obtenus 

dans les capillaires peuvent être directement exposés aux rayons X sur une ligne synchrotron 

à température ambiante. 

4.1.4.2 Cryoprotection	
  et	
  congélation	
  des	
  cristaux	
  	
  	
  
 Afin d’éviter les dommages liés aux radiations et ainsi augmenter la durée de vie des 

cristaux durant l’exposition aux rayons X, ceux-ci doivent être protégés par congélation à 

100°K. Cette protection est devenue d’autant plus nécessaire avec le développement des 

sources synchrotron, bien plus puissantes et causant donc bien plus de dommages aux 

cristaux. Mais un autre problème survint alors : la formation de cristaux de glace, due à la 

congélation de l’eau contenue dans la condition de cristallisation, dans laquelle se trouve le 

cristal. Outre la contamination du signal de diffraction du cristal de protéine par celle de la 

glace, la formation de ces cristaux peut endommager le cristal de protéines. Il doit donc être 

protégé par l’ajout d’un agent cryoprotectant qui va entrainer la formation d’une glace 

amorphe lors de la congélation. Il vaut tout de même mieux ne pas directement congeler les 
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cristaux sans tests préalables de la réaction des cristaux à la solution déterminée. En effet, il 

est possible que cette nouvelle condition endommage ou même dissolve le cristal. Celui-ci 

est ensuite pêché, protégé puis congelé par mise en contact avec de l’azote, soit sous forme 

de flux à 100°K, soit liquide. 

4.1.4.3 Collecte	
  des	
  données	
  	
  
 Le cristal est exposé à une source de rayons X. Les rayons diffractés sont enregistrés 

sur un détecteur sous la forme de taches de diffractions, ou réflexions, qui constituent un 

cliché de diffraction. Chaque tâche de diffraction de cette image représente la somme des 

contribution de tous les atomes de l’unité asymétrique dans une orientation donnée.  

Après avoir monté le cristal sur le goniomètre, permettant de l’orienter entre la 

source de rayons X et le détecteur sur un axe ϕ, il doit être positionné pour rester centré sur 

la trajectoire du faisceau au moment de l’exposition. Le centrage peut être manuel ou bien 

automatisé, comme c’est le cas sur certaines lignes de lumière synchrotron. Il est possible 

aussi d’opérer un scan du cristal pour déterminer une zone de meilleure diffraction à cibler, 

sur la ligne ID23-2 de l’ESRF par exemple.  

Même s’il est possible de collecter des images en opérant une rotation de 360° du 

cristal, l’exposition aux rayons X l’endommage. Malgré la cryoprotection, les rayons 

détériorent à la fois la qualité et la quantité de réflexions détectées, bien que ces dommages 

soient beaucoup moins importants avec une source « maison ». Seulement deux images, 

enregistrées à 90° l’une de l’autre, sont nécessaires à la caractérisation des paramètres de 

maille. Ceux-ci donnent des caractéristiques géométriques renseignant sur les opérateurs de 

symétrie potentiels des molécules dans le cristal. Ces symétries sont classées sous la forme 

de groupes d’espaces. Après détermination du groupe d’espace, une stratégie de collecte de 

données peut être établie.  

Le pourcentage d’exposition, le temps d’exposition par image, le degré de rotation 

par image et entre chaque image, la distance échantillon/détecteur et la longueur d’onde sont 

les paramètres à définir pour la collecte. Cette collecte peut être centrée sur un même point 

ou bien réalisée selon une trajectoire hélicoïdale. Dans ce second cas, deux points doivent 

être définis et caractérisés avant de lancer la collecte.  

Pour des projets en remplacement moléculaire, une collecte d’un jeu de données à 

une longueur d’onde unique est suffisante. Pour des projets de phasage ab-initio, des 

diffuseurs anomaux et/ou des métaux lourds sont introduits dans les cristaux. La procédure 

de collecte diffère. Un scan d’énergie doit être réalisé afin de déterminer la présence des 
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métaux dans le cristal. Une fois les métaux identifiés, un spectre d’absorption est enregistré 

afin de déterminer l’énergie optimale à laquelle se placer pour collecter les données 

anomales. La courbe obtenue est dérivée deux fois et trois énergies en sont extraites : celle 

du point d’inflexion du pic, celle du haut du pic et celle après le pic. Le cristal peut alors être 

collecté à une seule de ces énergies « Single-wavelength Anomalous Diffraction » (SAD) ou 

à plusieurs « Multi-wavelength anomalous diffraction » (MAD).  

 

4.1.4.4 Traitement	
  des	
  données	
  
	
   Les images collectées contiennent un certain nombre de réflexions. Dans un premier 

temps les réflexions d’un échantillon d’images sont détectées et analysées. Cette étape est 

appelée l’indexation. Selon les possibilités de paramètres de maille, des réflexions non 

visibles sont extrapolées et des groupes d’espaces sont proposés et triés selon un score 

croissant de pénalité. Les groupes d’espaces de plus faible pénalité sont proposés en 

premiers par ordre croissant de degré de symétrie puis survient un gap dans la gamme de 

pénalité. Au delà de ce gap sont proposés des groupes d’espaces peu probables. Le meilleur 

groupe d’espace est généralement celui offrant le score de plus haute pénalité avant ce seuil 

tout en ayant la plus haute symétrie. Lorsqu’un groupe d’espace est sélectionné, les 

paramètres de diffraction sont affinés. Vient ensuite l’intégration des réflexions, c’est à dire 

la redéfinition de chaque tache dans les trois dimensions et l’évaluation de leur intensité. 

Chacune de ces tâches est définie selon les indices de Miller h, k et l déterminant une 

position dans l’espace réciproque selon les axes a, b et c respectivement. Les intensités de 

ces réflexions sont alors corrigées et les statistiques des données collectées sont calculées. 

C’est à cette étape que peut être estimée la qualité du jeu de données et la résolution 

maximale d’exploitation de celles-ci. Une fois les données traitées dans le groupe d’espace 

le plus probable et à la résolution maximale la plus raisonnable aux vues des statistiques, des 

programmes tels que POINTLESS permettent de vérifier la validité du groupe d’espace. Les 

paquets d’images sont alors vérifiés selon certains paramètres incluant la fraction de twin 

des données. Les observations des réflexions sont ensuite mises à l’échelle et leur intensité 

moyennée en utilisant des programmes de mise à l’échelle tels que SCALA. C’est également 

à cette étape qu’une partie des réflexions est marquée afin, plus tard, de ne pas être prises en 

compte dans l’affinement de la structure. Ces réflexions permettent de calculer le Rfree et 

d’estimer le biais du modèle dans la valeur du facteur R. Le fichier de sortie de ce type de 
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programme, de format .mtz, contient les indices hkl intégrées au bon groupe d’espace, avec 

toutes les statistiques de collecte et traitement des données.  

 

4.1.4.5 Détermination	
  de	
  la	
  structure	
  et	
  affinement	
  du	
  modèle.	
  
 Le cristal de protéine exposé aux rayons X diffracte en émettant des ondes 

enregistrées par le détecteur. Ces ondes, contenant l’information structurale, sont 

caractérisées par une amplitude et une phase. Afin de reconstituer cette information, ces 

deux paramètres sont nécessaires. Seulement, bien que l’information d’amplitude ait été 

conservée au travers des intensités des réflexions, l’information de phase a été perdue. Il 

existe deux moyens de résoudre ce problème de phases : l’utilisation de l’information de 

phase d’un homologue structural, appelée remplacement moléculaire, et la détermination de 

cette information de phase au sein même de la structure à partir d’un signal isomorphe ou 

anomal, appelée phasage expérimental. Je ne traiterai ici que du remplacement moléculaire. 

 Le remplacement moléculaire utilise les phases d’un modèle d’homologie structurale 

significative avec la structure à déterminer. Il est admis qu’une homologie de séquence 

inférieure à 30% est insuffisante. Il existe différents programmes permettant le 

remplacement moléculaire tels que Molrep, AMoRe ou Phaser. Chacun fonctionne à partir 

d’un modèle structural et du fichier de réflexions mises à l’échelle. Le nombre de molécules 

par unité asymétrique doit également être indiqué. Celui-ci doit être estimé au préalable à 

partir du calcul du coefficient de Matthews. Ce coefficient permet aussi le calcul des 

pourcentages de protéines et de solvant dans l’unité asymétrique. Ces programmes de 

remplacement cherchent et proposent des solutions de la structure. L’introduction de clashs 

structuraux, la cohérence des contacts cristallins dans la maille et les facteurs R d’accord des 

données observées et calculées (Rwork et Rfree) doivent être vérifiés avant de valider une 

solution.  

 La solution constitue un modèle qu’il faut modifier en s’appuyant sur des cartes de 

densités électroniques. Ces cartes, Fo-Fc et 2Fo-2Fc, sont générées à la suite d’un 

affinement. Plusieurs programmes d’affinement sont disponibles, dont Refmac5 (suite 

CCP4), Phenix.refine (suite Phenix) et AutoBUSTER (Global Phasing). Tous ces 

programmes proposent de nombreuses options d’affinement, classiques, comme le nombre 

de cycles, la gamme de résolution ou l’ajout de molécules d’eau, ou bien plus spécifiques 

telles que l’utilisation de groupes TLS, des NCS ou la prise en compte d’une loi de twin. Les 

cartes de densité électroniques obtenues après affinement permettent de modifier la structure 
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pour le cycle suivant à l’aide d’un programme tel que COOT. Plusieurs cycles 

d’affinement/construction sont nécessaires pour l’obtention d’un modèle répondant à des 

statistiques cohérentes.  

 

4.1.4.6 Validation	
  de	
  la	
  structure.	
  
 Une fois que le modèle a atteint des facteurs Rwork et Rfree satisfaisants (environ 10 

fois inférieurs à la résolution maximale de la structure), la structure doit être validée selon 

différents paramètres : la présence de clashs, la probabilité des rotamères, la géométrie du 

modèle (angles des chaînes latérales, liaisons, angles selon le plot de Ramachandran), les 

molécules d’eau etc… Des outils introduits dans les programmes de construction peuvent 

aider à cette validation, tout comme certains serveurs en ligne comme MolProbity 

(http://molprobity.biochem.duke.edu/). Ces mêmes étapes de validations sont utilisées dans 

le processus de dépôt des structures dans la banque de données RCSB PDB. 

 

4.1.5 «	
  Small	
  Angle	
  Light	
  Scattering	
  »	
  (SAXS)	
  
  

 La diffusion des rayons X aux petits angles, ou SAXS, est une méthode d’étude 

structurale des protéines en solution. Elle permet donc, contrairement à la cristallographie, 

d’étudier des systèmes flexibles, dynamiques en solution et non contraints dans une 

conformation donnée et cela sans besoin de marquage, contrairement à la Résonance 

Magnétique Nucléaire (RMN). Il s’agit d’une technique de basse résolution en comparaison 

avec la cristallographie aux rayons X (autour de 20 Å) : les informations portent 

principalement sur la forme globale du système, son état d’oligomérisation, son rayon de 

giration et la présence éventuelle de différentes espèces en solution. Cette technique apporte 

donc des informations structurales complémentaires aux autres techniques citées plus haut. 

  

4.1.5.1 Collecte	
  des	
  données	
  
Rares sont les laboratoires à posséder l’équipement nécessaire à des expériences 

SAXS « maison ». Le plus couramment, la source utilisée est de type synchrotron avec des 

lignes de lumière telles que BM29 (BioSAXS, ESRF) ou Swing (SOLEIL).  

L’expérience nécessite un échantillon pure, homogène, dans une gamme de 

concentration allant de 0,5 mg/ml à 10-15 mg/ml. Cet échantillon peut être directement 

chargé dans le capillaire et exposé aux rayons X ou bien chargé sur une colonne d’exclusion 
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de taille branchée en amont du capillaire (SEC-SAXS). Dans le premier cas, différentes 

concentrations de la protéine doivent être préparées avant l’expérience. Une fois sur place, 

les échantillons doivent de nouveau être centrifugés pour s’assurer de l’absence d’agrégats 

et les concentrations sont prises à nouveau. Chaque échantillon est déposé dans des tubes ou 

dans une plaque et le tout est placé dans le chargeur d’échantillon. Le tampon exact de la 

protéine doit également y être chargé pour servir de blanc lors de l’acquisition. Dans le 

second cas, l’acquisition des données est faite dès la sortie de la colonne et une seule 

injection par protéine, de haute concentration, est nécessaire. La gamme de concentration est 

réalisée naturellement tout le long du pic. L’autre avantage est la séparation des différentes 

espèces et agrégats en solution : seul le pic d’intérêt peut être étudié, sans contamination, et 

le tampon d’élution est directement utilisé comme blanc d’acquisition. Les intensités 

diffusées sont mesurées en fonction des vecteurs de diffusion (q ou s selon les lignes). 

 

4.1.5.2 Traitement	
  des	
  données	
  et	
  analyses.	
  
	
   Les données enregistrées se présentent sous la forme de courbes de diffusion (Figure	
  

4.1.5A). Différentes informations peuvent être obtenues selon la région de la courbe étudiée.  
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L’information du rayon de giration peut être extraite des premiers points de la courbe (les 

100 premier environ) en calculant la pente d’une droite les alignant. Une valeur d’intensité 

diffusée I peut également être extrapolée pour une valeur du vecteur de diffusion q=0. Ces 

premières analyses sont définies comme analyse de Guinier. La possibilité d’aligner une 

droite sur ces points renseigne sur l’état de l’échantillon : agrégé ou non. Le contenu en 

flexibilité de l’échantillon peut être étudié par le tracé du plot de Kratky (<M]TPS!$)()%B). 

Cette courbe, représentant les valeurs « I*q2» en fonction de q2, voit son allure modifiée 

selon que le système soit stable, contiennent quelques régions flexibles ou alors qu’il soit 
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désordonné ou déplié. L’analyse de la fonction de distribution des distances par paires 

donne, elle, une information de forme (Figure	
  4.1.5C). Pour une protéine globulaire, cette 

courbe prend une allure en cloche, tandis qu’elle comprendra plusieurs pics pour une 

protéine multi-domaine. La distance maximale Dmax de la protéine peut également être 

estimée à partir de cette analyse des distances, représentant la distance extrapolée à P(r)=0.  

 Il est courant d’analyser les données obtenues par SAXS non pas en étudiant les 

résultats d’une seule concentration mais en combinant une faible et une forte concentration. 

Une mesure SAXS sur une faible concentration apporte de l’information précise sur les 

enregistrements à très faible résolution, autrement dite sur la région de Guinier. La haute 

résolution n’est pas accessible car trop bruitée. En revanche, les mesures à forte 

concentration sont moins précises dans la région de Guinier mais très résolutives et donc 

précises sur le facteur de forme. Une courbe chimère peut être réalisée en moyennant deux 

courbes sur une région couvrant quelques dizaines à une centaine de points, juste après la 

région de Guinier.  

 Différentes méthodes d’analyses existent selon l’information souhaitée et le système 

étudié. Les programmes tels que DAMMIN et DAMMIF modélisent « ab-initio » des 

enveloppes, en se basant sur la valeur de Dmax , tandis que d’autres programmes comme 

CRYSOL se basent uniquement sur les courbes de diffusion expérimentales brutes. Il existe 

aussi des programmes adaptés à l’étude de complexes (ex : CORAL ou SASREF) ainsi que 

des programmes de modélisation et déconvolution d’ensemble conformationels (ex : EOM).         	
  

 

4.2 Etudes	
  structurales	
  d’anticorps	
  thérapeutiques	
  contre	
  protéines	
  MIC	
  

4.2.1 Fab	
  MIC12	
  :	
  expression	
  et	
  purification	
  	
  

	
  

Le Fab MIC12 a été exprimé en cellules de mammifères Chinese Hamster Ovary 

(CHO) en lignée stable. Les cellules ont été fournies stabilisées en culture par Innate Pharma 

et j’ai maintenu ces cellules en culture en milieu CD CHO (Gibco) supplémenté de 2 mM de 

L-Glutamax, 10% de CD-CHO efficient feed B (Gibco), 10 μM de Na Pyruvate  (Gibco) et 

d’Hygromycine à 250 μg/mL. Les cellules ont été cultivées à 32°C en roller et maintenues 

en cultures avec une concentration contrôlée autour de 2 Millions par mL. Lorsque le 

volume approchait les 1,5 L, la concentration a été laissée augmenter jusqu’à 6 à 7 Million 

de cellules par mL. Celles-ci ont alors été centrifugées à 1000 rpm pour récolter le 

surnageant contenant la protéine sécrétée. Si la mortalité n’était pas encore trop importante, 
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les cellules étaient diluées de nouveau afin de poursuivre les productions. De l’azide à 

0,02% final et 1mM de PMSF ont été ajoutés au surnageant qui peut être stocké quelques 

jours à 4°C ou directement purifié.   

Des lots de surnageant contenant le Fab ont régulièrement été récoltés puis purifiés. 

Une première étape de purification a été réalisée sur colonne de chromatographie d’affinité 

HisTrap Ni2+ (GE Healthcare), pré-équilibrée en tampon de lavage 50 mM de Tris pH 7,5, 

300 mM de NaCl et 10 mM d’Imidazole. La construction du Fab MIC12 contenant une 

étiquette HisTag à son extrémité C-terminale, il est retenu par l’interaction de cette étiquette 

avec le nickel fixé sur les billes de la colonne, tandis que les autres protéines passent sans 

être retenues. Le Fab a été chargé sur la colonne puis élué dans le même tampon contenant 

250 mM d’Imidazole. Après concentration du pic élué avec un concentrateur Amicon ® 

Ultra (Millipore) de cut off 30 kDa jusqu’à un volume inférieur à 10 mL, la protéine a été 

centrifugée puis chargée sur une colonne de chromatographie d’exclusion de taille Superdex 

200 26/60 (GE Healthcare). Le tampon utilisé pour cette étape de purification contient 10 

mM de Hepes à pH 7,3 et 150 mM de NaCl. Les protéines sont éluées selon leur poids 

moléculaire et leur taille. Une fois le Fab élué et les fractions du pic collectées, il peut être 

conservé plusieurs mois à 4°C.  

 

4.2.2 Protéines	
  MIC	
  exprimées	
  en	
  système	
  bactérien	
  

4.2.2.1 Clonage	
  	
  

	
  

Les protéines MICA*008 et MICB*002 ont été clonées dans le plasmide pLIC06 

(fourni par BioXtal) à partir des ADN complémentaires fournis par Innate Pharma. Ce 

plasmide, dérivé du plasmide d’expression pET28 a+ (Novagen), a été fourni par la société 

BioXtal. Il permet l’expression d’une protéine recombinante avec une étiquette HisTag en 

C-terminal. Il comprend une résistance à l’antibiotique kanamycine avec un promoteur T7, 

permettant une induction à l’IPTG. La taille de chaque insert est d’environ 830 pb pour une 

taille totale de ces constructions (plasmide plus insert) d’environ 6150 pb.    
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 Amorces Séquences 

 MIC-

pLIC06F 
TTTAAGAAGGAGATATACCATGGAGCCCCACAGTCTTCGT 

M
IC

 

MIC-

pLIC06R 
GGTGATGATGGTGGTGTTTCCCAGAGGGCACAG 

MIC-pDCE-

HisF 
CGGCGGATCCCGGGGAGCCCCACAGTCTTCGTTATAACC 

MIC-pDCE-

HisR 
CCTCAATGGTGATGGTGGTGATGTTTCCCAGAGGGCACAGGG 

MIC-pDCE-

StrepR 
ACCGCCGGCCTGGCCTCATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCA 

TTTCCCAGAGGGCACAGGG 

T9
SS

 

pPorM-NtF CCGAGAACCTGTACTTCCAATCAAGCTTAACCTCTTCCATCGACG 

pPorM-NtR CGGAGCTCGAATTCGGATCCTTATTAGCTCTTTACCAGATCGGCAAG 

pPorM-CtF CCGAGAACCTGTACTTCCAATCAGTGAACAGTATCACGGCACAAG 

pPorM-CtR CGGAGCTCGAATTCGGATCCTTATTAGTTCACAATTACTTCAATGGC 

Tableau	
  4.2.1:	
  Amorces	
  utilisées	
  pour	
  le	
  clonage	
  des	
  constructions	
  MIC	
  et	
  T9SS. 

Les clonages ont été réalisés en appliquant la technique du RF cloning, décrite en 

4.1.1. Les amorces utilisées sont reportées dans le Tableau	
  4.2.1. Le mélange de la première 

réaction comprenait 20 ng d’ADN, du tampon de réaction 5X, 200 μM de chaque dNTP, 0,5 

μM de chaque amorce et 1 unité d’ADN polymérase PHUSION. Le programme utilisé 

comprend 25 à 30 cycles de 10s de dénaturation à 98°C, 10s d’hybridation à 60°C et 30s/Kb 

d’élongation à 72°C, suivis d’une étape finale de 10min à 72°C pour permettre l’élongation 

des brins incomplets. L’ADN amplifié a été vérifié sur gel agarose 1% par comparaison de 

sa migration au marqueur de taille 1Kb. L’ADN a été purifié à l’aide d’un kit NucleoSpin® 

gel and PCR clean up (Macherey-Nagel). Le second mélange réactionnel contenait 20 ng de 

plasmide pLIC06, du tampon de réaction 5X, 200 μM de chaque dNTP, 100 ng de produit 

de la première PCR et 1,5 unité de l’enzyme PHUSION. La réaction a été faite suivant 20 

cycles de 30s de dénaturation à 95°C, 1min d’hybridation à 60°C et 30s/Kb d’élongation à 

72°C, le tout suivi d’une dernière étape à 72°C pendant 10min. Une fois la construction 

obtenue et vérifiée sur gel d’agarose 1%, l’ADN méthylé a été digéré par ajout de 10 unités 

DpnI à 26°C pendant 2h. Le produit PCR non digéré a ensuite été purifié à l’aide du kit 

NucleoSpin® gel and PCR clean up.  
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Des cellules DH5α ont été transformées par cet ADN dans un ratio volumique 10:1 

par choc thermique (30min à 4°C, 45s à 42°C puis 2min à 4°C). Après ajout de 500μL de 

SOC, les cellules ont été incubées à 37°C sous agitation pendant 45min puis étalées sur boîte 

LB agar contenant 50 μg/mL de kanamycine. Les boîtes ont été incubées à 37°C toute la 

nuit. Une fois les colonies bactériennes développées sur boîte, l’insertion correcte de l’ADN 

a été vérifiée par screen PCR. Pour cela, une colonie bactérienne a été piquée et déposée 

dans 10 μL de LB. Le mélange utilisé est composé du tampon de réaction, 200 μM de 

chaque dNTP, 0,5 μM de chaque amorce, de 1,5 mM de MgCl2, de 2 μL de la colonie et 0,5 

unité de polymérase Taq. L’amplification comprend 29 cycles de 30s de dénaturation à 

94°C, 45s d’hybridation à 55°C et 1min/Kb d’élongation à 72°C avec une étape finale à 

72°C de 10min. Les produits de cette PCR ont été analysés sur gel agarose 1%.  

Des pré-cultures de quelques colonies positives en volume de 4mL de LB plus 

kanamycine ont été incubées à 37°C toute la nuit. Les ADN plasmidiques ont alors été 

extraits et purifiés à l’aide d’un kit NucleoSpin® plasmid (Macherey-Nagel) et les 

séquences ont été vérifiées par la société GATC Biotech.  
	
  

4.2.2.2 Expression	
  	
  

	
  

Les protéines MICA*001, MICA*008 et MICB*002 sont exprimées en cellules 

Rosetta (DE3) pLysS (Novagen). Le plasmide d’expression de MICA*001 diffère dans sa 

résistance aux antibiotiques : il comporte un gène de résistance à l’ampicilline et non pas à 

la kanamycine.  

Les cellules ont été transformées par choc thermique avec l’ADN séquencé. Après 

pousse des colonies sur boîte, des pré-cultures en milieu LB plus antibiotiques ont été 

ensemencées avec puis mises à incuber à 37°C toute la nuit. Les cultures ont  été réalisées à 

37°C en milieu TB plus antibiotiques, ensemencé avec 25mL de pré-culture pour 1L de 

culture. Une fois que la DO600nm a atteint une valeur située entre 0,6 et 0,8, la production de 

la protéine a été induite avec 0,5 mM d’IPTG à 17°C pendant 20h. Les cellules ont ensuite 

été centrifugées à 8000g pendant 8min et les culots bactériens congelés à l’azote liquide puis 

stockés à -20°C. 
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4.2.2.3 Extraction	
  et	
  repliement	
  de	
  protéines	
  contenues	
  dans	
  les	
  corps	
  d’inclusion	
  

(protocole	
  optimisé)	
  

	
  

À la différence des protéines exprimées dans la fraction soluble des bactéries, les 

trois protéines MIC s’expriment en corps d’inclusion. Les cellules bactériennes, culotées et 

congelées, ont été dégelées et resuspendues en tampon de lyse (10mL/Unité DO/Litre de 

culture) 50mM de Tris pH8, 300mM de NaCl, 10mM d’Imidazole, 0,1% de Triton, 

0,25mg/mL de lysozyme, 1mM de PMSF, 10μg/mL de Dnase et 20mg/mL de MgSO4. 

Après 40 min d’incubation à 4°C sur roue, les cellules ont été lysées par sonication sur glace 

(pour  30 mL : 3 cycles de 30s de pulses puis 30s de repos). Les débris cellulaires, 

membranes et corps d’inclusion ont ensuite été culotés par centrifugation 30min à 12000g. 

Le culot a été lavé suivant 3 cycles de 2 lavages en tampon 50 mM de Tris pH8, 300 mM de 

NaCl, 1M d’Urée, 25 mM d’Imidazole avec ou sans 0,1% de Triton, chaque lavage étant 

suivi d’une centrifugation à 12000g pendant 30min à 4°C. À la fin de la dernière 

centrifugation, le culot a été repris dans 2 mL de tampon de dénaturation constitué de 25 

mM de Tris pH8, 150 mM de NaCl, 6 M de Guanidine, 15 mM de β-mercaptoethanol et de 

1% de glycérol. Il a ensuite été incubé sur roue 48h à 4°C. La fraction dénaturée a été 

centrifugée à 11000g pendant 30 min à 4°C et la quantité de protéine dénaturée contenue 

dans le surnageant a été estimée d’abord par mesure de l’absorbance au NanoDrop 2000 

(Thermo Scientific) puis par dépôt sur SDS-PAGE. La mesure de l’absorbance permet 

d’avoir une première approximation de la concentration protéique, qu’une quantification sur 

gel SDS avec un dépôt de la même quantité estimée de BSA permet de confirmer. La 

protéine dénaturée a été ensuite diluée dans un tampon de repliement composé de 50 mM de 

NaH2PO4, 500 mM d’Urée, 400 mM de L-arginine, 150 mM de NaCl et d’un couple de 

glutathion oxydé/réduit de 0,5/5 mM, suivant un ratio 20 mg de protéine dénaturée pour 100 

mL de tampon. Pour cela, la protéine a été injectée à la seringue directement dans un vortex 

avec ensuite diminution drastique de la vitesse d’agitation. Après 24h à 4°C, les agrégats ont 

été éliminés par centrifugation à 11000g pendant 30min à 4°C. Le surnageant a été dialysé 

pendant 48h à 4°C contre un premier tampon de dialyse (tampon de repliement sans Urée) 

dans un ratio volumique de 1:5 en protéine/tampon. Le tampon de dialyse a ensuite été 

changé pour le même tampon sans L-arginine et est laissé 48h à 4°C. Après une dernière 

dialyse de 48h à 4°C en tampon 50 mM de NaH2PO4 et 150 mM de NaCl, le contenu du 

boudin a été centrifugé à 11000 g 30min à 4°C pour éliminer les agrégats.  
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4.2.2.4 Purification	
  des	
  protéines	
  MIC	
  repliées	
  

	
  

Bien que les étapes de lavages de culot aient éliminé beaucoup de contaminants, la 

fraction protéique en sortie de dialyse n’est pas encore pure et des étapes de purification sur 

chromatographie d’affinité et colonne d’exclusion de taille sont nécessaires. Ces étapes 

permettent surtout un contrôle de la qualité du repliement ainsi qu’une séparation des 

espèces de différents niveaux de repliement. Les protéines MIC portent toutes des étiquettes 

HisTag, ayant une grande affinité pour les ions Ni2+.  

Les fractions protéiques ont été chargées sur une colonne de chromatographie 

d’affinité Ni2+ HiTrap 5mL (GE Healthcare), pré-équilibrée en tampon 50 mM de NaH2PO4 

et 150 mM de NaCl contenant de l’Imidazole à 10mM. Après une étape de lavage de la 

colonne avec ce même tampon, la protéine surexprimée a été éluée avec 30 mL de tampon 

contenant 250 mM d’Imidazole. La purification étant réalisée sur un système AKTA, le 

signal UV280nm permet le suivi de l’élution de la protéine. Le pic élué de la protéine a ensuite 

été quantifié par mesure de son absorbance à l’aide d’un NanoDrop 2000 (Thermo 

Scientific) et concentré si nécessaire afin de réduire le volume. 

Chaque fraction récoltée au cours de la purification a été déposée sur SDS-PAGE 

pour analyse sur gel. 

 

4.2.2.5 Purification	
  des	
  complexes	
  Fab/protéines	
  MIC	
  repliées	
  

	
  

L’interaction formée par le Fab MIC12 avec les protéines MIC a été réalisée après la 

chromatographie d’affinité. Un ratio molaire 1:1,2 est appliqué (excès de Fab) et 

l’incubation a été faite à température ambiante pendant 15 min. Après centrifugation à 

11000g pendant 10min à 4°C, la fraction protéique a été injectée sur une colonne Superdex 

75 16/60 (GE Healthcare) équilibrée en tampon Hepes 10 mM pH 6,8, NaCl 150 mM. Les 

protéines étant éluées selon leur poids moléculaire et leur taille, le pic de complexe a été 

élué en premier, celui du Fab en excès en second. Le premier pic a été récolté. En cas de 

chevauchement de ces pics, un second passage sur colonne Superdex 200 16/60 (GE 

Healthcare) a été réalisé.  

Concernant le complexe MICA*001/MIC12, une dernière étape de purification a été 

réalisée afin de séparer différents isomorphes. Le complexe a été chargé sur une colonne 
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d’échangeuse d’ion cations Resource S. Un gradient de NaCl allant d’environ 50 mM à 1M 

est utilisé, avec un tampon contenant 10 mM d’Hepes à pH 7.  

 

4.2.3 Protéines	
  MIC	
  :	
  expression	
  en	
  système	
  baculovirus	
  

4.2.3.1 Clonages	
  

	
  

Les protéines MICA*001, MICA*008 et MICB*002 ont également été clonées dans 

le plasmide pDCE 213 afin de permettre une expression en système baculovirus en cellules 

d’insectes. En effet, ce plasmide est un pFastBac like, nécessaire pour l’obtention de 

bacmides après transformation de cellules DH10Bac (Invitrogen). Pour chaque protéine, 

deux constructions ont été réalisées : une comprenant une étiquette HisTag et l’autre une 

étiquette Strep, toutes deux situées en C-terminal. Ces constructions contiennent un gène de 

résistance à l’antibiotique gentamycine avec un promoteur T7. La taille de chaque insert est 

d’environ 830 pb pour une taille totale de ces constructions (plasmide plus insert) d’environ 

3800 pb.  

Les amorces utilisées sont reportées dans le Tableau	
  4.2.1 et le protocole de clonage utilisé 

est identique à celui décrit plus haut.  

 

4.2.3.2 Obtention	
  des	
  bacmides	
  

	
  

Après vérification des séquences de chaque construction, des cellules DH10Bac ont 

été transformées avec les ADN purifiés des deux constructions de MICA*001 et MICB*002 

et la construction avec HisTag de MICA*008. Un choc thermique a été réalisé puis 900 μl 

de milieu SOC ont été ajoutés. Les mélanges ont été incubés à 37°C sous agitation pendant 

4h. Plusieurs dilutions de chaque culture ont été faites en utilisant le milieu SOC puis étalées 

sur boîtes LB agar contenant 50 μg/mL de kanamycine, 7 μg/mL de gentamicine, 10 μg/mL 

de tétracycline, 100 μg/mL X-gal et 40 μg/mL d’IPTG. Les boîtes ont été incubées à 37°C 

pendant 48h. Un criblage « blanc-bleu » a ainsi été réalisé, avec l’apparition de colonies 

blanches positives (contenant la construction) et d’autres bleues, négatives. Plusieurs 

colonies des deux couleurs ont été analysées par screen PCR et les ADN ayant une 

migration sur gel agarose 1% cohérente avec la taille attendue ont été envoyés au 

séquençage.  
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4.2.3.3 Obtention	
  des	
  baculovirus	
  

	
  
Des cellules d’insectes Sf9 et Hi5 semi-adhérentes sont cultivées en routine pour 

permettre l’obtention des baculovirus et l’expression des protéines. Pour cela, une ampoule 

de cellules, généralement concentrée à environ 20 Million de cellules par mL et stockée à -

80°C, a été décongelée dans du milieu Insect Xpress et diluée à 0,5 Million de cellules par 

mL dans une flasque à 27°C. Lorsque les cellules recouvrent la totalité de la surface de la 

flasque en une monocouche, elles sont transférées en fiole pour permettre une culture en 

suspension, sous agitation à 27°C. Afin de permettre une bonne aération, un volume de 1:3 

maximum (volume de cellules : capacité volumique de la fiole) est maintenu.  
Une fois les séquences des bacmides vérifiées, celles-ci ont été introduites par 

transfection dans des cellules d’insectes Spodoptera frugiperda	
  semi-adhérentes Sf9. 

Le plaquage des cellules a été réalisé dans une plaque format 6 puits avec, par puit, 2 

mL de milieu GRACE sans sérum contenant 0,8 Million de cellules. Les cellules ont été 

maintenues à 24°C le temps de l’adhésion au fond de la boîte tandis que le mélange de 

transfection a été préparé à part dans un tube eppendorf. Un volume de 100 μL de milieu 

GRACE a été ajouté sur 1 à 1,5 μg de bacmide. Dans un second tube, le même volume de 

milieu a été ajouté à 8 μL de cellfectine puis le mélange a été vortexé avant d’être introduit 

dans le tube contenant le bacmide. Après l’avoir tapoté, le mélange a été incubé 30 min à 

température ambiante sous une hôte à flux laminaire puis déposé sur les cellules plaquées. 

La plaque a été incubée à 24°C pendant 3 à 5h, puis le milieu de chaque puit a été remplacé 

par 2 mL de milieu SF 900. La mortalité des cellules a été suivie par comptage des cellules 

au microscope à l’aide d’une cellule de Malassez. Lorsque celle ci a atteint les 100% de 

mortalité après environ une semaine, le contenu de chaque puit a été centrifugé et le 

surnageant a été analysé par Western Blot. 

Après dépôt sur gel dénaturant des échantillons et migration, le transfert a lieu sur 

une membrane PVDF préalablement activée dans de l’éthanol 100% puis rincée à l’eau 

pure. Cette membrane a ensuite été équilibrée en tampon de transfert « one step semi-dry » 

(Pierce) puis insérée dans le montage suivant : 2 papiers filtres, membrane, SDS-PAGE, 2 

papiers filtres. Le tout a été imbibé de tampon de transfert puis déposé sur un système de 

transfert semi-sec Fast Semi-Dry Blotter (Pierce). Le transfert a été réalisé à 15 V constant 

pendant 50 min à température ambiante. La membrane a alors été bloquée pendant 1h sous 

agitation avec 20 mL d’une solution de PBS contenant 5% de lait. Après 3 lavages avec 20 

mL de tampon PBS-Tween20, l’anticorps couplé à la « horse radish peroxidase » (HRP), 
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dilué dans du PBS-Tween20, a été ajouté sur la membrane et l’incubation a été faite à 

température ambiante sous agitation pendant 1h. Après 2 lavages de 20 mL en PBS-Tween 

puis 2 autres en PBS, la membrane a été révélée par incubation avec 1 mL de Luminata 

™Crescendo Western HRP Substrate dilué par 2 pendant 1 min 30s puis exposition à l’aide 

d’une station image (Kodak) équipée d’un filtre 490-580nm. Le temps d’exposition est 

ajusté selon le contraste signal/bruit. 

 Les virus P1 ont ainsi été obtenus. 

Pour augmenter la charge virale, deux cycles d’infections ont été réalisés. 

Généralement, le nombre de cycle n’est pas supérieur à deux afin d’éviter l’introduction de 

mutations dans le virus. Pour la première infection, 20 Millions de cellules plaquées dans 

une flasque ont été infectées avec 1 mL de virus P1. Lorsqu’une mortalité de 100% a été 

atteinte, une fraction du surnageant a été analysée par Western Blot. Le virus obtenu est 

appelé virus P2. Afin de déterminer le taux optimum d’infection, le virus a été titré par 

infection de cellules Trichoplusia ni Hi5. Pour cela, des cellules d’insecte Hi5 ont été 

infectées à différents taux de virus et les aliquots ont été prélevés tous les jours jusqu’à une 

mortalité de 100% pour chaque test. Une analyse par Western Blot a permis de déterminer à 

la fois le taux et le temps d’infection optimums pour l’obtention du meilleur rendement 

protéique.     

 

4.2.3.4 Expression	
  des	
  protéines	
  MIC	
  en	
  cellules	
  d’insectes	
  Hi5	
  et	
  purification	
  des	
  

complexes	
  MIC/MIC12	
  

	
  

L’expression des protéines MICA*001, MICA*008 et MICB*002 en système 

baculovirus a été faite en cellules Hi5. Les taux volumiques respectifs en virus/culture ont 

été définis respectivement à 1/300, 1/500 et 1/500. Lorsque la concentration a atteint environ 

1,5 Million de cellules par mL avec au moins 1L de cultures, les cellules ont été infectées 

selon les taux déterminés. L’infection a été arrêtée lorsque la mortalité était au moins de 

90%. Les cultures ont alors été centrifugées à 8000 g pendant 8 min et le surnageant a été 

récupéré. Après ajout de 0,02% d’azide et 1mM de PMSF, il peut être gardé deux jours 

maximum à 4°C ou purifié tout de suite.     

Les trois protéines, fusionnées à une étiquette Strep, ont été extraites du surnageant 

par formation du complexe avec MIC12 directement dans le surnageant de culture puis 

fixation de ce dernier sur colonne d’affinité Ni2+ (GE Healthcare). Pour 400 mL de 
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surnageant, 8 mg de Fab ont été ajoutés et laissé incuber sous agitation 1h à 4°C. Le 

surnageant a ensuite été injecté sur colonne HisTrap Excel 5 mL pré-équilibrée en tampon 

50 mM de Tris pH 8, 300 mM de NaCl, 10 mM d’Imidazole. La purification s’est poursuit 

comme décrit précédemment, avec comme tampon de chromatographie d’exclusion de taille 

un tampon 10 mM d’Hepes (pH adapté au PI théorique des complexes),  150 mM de NaCl. 

Le pic de complexe a été collecté, puis le pic d’excès de MIC12. 

4.2.4 Analyses	
  biochimiques	
  et	
  biophysiques	
  

4.2.4.1 Dichroïsme	
  circulaire	
  (CD)	
  

Pour vérifier le repliement correcte des protéines MIC, en particulier celles issues 

d’une expression en système bactérien, une étude du contenu en structures secondaires a été 

menée par CD (paragraphe 4.1.2). Le laboratoire dispose d’un spectropolarimètre J-810 

(Jasco). Les échantillons, dilués dans un tampon non absorbant dans cette gamme de 

longueur d’onde, sont à une concentration finale de 0,3 mg/mL. Les mesures sont réalisées 

dans une cuve en Quartz de 1 mm avec tout d’abord une mesure du blanc (tampon seul + 

volume en tampon de protéine) puis la mesure de l’échantillon. Les protéines ont été diluées 

dans un tampon 50 mM de NaH2PO4 pH 7. Les mesures ont été réalisées entre 190 et 260 

nm, avec accumulation de 3 spectres. Seules les données obtenues avec une valeur de HT 

inférieure à 600 V sont prises en compte.  

Les données ont été lissées puis exportées dans un tableau. Les valeurs d’ellipticité 

moyenne par résidu ont été calculées d’après la formule : 

𝛩 =
𝐸𝑐ℎ − 𝐵𝑙𝑎𝑛𝑐 ×  𝑀𝑀

𝐸𝑐ℎ   ×  𝑛𝑏.𝑎𝑎  

Avec  MM : poids moléculaire théorique (Da), 𝐸𝑐ℎ   : concentration de l’échantillion 

(mg/mL) et nb.aa : nombre d’acides aminés. Θ est exprimé en deg.cm2.d.mol-1. Les spectres 

obtenus sont ensuite déconvolués à l’aide du programme Dichroweb 

(http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml) en utilisant le programme K2D. 

 

4.2.4.2 Analyses	
  par	
  Size	
  Exclusion	
  Chromatography-­‐Multi	
  Angles	
  Light	
  Scattering	
  SEC-­‐

MALS	
  des	
  protéines	
  MIC	
  

 Bien que les analyses précédentes donnent une idée globale du poids moléculaire et 

de l’état d’oligomérisation des protéines purifiées, la méthode Size Exclusion 

Chromatography-Multi Angles Light Scattering (SEC-MALS) renseigne de manière précise 
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sur ces paramètres par mesure de la diffusion de la lumière laser (LS), de l’index de 

réfraction (RI) et de l’absorbance UV. Le rayon de giration peut être déterminé à partir de la 

diffusion statique et quasi-élastique de la lumière. 

La technologie est disponible au laboratoire au travers d’un service plateforme grâce 

à un système Wyatt-HPLC (Alliance 2695 HPLC, Waters). Les protéines ont été chargées 

sur une colonne de chromatographie d’exclusion Shodex KW-802.5 (Phenomenex), pré-

équilibrée avec le tampon des protéines, couplée à un détecteur de diffusion de lumière 3-

angles MiniDAWN TREOS (Wyatt Technology), un instrument de diffusion de la lumière 

quasi élastique Dynapro (Wyatt Technology) et un réfractomètre différentiel Optilab rEX 

(Wyatt Technology). Des analyses ont été faites sur les protéines MICA*001, MICA*008 et 

MICB*002 issues d’une production en système bactérien. Pour cela, les échantillons ont été 

concentrés à 2 mg/mL pour un volume minimum de 30 μL.  

 

4.2.4.3 Mesure	
  des	
  interactions	
  Fab/protéine	
  	
  

 Les interactions Fab/protéine ont été étudiées en utilisant la technologie Bio-Layer 

Interferometry (BLI), disponible au laboratoire sous la forme d’un service plateforme. Les 

mesures ont été réalisées sur un Octect RED96 .  

4.2.5 Cristallographie	
  

4.2.5.1 Cristallogenèses	
  

	
  
Le laboratoire dispose d’une plateforme de cristallisation comprenant un robot de 

remplissage de boîtes (TECAN) ainsi qu’un robot de précision permettant de prélever et de 

déposer des volumes de l’ordre du nanolitre (Mosquito). Les plaques utilisées sont 

principalement des plaques 96 MRC 3 puits SWISSCI (Jena Bioscience) et, plus 

occasionnellement des plaques 96 3 puits (Greiner Bio One). Les conditions de 

cristallisations sont dispensées dans les 96 réservoirs (40 μL pour les SWISSCI, 100 μL 

pour les Greiner) et un mélange protéine/réservoir est distribué dans les puits. Pour tester 

trois concentrations en protéine, des mélanges v(protéine)/v(réservoir) 300/100, 200/100 et 

100/100 nl sont réalisés pour chaque condition. La protéine est concentrée jusqu’à sa limite 

de solubilité puis des premiers essais de cristallogenèses sont réalisés en screens 

commerciaux. Les plaques sont stockées à 20°C dans un système de stockage et prise 

d’image Formulatrix contrôlé par le programme Rock imager (Formulatrix). L’interface 
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CRIMS disponible en intranet au laboratoire permet de programmer une prise d’image en 

lumière visible ou UV sur 200 jours. Lorsqu’une condition de cristallisation est identifiée, 

une visualisation par UV permet de déterminer si l’objet cristallin est bien de nature 

protéique et non saline. Le pH de la condition est alors mesuré puis une optimisation est 

réalisée en faisant varier le pH et la concentration en agent précipitant autour de la condition 

déterminée.  

	
  
 Les cristallogenèses des protéines de ce volet ont toutes été réalisées suivant la 

méthode de diffusion vapeur, remplies en utilisant les robots pour les plaques 96 puits avec 

gouttes assises ou à la main pour les plaques 24 puits avec gouttes suspendues.  

 Pour le Fab MIC12, la protéine a d’abord été concentrée à 18 mg/mL mais 

l’évaluation de la concentration par un premier screen général Stura (Molecular Dimension) 

a révélé qu’il fallait encore l’augmenter. Les screens généraux MDL (Molecular 

Dimension), Index (Hampton Research) et JCSG+ (Molecular Dimension) ont été testés 

avec une concentration en MIC12 de 23 mg/mL. L’optimisation des cristaux a été réalisée 

en pratiquant autour de la condition de cristallisation définie une gamme de pH et de 

concentration en agent précipitant. 

 Pour les trois complexes MIC12/MIC issus de l’expression bactérienne, les screens 

généraux Stura (Molecular Dimension), MDL (Molecular Dimension), Wizard I et II 

(Rigaku), PEGs I et PEGs II (Qiagen), JCSG+ (Molecular Dimension) et Morpheus 

(Molecular Dimension) ont été testés. Des optimisations ont été faites à partir des conditions 

déterminées, en faisant varier le pH, la concentration en agent précipitant ou en testant 

comme additifs les screens Anions et Cations (Qiagen). 

4.2.5.2 Cryoprotection	
  et	
  congélation	
  	
  

 Chaque cristal obtenu a été testé aux UV280nm ou, le cas échéant, sa diffraction a pu 

être testée au laboratoire.  

La diffraction des cristaux a ensuite été testée en utilisant la source de rayons X de 

type anode tournante combinée au détecteur MAR345 dont dispose le laboratoire. Tout 

d’abord, une solution cryoprotectante doit être définie. La diffraction de la condition de 

cristallisation, congelée sous flux d’azote liquide à 100°K, est d’abord testée seule pour voir 

si elle n’a pas déjà des propriétés cryoprotectantes. Dans le cas contraire, des additifs tels 

que le PEG 400, PEG 4000, EG, PPG ou le glycérol peuvent être ajoutés à des pourcentages 

variant de 10 à 25%. Une fois la solution cryoprotectante définie, un cristal est sacrifié pour 
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tester le comportement des cristaux face à cette nouvelle condition. Il est pêché puis déposé 

dans une nano-goutte et observé au microscope binoculaire quelques dizaines de secondes. 

S’il a pu supporter la solution, celle-ci est validée. Les cristaux sont alors pêchés à l’aide 

d’une boucle cryogénique en nylon (Hampton Research), de diamètre adapté à la taille du 

cristal, et déposés dans une nano-goutte de cette solution quelques secondes puis pêchés de 

nouveaux et montés sur la tête du goniomètre, sous flux d’azote à 100 °K. Le cristal 

congelé, la diffraction peut être testée puis le cristal collecté ou bien stocké en azote liquide 

en attendant une prochaine mission synchrotron (ESRF ou SOLEIL).     

 

4.2.5.3 Collecte	
  des	
  données	
  et	
  détermination	
  de	
  la	
  structure	
  de	
  MIC12	
  	
  

 Les clichés de diffraction du Fab MIC12 ont été collectés au laboratoire puis à 

l’ESRF sur la ligne ID23-2.  

Au laboratoire, deux images ont été prises avec une rotation de 1° sur l’axe ϕ par 

image avec un incrément de 90° entre les deux. Celles-ci ont été traitées avec iMOSFLM de 

la suite CCP4 pour définir des paramètres de maille, un groupe d’espace et donc une 

stratégie de collecte d’images. Une collecte de 120 images, avec un temps d’exposition de 5 

min et une rotation de 1° par image, a été lancée sur la nuit. Les données ont d’abord été 

traitées avec iMOSFLM pour les étapes d’indexation, d’affinement de la maille, 

d’intégration et pour l’analyse de la symétrie avec POINTLESS. Les données ont ensuite été 

mises à l’échelle avec le programme Scala de CCP4 avec définition d’un pourcentage de 5% 

des réflexions en Rfree. Le nombre de molécules par unités asymétrique a été estimé par 

calcul du coefficient de Matthews (programme Matthews coef). La structure a alors été 

résolue par remplacement moléculaire à l’aide du programme MolRep en utilisant la 

structure d’un Fab de même paramètres de maille : 3RVT. Un premier affinement a est 

réalisé avec le programme d’affinement REFMAC5 puis avec autoBUSTER (Global 

Phasing Limited). Le modèle a été modifié manuellement entre chaque affinement à l’aide 

du logiciel COOT, implémenté dans la suite CCP4.  

Le même cristal a également été collecté sur la ligne de lumière ID23-2 de l’ESRF à 

Grenoble. Il s’agit d’une ligne microfocus équipée à l’époque de la mission d’un détecteur 

PILATUS 3M. Le cristal a été caractérisé à partir de 4 images à l’aide de la plateforme 

MXCuBE. Les paramètres de mailles et groupe d’espace définis, une collecte de 1800 

images avec une rotation de 0,1° et un temps d’exposition de 0,1 s par image a été lancée. 

Les données ont été traitées au laboratoire d’abord à l’aide de la suite de programmes XDS 
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pour les mêmes étapes que citées précédemment pour iMOSFLM. La suite du traitement a 

été réalisée avec la suite CCP4 comme décrit plus haut. Le remplacement moléculaire a été 

réalisé à partir de la structure de MIC12 résolue au laboratoire. 

La structure affinée a ensuite été évaluée par le serveur MolProbity (Duke 

Biochemistry, http://molprobity.biochem.duke.edu/). Après ajout des hydrogènes, les 

rotamères, les longueurs et angles des liaisons, les angles selon le plot de Ramachandran et 

les clashs stériques sont répertoriés et permettent d’améliorer le modèle puis de le valider.       

 

4.2.6 SAXS	
  des	
  protéines	
  MIC	
  et	
  complexes	
  MIC/MIC12	
  

4.2.6.1 Préparation	
  des	
  échantillons	
  et	
  collecte	
  des	
  données	
  

 Les études structurales par SAXS ont été menées sur les protéines et complexes 

MICA*001, MICA*008, MIC12, MICA*001/MIC12 et MICA*008/MIC12. Béatrice 

Amigues a purifié les protéines par chromatographie d’exclusion de taille, en étape finale, 

en utilisant un tampon final 50 mM de PIPES à pH 7, 150 mM de NaCl et 1 mM d’EDTA. 

J’ai concentré chacun de ces échantillons à l’aide d’un concentrateur Amicon ® Ultra 

(Millipore) de cut off adapté. Des échantillons de 100 μl ont été prélevés au fur et à mesure 

de la concentration lorsque celle-ci atteignait 0,5 mg/mL, 1 mg/mL, 3 mg/mL, 5 mg/mL puis 

10 mg/mL. Le filtrat de concentration a été conservé pour être utilisé comme blanc de 

chaque mesure. Les échantillons ont été collectés sur la ligne SAXS BM29 de l’ESRF à 

Grenoble (64). Les expériences ont été réalisées en utilisant un détecteur PILATUS 1M 2D 

(Dectris) à une distance avec l’échantillon de 2,867 m. La longueur d’onde utilisée était de 

0,09919 nm ce qui permet des mesures dans une gamme de vecteurs de diffusion allant de 

0,0364 à 4,94 nm-1. Les échantillons ont été centrifugés 10 min à 11000g à 4°C pour 

éliminer d’éventuels agrégats puis transférés dans de nouveaux tubes. Après avoir repris 

toutes les concentrations, les protéines ont été chargées sur le changeur d’échantillons sur la 

ligne. Les expériences ont été menées à 10°C en utilisant pour chaque échantillon 30 μl de 

protéine. Chaque expérience s’est déroulée selon le schéma suivant : 10 acquisitions de 1s 

du tampon, 10 autres de la protéine puis de nouveau 10 du tampon. Une calibration à la BSA 

a été faite avant par le scientifique de la ligne et toutes les données ont été transférées et 

traitées en temps réel via la plateforme ISPyB. 
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4.2.6.2 Traitement	
  des	
  données	
  et	
  analyses	
  

     Bien que les données soient traitées par ISPyB, je préfère généralement les traiter 

moi-même. Ainsi, j’ai trié manuellement les courbes de diffusion des expériences menées 

sur les protéines MIC.  

 Dans un premier temps, les 10 courbes de chaque lot d’acquisition ont été 

comparées, que ce soit des acquisitions de tampon ou de protéine, afin de vérifier qu’il n’y 

ait pas eu de dommages aux radiations. Après avoir éliminé les courbes endommagées, les 

courbes restantes ont été moyennées. Les courbes de tampon avant et après acquisition de la 

protéine ont été comparées. Encore une fois, l’impossibilité de superposer ces courbes est le 

signal de probables dommages aux radiations. Ces courbes ont été soustraites à la courbe 

moyenne de l’échantillon après avoir été moyennées. La courbe de diffusion résultante est la 

courbe finale de diffusion de la protéine à la concentration donnée. 

 La première analyse consiste en une comparaison des différentes courbes selon les 

concentrations de la protéine. L’analyse de Guinier a été réalisée pour chaque concentration 

et celles présentant des signes d’agrégation ont été écartées. Les valeurs de Rg et I0 ont été 

estimées et comparées afin là encore d’écarter les concentrations en désaccord avec 

l’ensemble des données. Pour chaque protéine, une faible et une forte concentration valables 

ont été sélectionnées afin de créer une courbe chimérique de diffusion. Le poids moléculaire 

est estimé d’après cette courbe en utilisant le serveur SAXS MoW2 (http://saxs.ifsc.usp.br/ 

). Le degré de flexibilité des protéines a été analysé en observant le plot de Kratky sans 

dimensions de chacune. Contrairement au plot de Kratky, représentation de I*q2 en fonction 

de q, ce graphique prend en compte le Rg et le I0 calculés lors de l’analyse de Guinier. Cela 

permet de comparer entre elles des protéines de poids moléculaires et forme diverses(65). 

Cette nouvelle courbe a de nouveau été analysée selon Guinier et le premier point pris en 

compte pour l’alignement de la droite est sélectionné comme premier point pour l’analyse 

de distribution des distances. En prenant le maximum de points (256), un compromis a été 

recherché entre obtenir la meilleure superposition théorique sur la courbe de diffusion 

expérimentale et éviter la région de plus haute résolution, trop bruitée. La distance Dmax a été 

modifiée jusqu’à faire doucement retomber la courbe de Porod à une valeur de Rmax=0.  

 Pour les protéines MICA*001 et MIC12, les structures cristallographiques sont 

disponibles. Une étude par modélisation ab-initio d’une enveloppe pourrait être informative 

uniquement sur la dynamique en solution, mais d’autres analyses plus précises peut être 

réalisées en ce sens. En revanche, il est possible de réaliser une analyse en utilisant 
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CRYSOL. Une courbe théorique de diffusion SAXS a été générée en prenant en compte une 

couche d’hydratation superficielle calculée. Cette courbe est superposée à la courbe de 

diffusion chimérique expérimentale. La valeur de la fonction χ2, permettant l’optimisation 

de la procédure de minimisation, est un indicateur de la qualité du recouvrement des deux 

courbes. Cette fonction χ2 est définie telle que : 

χ2 =   
𝐼𝑒𝑥𝑝 𝑞𝑖 − 𝐼𝑡𝑒𝑜 𝑞𝑖 2

𝜎 𝑞𝑖 2

!

!!!

 

avec Iexp(qi) les intensités des N points expérimentaux, Iteo(qi) celles des points théoriques 

et  𝜎 𝑞𝑖   les	
  déviations	
   standard	
   (66).	
  La	
  valeur	
  du	
  χ2  pour une superposition de bonne 

qualité doit être proche ou égale à 1.  

 Pour les complexes MIC/MIC12, des enveloppes ont été modélisées en utilisant le 

programme DAMMIF (19). A partir de la distance Dmax, une sphère a été modélisée sous 

forme de billes et des modèles ont été générés par recuits simulés. Chacun a été comparé 

aux données expérimentales et un test de χ2 a permis l’évaluation de la qualité de la 

superposition des courbes de diffusions expérimentales et théoriques. Les dix meilleurs 

modèles ont été sélectionnés et le modèle avec la meilleure valeur de χ2 a été retenu. 

 Le complexe MICA*001/MIC12 a également été étudié par docking moléculaire. 

Des glycosylations ont été ajoutées au modèle prédit le plus probable à l’aide du programme 

GLYCOSYLATION. J’ai utilisé pour cela le mode expert afin de choisir les sites et le 

nombre de glycosylations en fonction de l’enveloppe générée par DAMMIF. Les 

glycosylations apportées sont au nombre de 4, portant sur les résidus N8, S17, N141 et 

S274.   

 

4.2.7 Prédictions	
  de	
  structures	
  du	
  complexe	
  MICA*001/MIC12	
  par	
  docking	
  moléculaire.	
  

	
  

 Le docking moléculaire du complexe MICA*001/MIC12 a été réalisé à partir du 

serveur ClusPro 2.0 (https://cluspro.bu.edu/)	
   (67)	
   (68)	
   (69).	
   Les	
   prédictions	
   ont	
   été	
  

lancées	
   en	
   utilisant	
   le	
   mode	
   Anticorps	
   avec	
   MIC12	
   comme	
   récepteur	
   et	
   MICA*001	
  

comme	
  ligand.	
  Les	
  modèles	
  utilisés	
  pour	
  MICA*001	
  ont	
  pour	
  numéro	
  d’accession	
  pdb	
  

1HYR	
   et	
   1B3J	
   (données	
   non	
   présentées	
   pour	
   la	
   seconde	
   structure).	
   Après	
   70000	
  

rotations,	
  29	
  clusters	
  de	
  structures	
  ont	
  été	
  générés	
  et	
  un	
  modèle	
  moyen	
  pour	
  chaque	
  

est	
  mis	
  à	
  disposition.	
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   Les	
  modèles	
  ont	
  été	
  triés	
  selon	
  1)	
  la	
  cohérence	
  de	
  positionnement	
  de	
  l’anticorps	
  

vis	
  à	
  vis	
  de	
  contraintes	
  spatiales	
  (la	
  présence	
  de	
  la	
  membrane	
  cellulaire	
  par	
  exemple)	
  

et	
   2)	
   les	
   résidus	
   impliqués	
   dans	
   l’interaction.	
   En	
   effet,	
   des	
   résidus	
   ont	
   déjà	
   été	
  

identifiés	
   comme	
   étant	
   impliqués	
   dans	
   cette	
   interaction	
   par	
   de	
   précédentes	
   études	
  

(14).	
  Les	
   interactions	
  des	
  résidus	
  pour	
   les	
  modèles	
  retenus	
  ont	
  été	
  analysées	
  à	
   l’aide	
  

du	
  logiciel	
  PyMOL	
  (résultats	
  non	
  présentés).	
  	
  

	
   Le	
  modèle	
  prédit	
  du	
  complexe	
  ainsi	
  que	
  le	
  modèle	
  glycosylé	
  ont	
  été	
  comparés	
  à	
  

l’enveloppe	
  SAXS	
  générée	
  en	
  utilisant	
   le	
   logiciel	
  Chimera	
   (UCSF	
  Chimera).	
   La	
   carte	
   a	
  

été	
  générée	
  puis	
  les	
  modèles	
  y	
  ont	
  été	
  introduits	
  à	
  l’aide	
  de	
  l’outil	
  «	
  Fit	
  to	
  map	
  ».	
  	
   

 

4.3 Utilisation	
  de	
  nanobody	
  pour	
  les	
  études	
  structurales	
  de	
  la	
  protéine	
  pPorM	
  	
  

4.3.1 Nanobody	
  nb01	
  et	
  nb02	
  :	
  expression	
  et	
  purification.	
  
 

L’expression des nanobody nb01 et nb02 a été réalisée dans la partie périplasmique 

de cellules E. coli de souche WK6. La pré-culture a été réalisée dans 10 mL de milieu LB 

avec 100 μg/mL d’ampicilline à partir de stock glycérolé et incubée 15h à 37°C. Pour 

chaque litre de culture, 3mL de pré-culture ont été utilisés pour ensemencer du milieu TB 

contenant 100 μg/mL d’ampicilline et 0,1% de glucose. Les cultures ont été incubées à 37°C 

jusqu’à atteindre une DO600nm entre 0,5 et 0,8 puis induites avec 1mM d’IPTG à 28°C 

pendant 20h. Les cellules ont ensuite été culotées par centrifugation à 8000g pendant 8min 

et le surnageant a été éliminé. 

Le culot obtenu a été repris dans 9mL de tampon réfrigéré TES (0,2M de Tris-HCl 

pH8, 0,5mM d’EDTA et 0,5M de sucrose) puis laissé 1h à 4°C. Les protéines 

périplasmiques ont été extraites par ajout de 54 mL de tampon TES dilué par 4 avec de l’eau 

et incubation 2h à 4°C. Après deux centrifugations à 24000g pendant 30min, les protéines 

périplasmiques se trouvent dans le surnageant qui peut être conservé à -20°C ou être purifié 

tout de suite, selon les mêmes protocoles que décrits plus haut.   
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Dans le cadre d’une collaboration avec Claude Sauter (IBMC, Strasbourg), la 

cristallisation de protéines dans des puces microfluidiques a été testée : les ChipX-3 (<M]TPS!

$)#)(). Ces puces permettent une cristallisation libre de tout phénomène de convection et 

donc une cristallisation plus homogène. Une fois les cristaux obtenus, leur diffraction est 

réalisée directement dans la puce (in-situ) et permet alors une étude structurale à température 

ambiante(70).  

La puce a d’abord été rincée à l’eau déminéralisée par injection du côté 

« protéine «  puis l’eau a été chassée par injection d’air comprimé. Un volume de 8 %l de la 

protéine nb02, concentrée à 13,78 mg/ml, a été injecté à l’entrée des 8 canaux (à gauche de 

la chip) jusqu’à les remplir totalement. Dans les 8 réservoirs situés à droite, 5 %l de 

condition de cristallisation ont été déposés en évitant toute injection d’air dans les canaux. 

Pour cette puce, la condition de cristallisation définie par diffusion vapeur en gouttes 

assises(5) a été reprise et optimisée, du réservoir A à H, selon une gamme de pH allant de 5 

à 6, en se plaçant à une concentration de PEG 3000 de 20%. L’entrée de la protéine et les 

réservoirs ont ensuite été fermés hermétiquement avec un scotch cristal clear puis la chip a 

été stockée à 20°C.   

!
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Les cristaux obtenus dans la puce ChipX-3 ont été collectés sur la ligne Proxima 2A à 

SOLEIL (Gif-sur-Yvette). La puce a été montée sur le goniomètre à l’aide d’un portoir créé 

par les scientifiques de la ligne. Les différents matériaux séparant le faisceau du cristal 

induisent de nombreux changement d’indices de réfraction, créant une différence non 
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négligeable entre la position optiquement visible du cristal et sa position réelle. 

L’alignement de chaque cristal avec le faisceau de rayons X a donc été optimisé à l’aide 

d’un scan de rayons X, basé sur 3 angles sur l’axe φ. Une fois la position enregistrée, les 

cristaux ont été colletés sur 20° à 180° à une énergie de 15 keV, avec une transmission de 2, 

5 ou 10%, un incrément d’angle entre deux images de 0,1° et un temps d’exposition de 

0,025 s par image. Le cristal EmbCD a, lui, été collecté deux fois. Le premier jeu de 

données contient 800 images collectées sur 80° avec une transmission de 10% du faisceau. 

Le second jeu de données contient 1800 images collectées sur 180° avec une transmission de 

5%.   

4.3.2.3 Traitement	
  des	
  jeux	
  de	
  données	
  et	
  détermination	
  de	
  la	
  structure	
  de	
  nb02	
  

température	
  ambiante.	
  

	
  

Les images issues des différents jeux de données ont été triées une à une à l’aide du 

logiciel de visualisation d’image Albula (DECTRIS). Chaque jeu a été traité à l’aide de la 

suite XDS puis les réflexions ont été mises à l’échelle à l’aide du programme XSCALE 

(https://github.com/legrandp/xdsme/blob/master/bin/noarch/xscale2.py, Pierre Legrand). Les 

réflexions des différents jeux de données ont alors été combinées, toujours avec XSCALE, 

afin d’obtenir un jeu de données complet.  

Le jeu de données a été analysé avec le programme Xtriage de PHENIX. Le 

remplacement moléculaire a été réalisé à l’aide du programme phenix.phaser, en utilisant la 

structure de nb02 (numéro d’accession RCSB PDB : 5LMW). 

Les affinements de la structure ont d’abord été réalisés une fois avec Autobuild puis 

avec phenix.refine. Des « Translation Libration Screw-rotation » TLS ont été définies à 

l’aide du serveur TLSMD (http://skuld.bmsc.washington.edu/~tlsmd/ ).  

	
  

4.3.3 Clonage	
  des	
  constructions	
  pPorM-­‐Nt	
  et	
  pPorM-­‐Ct.	
  
 

Les protéines pPorM-Nt et pPorM-Ct ont été clonées dans le plasmide pLIC03 en 

utilisant la technique du RF cloning (paragraphe 4.1.1). Tout comme le plasmide pLIC06 

précédemment décrit, ce plasmide est dérivé du plasmide pET28 a+ (Novagen) et possède 

une résistance à l’antibiotique kanamycine. Il permet l’expression de protéines 

recombinantes à l’aide d’un promoteur T7 avec une étiquette HisTag en N-terminal suivie 
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d’un site de coupure à la protéase TEV. Les amorces utilisées sont notées dans le Tableau	
  

4.2.1.  

4.3.4 Expression	
  des	
  protéines	
  pPorM-­‐Nt	
  native	
  et	
  SeMet.	
  
	
  

Les protéines pPorM-Nt native et avec SelenoMethionine (SeMet) ont été exprimées en 

cellules Rosetta (DE3) pLysS (Novagen) avec les antibiotiques kanamycine et 

chloramphénicol.  

La protéine pPorM-Nt a été exprimée de la même manière que les protéines MIC. 

Les cultures permettant l’expression de pPorM-Nt SeMet ont été réalisées en milieu 

auto-inducteur. Une pré-culture de pPorM-Nt a été réalisée en milieu SB avec kanamycine 

et chloramphénicol et incubée à 37°C pendant 9h sous agitation. Le milieu auto-inducteur 

est constitué de 50 mM de Na2HPO4, 50 mM de KH2PO4, 25 mM de (NH4)2SO4, 2 mM de 

MgSO4, 0,2x de mix de métaux (stock à 1000x), 0,5% de glycérol, 0,05% de glucose, 0,2% 

d’α-lactose, 200 μg/mL de chaque acide aminé (sauf cystéine, tyrosine et méthionine), 10 

μg/mL de Met, 125 μg/mL de SeMet et 100 nM de vitamine B12. Ce milieu a été ensemencé 

avec la pré-culture (25mL pour 1L) puis incubé à 30°C pendant 15h. Une fois que la DO600nm 

a atteint une valeur de 2, la température a ensuite été augmentée à 37°C pendant 10h puis 

diminuée à 20°C pendant 15h. Les cultures ont ensuite été arrêtées selon le protocole décrit 

précédemment.   

 

4.3.5 Purification	
  des	
  constructions	
  de	
  pPorM	
  
 

Après décongélation des culots bactériens, les cellules ont été lysées suivant la 

procédure suivie pour les protéines MIC exprimées en cellules E. coli, à l’exception que les 

constructions de pPorM sont toutes exprimées dans la fraction soluble. Après la sonication 

et centrifugation du lysat, le surnageant a été récupéré cette fois-ci, constituant le lysat 

clarifié. Toutes les constructions de pPorM, à savoir pPorM, pPorM-Nt et pPorM-Ct, sont 

exprimées sous forme soluble dans la bactérie E. coli Rosetta (DE3) pLysS (Novagen) et 

contiennent une étiquette HisTag. Leur purification a donc été réalisée selon les mêmes 

protocoles que décrits précédemment. Le tampon utilisé pour la purification par 

chromatographie d’affinité Ni2+ (GE Healthcare) est constitué de 50 mM de Tris pH8, 300 

mM de NaCl, supplémenté de 10 mM ou 250 mM d’Imidazole. Toutes ces protéines ont été 

éluées avec la seconde élution à 250 mM d’Imidazole. Le tampon d’équilibration et 



	
  
	
  

134	
  

d’élution de la colonne d’exclusion de taille est un tampon 10 mM d’Hepes à un pH adapté 

au point isoélectrique de la protéine, 150 mM de NaCl. La colonne utilisée est une Superdex 

200 16/60 (GE Healthcare), excepté pour les protéines pPorM-Nt et pPorM-Nt SeMet 

(Superdex 75 16/60, GE Healthcare). Pour obtenir la protéine pPorM-T, une digestion à la 

protéase Trypsine a été réalisée après la chromatographie d’exclusion de taille. Un ratio 

massique 1 :1000 a été appliqué à température ambiante pendant 15 heures. Une fois 

l’enzyme neutralisée par l’ajout d’un cocktail inhibiteur de protéases, une nouvelle 

chromatographie d’exclusion de taille a été réalisée.  

4.3.6 Analyses	
  biochimiques	
  et	
  biophysiques	
  de	
  pPorM-­‐Nt	
  

4.3.6.1 Dichroïsme	
  circulaire	
  de	
  la	
  protéine	
  pPorM-­‐Nt	
  
	
  

Après purification, le contenu en structures secondaires de la protéine pPorM-Nt a été 

étudié par dichroïsme circulaire. La méthodologie appliquée est strictement la même que 

pour les protéines MIC (paragraphe 4.2.4.1). Suite à la courbe obtenue, typique d’un 

contenu majoritairement en hélices α, une dénaturation thermique a été réalisée sur une 

gamme de température allant de 20°C à 80°C à une longueur d’onde de 222 nm, spécifique 

de ces structures secondaires.  

4.3.7 Purification	
  des	
  complexes	
  pPorM-­‐Nt/nanobody	
  
	
  

Les complexes formés par la protéine pPorM-Nt avec soit le nanobody nb01, soit nb02, 

ont été réalisés avec les protéines purifiées en sortie de chromatographie d’exclusion de 

taille. Les protéines ont été complexées suivant un ratio molaire protéine/nanobody 1 :1.2 à 

température ambiante pendant 15 min. après centrifugation à 11000 g pendant 10 min à 4°C, 

le mélange a été chargé sur une colonne Superdex 75 16/60 (GE Healthcare) équilibrée en 

tampon 10 mM d’Hepes pH7, 150 mM de NaCl. Le pic correspondant au complexe a été 

élué avant le pic d’excès de nanobody dans le même tampon.     

4.3.8 Cristallographie	
  aux	
  rayons	
  X	
  de	
  pPorM-­‐Nt	
  native	
  et	
  SeMet	
  et	
  des	
  complexes	
  
pPorM-­‐Nt/nanobody	
  

4.3.8.1 Cristallogenèses	
  
	
  

La cristallogenèse des protéines pPorM-Nt native et SeMet, les complexes pPorM-

Nt/nb01 et pPorM-Nt/nb02 (natifs et SeMet) a été réalisée par diffusion vapeur, 

principalement en gouttes assises.  
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Pour la protéine pPorM-Nt native, les conditions des screens généraux Stura (Molecular 

Dimension), Index (Hampton Research), MDL (Molecular Dimension), Wizard I et II 

(Rigaku), JCSG+ (Molecular Dimension) ont d’abord été criblées à une concentration en 

protéine de 10 mg/ml. Ensuite, les screens PEGs I et PEGs II (Qiagen) ont été testés à 8 et 

12 mg/ml. Les conditions donnant des cristaux ont été combinées et optimisées en réalisant 

un criblage selon une gamme de pH et de concentration en agent précipitant, à une 

concentration en protéine de 12 mg/ml. La même optimisation a également été réalisée en 

gouttes suspendues.  

Du trempage d’atome lourd a été réalisé sur deux cristaux optimisés de pPorM-Nt avec 

du Tantale.  

Les essais de cristallisation de la protéine pPorM-Nt SeMet ont été menés à partir des 

screens généraux Stura (Molecular Dimension), Wizard I et II (Rigaku) et PEGs II (Qiagen) 

à une concentration en protéine de 8, 10 et 12 mg/ml. Une optimisation suivant la condition 

identifiée de cristallisation de la protéine native a été faite, ainsi qu’une optimisation 

classique autour de la condition identifiée pour la protéine SeMet. 

De nombreux essais ont été menés pour la cristallisation des complexes pPorM-Nt/nb02, 

pPorM-Nt SeMet/nb01 et pPorM-Nt SeMet/nb02. Les screens généraux cités plus haut ont 

tous été testés, ainsi que le screen Morpheus, à une concentration de 5 et 10 mg/ml. Des 

ensemencements par des précipités cristallins ont également étaient tentés. 

La cristallogenèse du complexe pPorM-Nt/nb01 a été réalisée par criblage des screens 

généraux Stura et Index à 10 mg/ml.   

4.3.8.2 Cryo-­‐protection	
  et	
  congélation	
  des	
  cristaux	
  
	
  

Les cristaux obtenus pour les protéines pPorM-Nt, pPorM-Nt SeMet et le complexe 

pPorM-Nt/nb01 ont été cryo-protégés et congelés comme décrit plus haut pour les cristaux 

des protéines et complexes MIC.  

4.3.8.3 Collecte	
  des	
  données	
  et	
  traitement	
  des	
  données	
  
	
  

Les données ont toutes été collectées aux synchrotrons après avoir testé la diffraction des 

cristaux au laboratoire.  

Le jeu de données de la protéine pPorM-Nt a été collecté à l’ESRF, sur la ligne de 

lumière ID23-2. Une stratégie de collecte a été définie par MxCube à partir de 4 images 

prises à 45° entre chaque et 2400 images ont été collectées. L’incrément d’angle a été de 

0,05° sur une rotation totale de 48°, avec un temps d’exposition de 0,04 s par image. Les 
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données ont été traitées au laboratoire avec la suite de programmes XDS. Le twin parfait des 

données a été révélé par le test de détection de twin du programme POINTLESS (CCP4). Ce 

twin a été traité à l’aide des programmes detwin (CCP4), phenix.refine avec l’introduction 

d’une loi de twin en option (PHENIX) et du module data_detwin du programme CNSsolve 

(CNS).  

Le jeu de données correspondant à la protéine pPorM-Nt SeMet a été collecté à SOLEIL 

sur Proxima 1. Un spectre d’absoption a permis de confirmer la présence de signal anomal 

dû à du Sélénium et un scan d’énergie a aidé à la détermination des énergies du point 

d’inflexion, du haut du pic et après ce pic. Un set de 1000 images a été collecté à chacune de 

ces énergies (stratégie de collecte MAD) avec un incrément d’angle de 0,1° et un temps 

d’exposition par image de 0,1s.  

Deux jeux de données du complexe pPorM-Nt/nb01 ont été collectés : l’un sur Proxima 

1 et l’autre sur Proxima 2A. Le premier jeu contient 3600 images obtenues avec un 

incrément d’angle par image de 0,1s et un temps d’exposition de 0,1°. Ces données ont été 

traitées avec XDSME puis CCP4 à partir de la recherche des groupes de Laue à l’aide de 

POINTLESS. Les données ont été mises à l’échelle avec SCALA.  

4.3.8.4 Détermination	
  de	
  la	
  structure	
  du	
  complexe	
  pPorM-­‐Nt/nb01	
  et	
  affinement.	
  	
  
	
  

Les phases de nb01 ont été utilisées pour le remplacement moléculaire avec PHASER. 

L’utilisation du programme BUCCANEER de la suite CCP4 a permis de construire des 

chaînes polyAlanine dans les blobs de densité, de forme hélices alpha, situées en face des 4 

chaînes de nb02. Après un premier affinement avec RefMac5, la structure a été construite à 

l’aide de COOT puis affinée à l’aide du programme autoBUSTER. Des TLS ont été définis 

à l’aide du serveur TLSMD puis introduits lors de l’affinement. La structure a ensuite été 

affinée avec autoBUSTER en utilisant les options autoncs et TLS.  

4.3.8.5 Evaluation	
  et	
  analyse	
  de	
  la	
  structure	
  cristallographique	
  de	
  pPorM-­‐Nt/nb01.	
  	
  	
  	
  	
  
	
  

La qualité de la structure construite a été évaluée avec les outils de validation 

disponibles dans COOT mais également avec le serveur MolProbity 

(http://molprobity.biochem.duke.edu/ ).  

La structure de pPorM-Nt a été soumise au serveur DALI pour être comparée à d’autres 

structures contenues dans la RCSB PDB. Les dix structures de plus haut score ont été prises 

en compte.  
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L’interaction des deux protéines a été analysée à l’aide du logiciel PyMOL. Les résidus 

entrant en jeu dans l’interaction ont été relevés. Toujours avec COOT, les structures de nb01 

seul et en complexe ont été comparées. 

	
  

4.3.9 SAXS	
  des	
  constructions	
  de	
  pPorM	
  

4.3.9.1 Préparation	
  des	
  échantillons	
  et	
  collecte	
  des	
  données	
  
	
  

Les protéines pPorM, pPorM-T, pPorM-Nt et pPorM-Ct ont été purifiées au laboratoire 

avec comme dernière étape de purification une chromatographie d’exclusion de taille en 

utilisant une colonne Superdex 16/60 (75 ou 200 selon la taille de la protéine, GE 

Healthcare). Toutes ont été éluées dans un tampon Hepes 10 mM pH 7,3, NaCl 150 mM. 

Les échantillons pour chaque protéine ont été prélevés au fur et à mesure de la concentration 

de manière à avoir 5 concentrations différentes dans une gamme allant de 0,5 à 15 mg/ml. 

Les protéines ont été concentrées à l’aide d’un concentrateur Amicon ® Ultra (Millipore) 

adapté au poids moléculaire de la protéine et le filtrat a été conservé pour servir de blanc 

d’acquisition. Les données ont été collectées sur la ligne BM29 de l’ESRF, en utilisant un 

détecteur PILATUS 1M 2D à une distance de 2,87 m. La longueur d’onde était de 0,09919 

nm, permettant l’enregistrement sur une gamme de vecteurs diffusés q allant de 0,036 nm-1 à 

4,912 nm-1. Les échantillons ont été préparés et les données enregistrées de la même manière 

que pour les études SAXS des protéines MIC. Pour palier aux dommages aux radiations de 

la protéine pPorM, 5mM de DTT ont été ajoutés lors d’une seconde mesure de chaque 

concentration.   

4.3.9.2 Traitement	
  des	
  données	
  et	
  analyses	
  
	
  

Les données ont été traitées suivant le même protocole que celui appliqué pour les 

protéines MIC. Les courbes de diffusion ont été triées et comparées et des courbes chimères 

ont été créées. Chacune a été analysée par Guinier, Kratky puis selon la distribution des 

distances et Porod. Afin de pouvoir comparer les courbes de Kratky des 4 protéines, une 

représentation sans dimensions, prenant en compte les Rg et I0 calculés par l’analyse de 

Guinier, a été adoptée. De même, les courbes de Porod ont été normalisées de manière à ce 

que le haut de chacune corresponde à une valeur de P(r)= 1. Les poids moléculaires et état 

oligomériques ont été estimés à l’aide du serveur SAXS MoW2. 

Ces données SAXS ont été comparées aux données cristallographiques pour les 

protéines pPorM-T, pPorM-Nt et pPorM-Ct à l’aide du programme CRYSOL. Des 
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modélisations ab-initio des protéines pPorM et pPorM-Nt ont été réalisées à l’aide du 

programme DAMMIF en générant les dix meilleures enveloppes. Un affinement de la 

flexibilité du modèle cristallographique de pPorM-T selon les données expérimentales 

SAXS a été réalisé avec le programme SREFLEX et dix modèles ont été générés. La qualité 

de tous ces résultats a été évaluée par un test de χ2 basé sur les données expérimentales.  
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Résumé	
  
	
  

Pour lutter contre des micro-organismes pathogènes ou certaines maladies, le système immunitaire 
acquis des vertébrés développe des anticorps. Ces molécules de reconnaissance du non-soi permettent de 
distinguer spécifiquement des marqueurs antigéniques appelés épitopes. Deux types d’anticorps ont été 
découverts jusqu’à présents : les anticorps « classiques » et les anticorps de camélidés, également appelés 
nanobody. Alors que le paratope des premiers est formé par l’association de deux domaines variables, l’un de 
chaîne lourde et l’autre de chaîne légère, le paratope des seconds n’est constitué que d’un domaine variable de 
chaîne lourde. Cette thèse porte sur des études structurales de fragments d’anticorps d’intérêt thérapeutique et 
biotechnologique. Pour cela, deux volets ont été traités : l’étude structurale d’un anticorps thérapeutique ciblant 
des protéines homologues du CMH de classe I (protéines MIC) et l’utilisation d’un anticorps de camélidés 
pour l’étude structurale de la protéine périplasmique PorM (pPorM) du système de sécrétion de type 9 de 
Porphyromonas gingivalis.  

Au cours du premier volet, j’ai résolu la structure par cristallographie aux rayons X du fragment 
d’anticorps MIC12 à une résolution de 1,5 Å. Dans le but de résoudre la structure des complexes de MIC12 
avec ses antigènes MIC, j’ai obtenu des cristaux diffractant à une résolution allant jusqu’à 7 Å. En parallèle, 
des analyses par diffusion de rayons X aux petits angles (SAXS) combinées à des prédictions d’interaction par 
docking ont été conduites afin d’obtenir une première description de la région globale d’interaction de MIC12 
sur l’une de ses cibles MIC.  

Concernant le second volet, 4 nanobody ont été obtenus à partir de l’immunisation d’un Lama contre 
la protéine pPorM. J’ai résolu la structure par cristallographie de l’un d’entre eux, le nanobody nb02, à une 
résolution de 1,5 Å. L’utilisation de ces nanobody comme chaperonne de cristallisation m’a permis de résoudre 
la structure de la partie N-terminale de pPorM. J’ai également mené une étude par SAXS de  la protéine pPorM 
entière. L’ensemble des résultats que j’ai obtenu par cristallographie et par SAXS, combinés aux résolutions 
des structures des autres domaines de pPorM, ont permis de proposer un modèle structural de la protéine 
pPorM entière.  
 
Mots clés : Anticorps, Fab, VHH, MIC, T9SS, Cristallographie aux rayons X, SAXS 

Abstract	
  

	
  
To fight against pathogenic microorganisms or diseases, the adaptive immune system in vertebrates 

uses antibodies. These non-self recognition molecules help to specifically distinguish antigenic markers called 
epitopes. Two types of antibody were discovered so far: “classic” antibodies and camelid antibodies, also 
called nanobodies. While the paratope of the first ones is formed by the association of two variable domains, 
one from the heavy chain and the other from the light chain, the paratope of the second is only composed of the 
heavy chain variable domain. This PhD deals with structural studies of antibodies fragments of therapeutic and 
biotechnological interest. For that purpose, two projects were carried out: the structural study of therapeutic 
antibody targeting homologous proteins of the MHC class I (MIC proteins) and the use of a camelid antibody 
for the structural study of the periplasmic protein PorM (pPorM) of the secretion system type 9 from 
Porphyromonas gingivalis.  

During the first part, I solved the structure of the MIC12 antibody fragment using X-ray 
crystallography at a resolution of 1.4 Å. In order to solve the structure of the complexes of MIC12 with its 
MIC antigens, I obtained crystals of the complexes diffracting at a resolution of up to 7 Å. In parallel, analyses 
by Small Angles X-ray Scattering (SAXS) combined with in silico docking predictions were led to obtain a 
first description of the global binding region of MIC12 on one of its MIC targets.  

Concerning the second part, 4 nanobodies were obtained from the immunization a Llama against the 
pPorM protein. I solve the structure of one of them by crystallography, nanobody nb 02, at a resolution of 1.5 
Å. Use of these nanobodies as chaperones of crystallization help me to solve the structure of the N-terminal 
part of pPorM. I also conducted a study by SAXS of the whole pPorM protein. All these results, obtained by 
crystallography and SAXS studies, combined with the solving of the structures of the other domains of pPorM, 
made it possible to propose a structural model of the entire pPorM protein. 
 
Keywords : Antibodies, Fab, VHH, MIC, T9SS, X-ray Crystallography, SAXS 
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